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กิตติกรรมประกาศ           ค 
บทคดัยอ่ภาษาไทย           ง 
บทคดัยอ่ภาษาองักฤษ           ฉ 
สารบาญตาราง            ฌ 
สารบาญภาพ                                                                                             ฐ 
บทท่ี 1 บทนาํ            1 
บทท่ี 2 การตรวจเอกสาร           4 
บทท่ี 3 อุปกรณ์และวิธีการทดลอง         27 
บทท่ี 4 ผลการทดลอง และวจิารณ์ผลการทดลอง       56 
บทท่ี 5 สรุปผลการทดลอง        112 
เอกสารอา้งอิง          117 
ภาคผนวก          124 
 ภาