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การจำแนกเชื้อรา Embellisia allii สาเหตุโรคเปื้อนดำของกระเทียม 

ที่นำเข้าจากสาธารณรัฐประชาชนจีน และการควบคุมด้วยน้ำโอโชน

Identifif ication of Embellisia allii Causing Skin Blotch on Garlic Bulbs 

Imported from The People's Republic of China and Controlling by Ozonated water
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ABSTRACT

	 The study of skin blotch pathogen of garlic bulb imported from The People’s 

Republic of China was carried out at Chiangsaen Plant Quarantine Station, Chiang Rai 

Province during January-August 2016. Symptom of skin blotch was detected in 15 of 187 

samples of imported garlic bulbs. Embellisia allii was isolated as a key pathogen caused 

skin blotch symptom in all 15 defected samples using morphological and molecular 

characteristics. The molecular characteristic was investigated by a PCR and run with gel 

electrophoresis. The results showed that fungal DNA of 15 isolates were consisted of 315 

base pairs. Obtained base sequence was compared to the Genbank database. It was 

found that skin blotch fungi from garlic base shared the same E. allii for 100 % identity. 

The E. allii is quarantine pest in Thailand, therefore control of E. allii must be concerned. 

Application of ozonated water at 1 g/h for 30, 45 and 60 min could reduce the spores 

germination of E. allii after 24 h of incubation at 0.75, 0 and 0% respectively. Moreover, 

application of ozonated water at 1 g/h for 30 min was completely inhibited skin blotch 

disease in garlic blub. 
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บทคัดยอ

	 การศึกษาโรคเปื้อนดำของกระเทียมที่นำ

เข้าจากสาธารณรัฐประชาชนจีน ณ ด่านตรวจ

พืชเชียงแสน ระหว่างเดือนมกราคม-สิงหาคม 

ปีพ.ศ.2559 โดยเก็บตัวอย่างกระเทียมที่นำเข้า

ทั้งหมด 187 ตัวอย่าง ตรวจพบกระเทียมที่แสดง

อาการโรคเปื้อนดำ 15 ตัวอย่าง เมื่อจำแนกชนิด

ของเชื้อราสาเหตุโรคเปื้อนดำ โดยใช้ลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา พบเชื้อราสาเหตุคือ Embellisia 

allii เพื่อยืนยันความถูกต้องจึงได้ทำการจำแนก

ลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อราทั้ง 15 ตัวอย่าง 

โดยใช้เทคนิค PCR และ ทําการแยกด้วย gel 

electrophoresis พบว่าเชื้อราทั้ง 15 ตัวอย่าง มี

ลําดับเบส DNA ขนาด 315 คูเบส เมื่อนําไป

เทียบกับฐานขอมูลใน GenBank ปรากฏว่าเชื้อ

ราทีแ่ยกไดข้องกระเทยีมมลีาํดบัเบส ตรงกบัเชือ้รา 

E. allii 100% และการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรค

เปื้อนดำ โดยการแช่สปอร์ของเชือ้รา E. allii ใน

นำ้โอโซนทีค่วามเขม้ขน้ 1 ก./ชม. เป็นเวลา 30 
 

45 และ 60 นาที หลังบ่มเชื้อไว้ 24 ชม. พบการ

งอกของสปอร์เชื้อรา E. allii เท่ากับ 0.75, 0 

และ 0% ตามลำดับ ขณะที่การแช่หัวกระเทียม

ลงในน้ำโอโซนเป็นเวลา 30 45 และ 60 นาที 

พบว่าสามารถยับยั้งการเกิดโรคเปื้อนดำได้ถึง 

100% 





คําสําคัญ: Embel l is ia al l i i โรคเปื้อนดำ  

กระเทียม  น้ำโอโซน








คำนำ

	 กระเทียม (Allium sativum L.) เปนพืช

สำคัญทางเศรษฐกิจพืชหนึ่งของประเทศไทย 

เพราะเป็นเครื่องเทศและสมุนไพรที่ใชเปนสวน

ประกอบสำคัญในอาหารไทยหลายชนิด และมี

สรรพคุณทางยามากมาย เชน สารอัลลิซินใน

น้ำมันหอมระเหยของกระเทียมชวยลดระดับ
 

คอเรสเตอรอลในเลือด ลดความเสี่ยงตอการเกิด

โรคหวัใจ และทำหนาทีต่อตานแบคทเีรยี (Cetron 

et al., 1996) ประเทศไทยมีความต้องการบริโภค

กระเทียมสดและมีการนำไปแปรรูปกันมาก แต่

การปลูกกระเทียมของประเทศไทย จะได้ผลผลิต

ดีในพื้นที่ทางภาคเหนือและตะวันออกเฉียงเหนือ 

ซึ่งเป็นพื้นที่ที่มีอากาศหนาวเย็นเป็นเวลาหลาย

เดือนต่อกัน ส่วนใหญ่จะปลูกได้เฉพาะช่วงเดือน

ตุลาคม-พฤศจิกายน และเดือนมกราคม-

กมุภาพนัธ ์ (นรินาม, 2559) ดงันัน้ปรมิาณกระเทยีม 

ที่ผลิตได้ภายในประเทศจึงไม่เพียงพอสำหรับ

โรงงานแปรรูปที่ต้องการกระเทียมตลอดทั้งปี 
 

จึงได้มีการนำเข้ากระเทียมจากสาธารณรัฐ

ประชาชนจีนในปริมาณที่มาก


	 พระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 แก้ไข

เพิ่มเติมโดยพระราชบัญญัติกักพืช (ฉบับที่ 2) 

พ.ศ. 2542 และ พระราชบญัญตักิกัพชื (ฉบบัที ่3) 

พ.ศ. 2551 กำหนดให้กระเทียมเป็นสิ่งกำกัด 

(Restricted material) ดงันัน้ในการนำกระเทยีม 

เข้ามายังประเทศไทย ผู้นำเข้าต้องแจ้งการนำเข้า

และตอ้งมใีบรบัรองสขุอนามยัพชื (Phytosanitary 

certificate) จากประเทศต้นทางกำกับมาด้วย  

ทั้งนี้สถิติการนำเข้ากระเทียมสดจากสาธารณรัฐ 
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ประชาชนจีน ในปี พ.ศ. 2558 ณ ด่านตรวจพืช

เชียงแสน มีปริมาณการนำเข้าสูงถึง 28,704 ตัน 

คิดเป็นมูลค่า 159,934,715 บาท  ซึ่งการนำเข้า

กระเทียมปริมาณสูงเช่นนี้ มีโอกาสปนเปื้อนศัตรู

พืชกักกัน หรือเป็นศัตรูพืชร้ายแรงที่ไม่มีปรากฏ

ในประเทศไทย เข้ามาแพร่ระบาดก่อความเสีย

หายให้กับผลิตผลทางการเกษตรภายในประเทศ

ได้ เช่นที่ ประเทศอินเดีย Latha et al. (2007) 

ตรวจพบโรคเปื้อนดำ สาเหตุเกิดจากเชื้อรา 

Embellisia allii (Campan.) E.G. Simmons 

ในกระเทียมที่นำเขา้จากสาธารณรฐัประชาชนจนี 

ทัง้นีเ้ชือ้รา E. allii จัดเป็นเชื้อรากักกันในประเทศ

อินเดีย สำหรับประเทศไทย เชื้อรา E. allii 

(Campan.) E.G. Simmons 1971 (ชือ่เดมิคอื 

Helminthosporium allii Campan. 1924) จัด

เป็นเชื้อรากักกันในลำดับที่ 27 ตามประกาศ

กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ เรื่อง กำหนดศัตรู

พืชเป็นสิ่งต้องห้ามตามพระราชบัญญัติกักพืช 
 

ปี พ.ศ. 2507 (ฉบับที่ 6) ปี พ.ศ. 2550 


	 เชื้อรา E. allii (H. allii) เป็นสาเหตุของ

โรคเปื้อนดำ (Skin blotch) หรือโรคแคงเกอร์ 

(Canker) ในพืชสกุลหอมและกระเทียม เชื้อรา

ดังกล่าวพบแพร่ระบาดในหลายประเทศ เช่น 

ญี่ปุ่น (Taniguchi et al.,1994) เกาหลี (Hyang 

et al., 2002) และสาธารณรัฐประชาชนจีน 

(Latha et al., 2007)  สำหรับประเทศไทยยังไม่

พบรายงานการระบาดกับพืชปลูกภายในประเทศ 

Latha et al. (2007) ศึกษาอาการของโรคเปื้อน

ดำที่ตรวจพบในกระเทียมนำเข้าจากสาธารณรัฐ

ประชาชนจีน มายังประเทศอินเดีย พบว่า 

บริเวณกาบหุ้มกลีบ (sheathing leaf) ของ

กระเทียมมีลักษณะเป็นปื้นสีดำ หรือพบอาการ

ยุบตัวลงของเนี้อเยื่อบริเวณฐานของหัวกระเทียม  

เมื่ออาการของโรครุนแรงขึ้น เชื้อราจะเข้าไป

เจริญบริเวณผิวของกลีบกระเทียม ทำให้มองดู

ลักษณะเป็นผงแป้งสีดำเกาะบริเวณผิว เมื่อนำ

เชื้อรา E. allii มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร Potato 

Dextrose Agar (PDA) พบลักษณะโคโลนี 

(Colony) เชื้อรามีสีน้ำตาลดำ โคนิดิโอฟอร์ 

(Conidiophore) ไม่แตกแขนงหรือแตกแขนง 

(Branched) มคีวามกวา้งตัง้แต ่5-10 ไมโครเมตร 

และมีความยาวตั้งแต่ 100 ไมโครเมตร ขึ้นไป 

โคนิเดีย (Conidia) มีสีน้ำตาลอ่อนจนถึงน้ำตาล

เข้ม ผนังหนา ลักษณะรีหรือ รูปไข่ ขนาดความ

กว้างตั้งแต่ 10-15 x 25-45 ไมโครเมตร และ 

Corlett (1996) พบเชื้อรา E. allii มีผนังกั้น

โคนเิดยีตามขวาง (Transverse septa) จำนวน 4-8 อนั 

อาจพบผนังกั้นโคนิเดียตามยาว (Longitudinal 

septa) จำนวน 1-2 อนั นอกจากนี ้ Koike and 

Rooney-Latham (2012) ได้ศึกษาความหลาก

หลายทางพันธุกรรมของเชื้อราโรคเปื้อนดำซึ่ง

แยกได้จากกระเทียมที่ปลูกเป็นการค้าในรัฐ

แคลิฟอร์เนีย ประเทศสหรัฐอเมริกา ด้วยวิธีเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค Polymerase Chain 

Reaction (PCR) ในบริ เวณ Internal 

Transcribed Spacer (ITS) บน Ribosomal 

DNA (rDNA) ดวยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS2 

และเมื่อนําลำดับเบสของยีนเชื้ อราที่ ได้ ไป

วิเคราะห์เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน Genbank 

สามารถจำแนกไดเ้ปน็ เชือ้รา E. allii             
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	 การควบคุมและการกำจัดศัตรูพืชมิให้

เข้ามาระบาดภายในประเทศ ปัจจุบันด่านตรวจ

พืชนิยมใช้สารรมประเภท Methyl bromine 

เพือ่กำจดัแมลงศตัรพูชื และโรคหลงัการเกบ็เกีย่ว 

แต่เนื่องจากสาร Methyl bromine ผู้ใช้ที่สูดดม

เข้าไปแม้ความเข้มข้นต่ำ จะก่อให้เกิดอาการ

เวียนศีรษะ ง่วงนอน สูญเสียการทรงตัว สายตา

พร่ามัว เกิดภาวะปอดและไตวาย เพื่อความ

ปลอดภัยของผู้เกี่ยวข้องปัจจุบันมีการศึกษาสาร

รมประเภทโอโซน (Ozone) ซึ่งเป็นก๊าซที่มี

คุณสมบัติเป็นตัวออกซิไดส์อย่างแรงกับจุลินทรีย์

และมีการสลายตัวอย่างรวดเร็ว จึงไม่มีปัญหา

เกี่ยวกับสารพิษตกค้าง (Hibben and Stotzky, 

1969) กลไกในการยับยั้งจุลินทรีย์โดยโอโซน เกิด

ขึ้นได้ 2 ลักษณะ คือ โมเลกุลของโอโซนเข้าทํา

ปฏิกิริยาโดยตรงกับสารเคมีที่อยู่ในเซลล์จุลินทรีย์  

(Hunt and Marinas, 1999, Minasa et al., 

2010) หรอื อนมุลูตวักลางอสิระ (Free radical-

mediated) เป็นตัวเข้าทําลายทำใหเ้ซลลโ์ปง่พอง 

และแตก บางครัง้พบวา่ โอโซนจะเข้าทำลายระบบ

หายใจ (Respiratory system) ของเซลล์

จุลินทรีย์ ทำให้จุลินทรีย์หยุดการเจริญเติบโต 

(สิริพร, 2543; กานดาและคณะ, 2547) ดังนั้น

เพื่อให้เป็นไปตามเจตนารมณข์องพระราชบญัญตัิ

กักพืช พ.ศ. 2507 และที่แก้ไขเพิ่มเติม พ.ศ. 

2551 ในการสกัดกั้นการเคลื่อนย้ายของศัตรูพืช

กักกัน หรือเป็นศัตรูพืชร้ายแรงที่ไม่มีปรากฏใน

ประเทศไทย จึงจำเป็นต้องมีการศึกษาชนิดของ

เชื้อราที่มีโอกาสติดมากับกระเทียมนำเข้าจาก

สาธารณรฐัประชาชนจนี มใิหเ้ขา้มาระบาดภายใน

ประเทศ รวมทั้งศึกษาการใช้น้ำโอโซนในการ

ควบคมุเชือ้รา เพือ่ทดแทน methyl bromine ซึ่ง

เป็นสารรมที่ใช้ในการกำจัดศัตรูพืชในปัจจุบัน 


     


อุปกรณ์และวิธีการ

1.	การจำแนกเชื้อราสาเหตุโรคเปื้อนดำของ

กระเทียมที่นำเข้าจากสาธารณรัฐประชาชนจีน


	 1.1	 จำแนกโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐาน

วิทยา


	 สุ่ม เก็บตัวอย่างกระเทียมสดทุกรุ่น 

(Lot.) ที่นำเข้าจากสาธารณรัฐประชาชนจีนตั้ง

แต่เดือนมกราคม-สิงหาคม 2559 จำนวน 5 กก. 

ต่อ Lot. คัดแยกกระเทียมที่แสดงอาการโรค

เปื้อนดำในห้องปฏิบัติการด้วยวิธี Tissue 

transplanting โดยวางชิ้นส่วนของกระเทียมที่

แสดงอาการของโรคเปื้อนดำลงบนอาหารเลี้ยง

เชื้อ Potato dextrose agar (PDA) จำนวน 4 

ชิ้นต่อจานเลี้ยงเชื้อ ภายหลังเมื่อเชื้อราเจริญแล้ว

ศึกษาขนาด รูปรางสปอร  และลักษณะกานชู
 

สปอร ดวยเทคนิค Slide culture โดยเพาะเลี้ยง

เชื้อราบนอาหาร PDA แล้วบมเชื้อไว้ที่อุณหภูมิ 

27 + ±2 ํºซ เปน็เวลา 5-7 วนั นำไปศกึษาลกัษณะ 

ทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราสาเหตุโรคเปื้อนดำ

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ Compound 

microscope บันทึกผลลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาของเชื้อราสาเหตุโรคเปื้อนดำที่พบ แล้วนำ

ไปเปรียบเทียบกับลักษณะทางสัณฐานของเชื้อรา 

E. allii (Campan.) E.G. Simmons 1971 ที่ 

Campanile (1924) และ Simmons (1971) ได้

เคยรายงานไว้




234	 วารสารวิชาการเกษตร ปีที่ 34 ฉบับที่ 3  กันยายน - ธันวาคม 2559

	 1.2	 จำแนกโดยอาศยัลกัษณะทางพนัธกุรรม


	 	 1.2.1	 การเตรียมเส้นใยเชื้อราสาเหตุ

โรคเปื้อนดำกระเทียม


	 	 นำตัวอย่างกระเทียมสด ที่นำเข้าจาก

สาธารณรัฐประชาชนจีน ที่ตรวจพบอาการโรค

เปื้อนดำจากข้อ 1.1 มาแยกเชื้อราสาเหตุด้วยวิธี 

Tissue transplanting โดยเลี้ยงเชื้อราบน

อาหาร PDA เป็นเวลา 7-10 วัน ภายหลังเมื่อ

เชื้อราเจริญบนผิวหน้าอาหาร PDA ใช้แท่งแก้ว

รูปตัวแอลขูดเอาเส้นใยเชื้อรา เพื่อนําไปสกัด 

DNA ในขั้นตอนต่อไป


	 	 1.2.2	 การสกัด DNA ของเชื้อรา

สาเหตุโรคเปื้อนดำ และสังเคราะห์ DNA ด้วย

เทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction) 

และ gel electrophoresis


	 	 ดำเนินการสกัด DNA เชื้อราโรคเปื้อน

ดำตามวิธี Rapid Mini-Preparation of Fungal 

DNA for PCR ของ Liu et al. (2000) และ

สังเคราะห์ DNA ด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้คู่ 

primer (ITS1F-CTTGGTCATTTAGAGGAA 

GTAA และ ITS2R-GCTGCGTTCTTCATC 

GATGC) ประกอบด้วย 17 μµl, 10x buffer 
 

2.5 µμµl, 50 mM MgCl
2
 1.5 µμµl, dNTP 0.5 μµl, 

primer 1 µμµl, Tag DNA polymerase 0.5 μµl

และ DNA ของเชือ้รา 2 μµl (รวมปฏกิริยิา 25 μµl)  

เริ่มขั้นตอน Denaturation ที่อุณหภูมิ 95° ํซ 

เป็นเวลา 3 นาที ภายหลังให้อุณหภูมิที่ 95 ํ°ซ  

จำนวน 35 รอบ ๆ ละ 30 วินาที เมื่อเสร็จสิ้น

แล้ว เริ่มขั้นตอน Annealing temperature ที่ 

48 °ํซ เป็นเวลา 30 วินาที ตามด้วยขั้นตอน 

Elongation ที่ 72 °ํซ  เป็นเวลา 30 วินาที และ 

Final extension ที่ 72 °ํซ เป็นเวลา 5 นาที  

ตรวจสอบขนาดของ DNA product ด้วยวิธี gel 

electrophoresis โดยใช้ 2% agarose gel 

กระแสไฟฟ้า ที่ 100V เป็นเวลา 50 นาที จาก

นั้นย้อมด้วย Ethidium Bromide ส่องดูปฏิกิริยา

ด้วย Transluminator


	 	 1.2.3	 การเปรียบเทียบลำดับเบสของ

ผลผลิต DNA ของเชื้อรากับฐานข้อมูลใน 

GenBank 


         	 นำผลผลิต DNA ที่ได้จากข้อ 1.2.2 

มาทำการตัดเจลที่แสดงผลของแต่ละตัวอย่าง 
 

ไปสกัด DNA ออกจากเจล โดยใช้ ชุดสกัด

สำเรจ็รปู HiYieldTM Gel/PCR DNA Fragments 

Extraction (Real Biotech Corp; RBC)  

ส่งตัวอย่าง DNA ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณยีน 

ITS ไปวิเคราะห์หาลำดับเบสกับบริษัท First 

Base Laboratories Sdn Bhd ประเทศสงิคโปร ์

ที่ตรวจสอบด้วยเครื่องมือ ABI 3730 x 1 

automated sequencer (Applied Biosystems, 

Forster City, CA, USA) using ABI BigDye 

terminator chemistry นำลำดับเบส DNA ของ

เชื้อราโรคเปื้อนดำที่ได้ มาวิเคราะห์โคมาโตแกรม 

(Chromatogram) ด้วยโปรแกรม Chromas 

program และวิเคราะห์ความสมบูรณ์ของรูป

แบบยีน ด้วย SnapGene program หลังจาก

นั้นจึงนำไปตรวจสอบข้อมูลใน GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ด้วยโปรแกรม 

Blast N (White et al., 1990)
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2.	 ศึกษาประสิทธิภาพของการใช้น้ำโอโซน

ควบคุมโรคเปื้อนดำของกระเทียมที่นำเข้าจาก

สาธารณรัฐประชาชนจีน


	 2.1	 ศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการใช้

น้ำโอโซนเพื่อยับยั้งการเจริญของสปอร์เชื้อรา


	 	 นำเชื้อราสาเหตุโรคเปื้อนดำ ที่แยกได้

จาก ขอ้ 1. เลีย้งบนอาหาร PDA บม่ไวท้ีอ่ณุหภมู ิ 

27 + 2 oซ เป็นเวลา 7 วัน เติมน้ำกลั่นลงบนผิว

หน้าอาหารที่มีเชื้อราเจริญอยู่ ใช้แท่งแก้วขูด

เอาสปอร์ของเชื้อราให้หลุดออกจากอาหารแล้ว 
 

ใช้ผ้าขาวบางกรองเส้นใยเชื้อราออก ปรับความ

เข้มข้นของ Spore suspension ให้อยู่ที่ระดับ             

1 x 106 สปอร์/มล. เตรียม Spore suspension 

จำนวน 20 มล. ใส่ลงในขวดทดลอง แล้วจุ่มสาย

ยางเพื่อปล่อยก๊าซโอโซนที่ระดับความเข้มข้น 
 

1 ก./ชม. ลงใน Spore suspension เพือ่ใหก้ลาย 

เป็นน้ำโอโซน (Ozonated water) เป็นเวลา 
 

0 นาที (ชุดควบคุม) 15 30 45 และ 60 นาที 

ตามลำดับ บ่มเชื้อไว้ที่อุณหภูมิ 27 + 2 oซ เป็น

เวลา 24 ชม. ตรวจนับจำนวนสปอร์ที่งอกของ

แต่ละกรรมวิธีทดสอบ ด้วย Hemacytometer 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ได้ใช้น้ำโอโซน





      2.2  ศึกษาประสิทธิภาพของน้ำโอโซน
 

ในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคเปื้อนดำของ

กระเทียม


	 	 คดัเลอืกหวักระเทยีมทีม่ขีนาดสมำ่เสมอ

ไม่มีโรคและแมลงทำลาย จำนวน 20 หัว แกะ

กาบหุ้มกระเทียมออก นำมาลางดวยน้ำสะอาด 

ผึ่งให้แห้ง ใส่กระเทียมลงในน้ำปริมาตร 500 มล. 

ที่มี Spore suspension ที่ระดับความเข้มข้น 
 

1 x 106 สปอร์/มล. อยู่แล้ว แล้วปล่อยก๊าซ

โอโซนที่ระดับความเข้มข้น 1 ก./ชม. ลงใน

Spore suspension เป็นเวลา 0 นาที (ชุด

ควบคุม) 15 30 45 และ 60 นาที ตามลำดับ 

บม่เชือ้ทีอ่ณุหภมู ิ10 + 2 oซ เปน็ระยะเวลา 15 วนั 

บันทึกผลโดยวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณ

ที่พบโรคเปื้อนดำทั้ง 2 ด้าน วัดทำมุมตั้งฉากกัน 

วางแผนการทดลองแบบสุม่สมบรูณ ์ (Completely 

Randomized Design: CRD) ทำการทดสอบ

จำนวน 4 ซ้ำ/กรรมวิธี และคํานวณเปอรเซ็นต์

การยังยั้งเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม สูตร

คำนวณ ดังนี้





100 -
    เสนผานศูนย์กลางอาการโรคเปื้อนดำบนกระเทียมที่ควบคุมด้วยน้ำโอโซน x 100


                       เสนผานศูนยกลางโรคเปื้อนดำบนกระเทียมที่เกิดจากชุดควบคุม

{
 {


ผลการทดลองและวิจารณ์

1. การจำแนกเชื้อราสาเหตุโรคเปื้อนดำที่นำเข้า

จากสาธารณรัฐประชาชนจีน


  1.1 การจำแนกโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐาน

วิทยา


ผลการสุ่มเก็บตัวอย่างกระเทียมสดที่นำเข้าจาก

สาธารณรฐัประชาชนจนีโดยเรอืขนสง่สนิคา้ตัง้แต่ 

เดอืนมกราคม-เดอืนสงิหาคม ป ีพ.ศ. 2559 พบวา่

กระเทียมที่นำเข้าทุกตัวอย่างมีแหล่งปลูกอยู่ที่

มณฑลยูนนาน (Yunnan) สามารถเก็บตัวอย่าง
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กระเทียมได้ทั้งหมด 187 ตัวอย่าง ตรวจพบ

อาการ โรคเปือ้นดำของกระเทยีมจำนวน 15 ตวัอยา่ง 

(8.03 %) โดยพบอาการบริเวณกาบหุ้มกลีบ 

(sheathing leaf) ของกระเทียมมีลักษณะเป็น

ปื้นสีดำ หรือพบอาการยุบตัวลงของเนี้อเยื่อ

บริเวณฐานของหัวกระเทียม และพบลักษณะ

เป็นผงแป้งสีดำเกาะบริเวณผิวของกลีบกระเทียม 

สอดคล้องกับรายงานของ Latha et al. (2007) 


	 เมื่อนำเชื้อราสาเหตุโรคเปื้อนดำมา

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบลักษณะ
 

โคโลนีเชื้อรามีสีน้ำตาลดำ ลักษณะโคนิดิโอฟอร์

แตกแขนง มีความยาวตั้งแต่ 30-50 ไมโครเมตร 

มีความกว้างตั้งแต่ 5-10 ไมโครเมตร และมี

ความยาวตั้งแต่ 100 ไมโครเมตร ขึ้นไป ลักษณะ

โคนิเดียมีสีน้ำตาลอ่อนจนถึงน้ำตาลเข้ม ผนัง

หนา รูปร่างรีหรือทรงกระบอก หัวท้ายมน ขนาด

ความกว้างตั้งแต่ 10-15 x 25-45 ไมโครเมตร 

นอกจากนี้ สามารถพบผนังกั้นโคนิเดียตามขวาง 

(Transverse septa) จำนวน 4-8 อัน และพบ

ผนังกั้นโคนิเดียตามยาว (Longitudinal septa) 

จำนวน 1-2 อัน เมื่อเปรียบเทียบลักษณะทาง

สัณฐานของเชื้อราโรคเปื้อนดำที่แยกได้จาก

กระเทียมนำเข้าจากสาธารณรัฐประชาชนจีน กับ

ลักษณะทางสัณฐานของเชื้อรา E. al l i i 

(Campan.) E.G. Simmons 1971 ที ่Campanile 

(1924) และ Simmons (1971) ที่รายงานไว้ 

พบว่ามีลักษณะทางสัณฐานของเชื้อราที่คล้ายกัน 

(Figure 1 and Table 1)


















































Figure 1  (A) Skin blotch on outer scale of garlic bulbs. (B) Embellisia allii infection on 
inner garlic clove. (C) Conidia on conidiophores in culture (x40). (D) Early multicellular 
chlamydospores present in culture. (x100) (E) Colonies on PDA from surface and reverse 
(5 Days)  (F) Conidia and conidiophores of E. allii. (x400) 
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Table 1 	 Morphological characteristics of Embellisia allii isolated from garlic bulbs 

imported from the People's Republic of China


Characteristics
 G. Campanile*
 E. G. Simmons**
 Present isolate


Colony
 dark brown to black,

velvety or powdery


blackish brown to black

powdery


dark brown to black

velvety or powdery


Conidiophores
 simple or branched

up to 100 μµm long

and 5-10 µμm thick


simple or branched,

mostly 30-45 µm long,

up to 100 μµm long

more long, solitary or

in groups of two or more


simple or branched,

mostly 30-50µ μm long,

up to 100 µμm long,

solitary or in groups

of two or more


Conidia
 ellipsoidal or

subcylindrical,10-15×

25-45 µm, very dark

3-6 transverse and

1 or 2 longitudinal septa


ellipsoidal or somewhat

cylindrical, 9-12 ×24-36 µμm,

thick walled 4 to 8

transverse and 0 to 2

longitudinal septa


ellipsoidal or 

subcylindrical,

dark and thick walled

1 to 8 transverse

and 1 or 2 longitudinal

septa


Secondary


conidiophores


short secondary


conidiophores which


bear conidia


secondary sporulation


present in culture


secondary


conidiophores


which bear conidia


Chlamydospores
 present on host plant,


not so frequently in


culture


present in culture
 frequently present


in culture


Source : * Campanile(1924)  ** Simmons(1971)                      


	 1.2 การจำแนกโดยอาศัยลักษณะทาง

พันธุกรรม


           เมื่อนำเชื้อราสาเหตุโรคเปื้อนดำกระเทียม 

จำนวน 15 ตัวอย่าง ที่ผ่านการวินิจฉัยลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาแล้ว พบว่า มีลักษณะคล้ายกับ

เชื้อรา E. allii (Campan.) E.G. Simmons 

1971 มาจำแนกโดยอาศัยลักษณะทางพันธุกรรม 

พบว่า DNA ที่ได้จากการทำ PCR มีขนาด 315 

คู่เบส (Figure 2) และลำดับเบสของ DNA ของ

เชื้อราทั้ง 15 ตัวอย่าง ได้ผลดังแสดงใน Table 

2  เมื่อนำลำดับเบสของเชื้อราทั้ง 15 ตัวอย่างไป

เทียบกับข้อมูลของ GenBank พบว่ามีความ

คล้ายกับลำดับเบสของ เชื้อรา E. al l i i 

(Campan.) E.G. Simmons 1971 ทีร่ะดบั 100 % 

identity ทั้งนี้การจำแนกเชื้อราสาเหตุโรคเปื้อน

ดำได้ผลเช่นเดียวกับ Koike and Rooney-

Latham (2012) ที่ศึกษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของเชื้อราโรคเปื้อนดำ ซึ่งแยกได้จาก

กระเทียมที่ปลูกเป็นการค้าในรัฐแคลิฟอร์เนีย 

ประเทศสหรฐัอเมรกิา ดว้ยวธิเีพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ

โดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 

(PCR) ในบริเวณ Internal Transcribed 

Spacer (ITS) บน Ribosomal DNA (rDNA) 
 

ดวยไพรเมอร์ ITS1และ ITS2 และเมื่อนําลำดับ
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เบสของยีนเชื้อราที่ได้ไปวิเคราะห์เปรียบเทียบกับ

ฐานข้อมูลใน Genbank สามารถจำแนกได้เป็น

เชื้อรา E. allii โดยเชื้อรา E. allii (Campan.) 

E.G. Simmons 1971 (ชื่อเดิมคือ Helminthos 

porium allii Campan. 1924) ซึ่งจัดเป็นเชื้อรา

กักกันในลำดับที่ 27 ตามประกาศกระทรวง

เกษตรและสหกรณ์ เรื่อง กำหนดศัตรูพืชเป็นสิ่ง

ต้องห้ามตามพระราชบัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 

(ฉบับที่ 6) พ.ศ. 2550 





Figure 2 DNA fragments of the ITS regions of rDNA from fungal 15 isolates obtained after 

amplified with the pair of primers ITS1 and ITS2, Lane M was 100 bp-ladder DNA size 

markers, Lane 1-15 were DNA tissue of fungal 15 isolates (Product size = 315 bp)


Table 2 	 DNA sequencing of fungal causing skin blotch isolated from garlic bulbs 

imported from the People's Republic of China


Sequencing
Target 

size
NCBI BLAST*

 DNA sequencing of fungal causing skin blotch were isolated on garlic bulbs imported 
from China 
 

equencing *

5’CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTAGGTG
AACCTGCGGAGGGATCATTACACAATATGAAAGCGGGCTGGATACTCTG
TAGTAGTGCATTGCTGTACGGCGTGCGCTGCTGGAGAGCCTGGCCTTGC
TGAATTATTCACCCGTGTCTTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGCT
CGCCCGCCACATGGACAACTCATAAACCTTTTGTAATAGCAATCAGCGT
CAGTAACAACATAATAATTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTG
GCATCGATGAAGAACGCAGC3’ 

315 
E. allii 

(100% Iden.) 

*NCBI  Blast = ? 
 

2
 

      2  
             
             (Ozonated water)     E. allii 

  E. 
allii  30, 45    E. allii 

, 0 %  
    E. 

allii  (Table 3) 
  

(Figure 3)      
Minasa et al., 2010   

 ( , 2543 
, 2547) Respiratory system  

  
 
 

 
 

Spore germination (%) of Embellisia allii after treated with ozonated water for                
0 (Control), 15, 30, 45 and 60 minutes then incubated at 27 oC for 24 hour. 
 
 

               Time of exposure to                            Spore germination (%) 
              Ozonated water (min.)      
 

                              0                                5.50 b 1/   

315
E. allii

(100% Iden.)

*NCBI = National Center for Biotechnology Information 


BLAST = Basic Local Alignment Search Tool


 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 DNA fragments of the ITS regions of rDNA from fungal 15 isolates obtained after 
amplified with the pair of primers ITS1 and ITS2, Lane M was 100 bp-ladder DNA size markers, 
Lane 1-15 were DNA tissue of fungal 15 isolates (Product size = 315 bp). 



Thai Agricultural Research Journal Vol. 34 No. 3  September - December 2016	 239

2. ศึกษาประสิทธิภาพของการใช้น้ำโอโซน

ควบคุมโรคเปื้อนดำของกระเทียมที่นำเข้าจาก

สาธารณรัฐประชาชนจีน


	 2.1	 ศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการ

ใช้น้ำโอโซนเพื่อยับยั้งการเจริญของสปอร์เชื้อรา


	 ประสิทธิภาพน้ำโอโซน (Ozonated 

water) ในการยับยั้งความงอกของสปอร์เชื้อรา    

E. allii สาเหตุโรคเปื้อนดำที่แยกได้จากกระเทียม

สดที่นำเข้าจากสาธารณรัฐประชาชนจีน พบว่า

ภายหลังการแช่สปอร์เชื้อรา E. allii ในน้ำโอโซน

เป็นเวลา 30, 45 และ 60 นาที สามารถยังยั้ง

ความงอกของสปอร์เชื้อรา E. allii ได้ คือ สปอร์

ของเชื้อราสามารถงอกได้เพียง 0.75, 0 และ 0 

% ตามลำดับ ซึ่งมีความแตกต่างทางด้านสถิติ

อย่างมีนัยสำคัญ จากชุดควบคุมที่ไม่ได้แช่สปอร์

เชื้อราในน้ำโอโซน และแช่สปอร์เชื้อราในน้ำ

โอโซน 15 นาท ีทีพ่บวา่ สปอรข์องเชือ้รา E. allii 

สามารถงอกไดส้งูถงึ 95.50 และ 94.50% (Table 3) 

สปอร์ที่แช่ในน้ำโอโซนเป็นเวลา 24 ชม. จะพบ

ของเหลวภายในเซลล์ดันสปอร์ของเชื้อราจนแตก 

เมื่อเส้นใยเชื้อรางอก จะมีลักษณะโป่งพองและ
 

ผิดปกติ (Figure 3) ส่งผลให้เชื้อราไม่สามารถ

งอกเส้นใยตามปกติเพื่อเข้าทำลายพืชได้ Hunt 

and Marinas, 1999 และ Minasa et al., 2010 

รายงานว่า โมเลกุลของโอโซนเข้าทําปฏิกิริยา

โดยตรงกับสารเคมีที่อยู่ในเซลล์จุลินทรีย์ หรือ

อนุมูลตัวกลางอิสระเป็นตัวเข้าทําลายทำให้เซลล์

โป่งพองและแตกออก นอกจากนี้ (สิริพร, 2543 

และ กานดาและคณะ, 2547) พบว่าโอโซนเข้า

ทำลายระบบหายใจ (Respiratory system) 

ของเซลล์จุลินทรีย์ ทำให้จุลินทรีย์หยุดการเจริญ

เติบโต 


Table 3 	 Spore germination (%) of Embellisia allii after treated with ozonated water for 0 

(Control), 15, 30, 45 and 60 min. then incubated at 27 oC for 24 hr


Time of exposure to


Ozonated water (min.)

Spore germination (%)


0


15


30


45


60


95.50 b 1/


94.50 b


0.75 a


0.00 a


0.00 a


1/ Means in the same column  followed by a common letter are not  significantly different 
 

   at 5 % level by DMRT
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1/ Means in the same column  followed by a common letter are not  significantly different at 5 % level by   
DMRT 
 
 
 

 
 
 
 
 

 Swollen and abnormal hyphae of Embellisia allii, after treated by ozonated water at 30 (A), 
45 (B), and 60 minutes (C) after incubated at 27 oC for 24 hour compare with non-treated by 
ozonated (normal hyphae) (D)  
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45 (B), and 60 minutes (C) after incubated at 27 oC for 24 hour compare with non-treated by 
ozonated (normal hyphae) (D)  
 
 
 

2.2   
                  (Spore suspention  E. allii  

 30,   100 % 
  

 14.28 % 
  2.10  

  (Table 4, Figure 4)  
 E. allii   

, 2547)  
   

USDA GRAS ; 
Generally Recognized as Save , 2543)  

A

C

B

	 2.2	 ศึกษาประสิทธิภาพของการใช้น้ำ

โอโซนในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคเปื้อนดำ

ของกระเทียม


	 กระเทียมสดที่แช่ในน้ำโอโซน ผสมสาร

แขวนลอยสปอร์ (Spore suspention) ของเชื้อ 

E. allii พบว่ากระเทียมสดที่แช่ในน้ำโอโซนเป็น

เวลา 30 45 และ 60 นาที มีประสิทธิภาพใน

การยับยั้งการเกิดโรคได้ 100 % คือ ไม่พบ

อาการโรคเปื้อนดำบนหัวกระเทียม ซึ่งให้ผล
 

แตกต่างทางสถิติจากการแช่กระเทียมสดลงใน

น้ำโอโซน เป็นเวลา 15 นาที ที่ยับยั้งการเกิดโรค

ได้เพียง 14.28 % โดยพบขนาดของโรคเปื้อนดำ

บนหัวกระเทียม เท่ากับ 2.10 ซม. ซึ่งให้ผลไม่

แตกต่างทางสถิติ จากชุดควบคุมที่ไม่ได้ผ่าน

โอโซนลงไปในน้ำ โดยพบขนาดของโรคเปื้อนดำ

บนหัวกระเทียมเท่ากับ 2.45 ซม. (Table 4, 

Figure 4)  การแชก่ระเทยีมลงในนำ้โอโซน ระยะ

เวลาตั้งแต่ 30 นาที ขึ้นไปสามารถยับยั้งการเกิด

โรคเปื้อนดำที่เกิดจากเชื้อรา E. allii  ได้ เมื่อเพิ่ม

ระยะเวลาการให้โอโซนกับน้ำมากขึ้น จะช่วยเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ 

และสปอร์ของเชื้อราได้มากขึ้น (กานดาและ

คณะ, 2547) การผ่านโอโซนลงไปในน้ำ ทำให้

โอโซนเปลี่ยนคุณสมบัติเปนตัวออกซิไดสอยาง

แรง มีความวองไวในการทําลายเชื้อจุลินทรีย์ได้ 

นอกจากนีโ้อโซนยงัสามารถสลายตวัเปน็ออกซเิจน 

ไดร้วดเรว็ จงึทำใหโ้อโซนเปน็สารกำจดัเชือ้จลุนิทรยี ์

ที่ปลอดภัยในอาหาร สำนักงานคณะกรรมการ

Figure 3 Swollen and abnormal hyphae of Embellisia allii, after treated by ozonated water 

at 30 (A), 45 (B), and 60 min. (C) after incubated at 27 oC for 24 hr compared to 
 

non-treated by ozonated water (normal hyphae) (D)


                            15                               0 b    
            30                                 0.75 a    
          45                        0.00 a    
          60                                 0.00 a    
1/ Means in the same column  followed by a common letter are not  significantly different at 5 % level by   
DMRT 
 
 
 

 
 
 
 
 

 Swollen and abnormal hyphae of Embellisia allii, after treated by ozonated water at 30 (A), 
45 (B), and 60 minutes (C) after incubated at 27 oC for 24 hour compare with non-treated by 
ozonated (normal hyphae) (D)  
 
 
 

2.2   
                  (Spore suspention  E. allii  

 30,   100 % 
  

 14.28 % 
  2.10  

  (Table 4, Figure 4)  
 E. allii   

, 2547)  
   

USDA GRAS ; 
Generally Recognized as Save , 2543)  

A

C

B
A
 B


C
 D
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อาหารและยาของประเทศสหรฐัอเมรกิา (USDA) 

จงึรบัรองวา่โอโซนเปน็สารทีม่คีวามอยา่งปลอดภยั 

ตอ่ผูบ้รโิภค จดัอยูใ่นกลุม่ Generally Recognized 

as Save (GRAS) (สิริพร, 2543) 





Table 4 	 Disease inhibition (%) of Embellisia allii on artifificially inoculated garlic bulbs 

when exposured to ozonated water for 0 (Control), 15, 30, 45 and 60 min. after 

stored at 10 oC for 15 days 


Time of exposure to


ozonated water (min.)

Diameter of lesion (cm.)
 Disease inhibition %


0


15


30


45


60


2.45 b1/


2.10 b


0.00 a


0.00 a


0.00 a


-


14.28 b


100.00 a


100.00 a


100.00 a

1/ Means in the same column  followed by a common letter are not  significantly different 
 

  at 5 % level by DMRT


Pathogen Control 15 min 30 min. 45 min. 60 min.

E. allii

Figure 4 Effectiveness of ozonated water at 0 (Control), 15, 30, 45 and 60 min. for 

controlling E. allii causing skin blotch on garlic bulbs imported from the People's Republic 

of China after stored at 10 oC for 15 days


สรุปผลการทดลอง

	 กระเทียมที่ นำ เข้ าจากสาธารณรัฐ

ประชาชนจีน ณ ด่านตรวจพืชเชียงแสน ตรวจ

พบโรคเปื้อนดำของกระเทียม ที่มีสาเหตุจากเชื้อ

รา Embel l is ia al l i i (Campan.) E.G. 

Simmons 1971 จำนวน 8.02% (15/187) โดย

อาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา และ

การจำแนกโดยอาศัยลักษณะทางพันธุกรรม พบ

ว่า DNA ที่ได้จากการทำ PCR มีขนาด 315 คู่

เบส ซึ่งเชื้อราชนิดนี้จัดเป็นเชื้อรากักกันในลำดับ

ที่ 27 ตามประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

เรือ่ง กำหนดศตัรพูชืเปน็สิง่ตอ้งหา้มตามพระราช
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บัญญัติกักพืช พ.ศ. 2507 (ฉบับที่ 6) พ.ศ. 2550  

ดังนั้นจึงจำเป็นต้องมีการควบคุมไม่ให้เชื้อราเข้า

มาระบาดในประเทศไทย โดยใชว้ธิกีารทีป่ลอดภยั 

ต่อผู้บริโภค ด้วยการแช่กระเทียมลงในน้ำโอโซน

เป็นเวลา 30 45 หรือ 60 นาที พบว่าสามารถ

ยับยั้งการเกิดโรคเปื้อนดำได้ เท่ากับ 100 % 

เนื่องจากโอโซนทำให้สปอร์เชื้อรา E. allii เกิด

การแตก เส้นใยที่งอกจะมีลักษณะผิดปกติ จนไม่

สามารถเจรญิเพือ่เขา้ทำลายพชืไดต้ามปกต ิดงันัน้

การใช้โอโซนจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งสำหรับการ

ควบคุมโรคเปื้อนดำกระเทียม นอกจากมี

ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคแล้วยังเป็นสารที่

ใช้ได้อย่างปลอดภัย เป็นที่ยอมรับในระดับสากล 
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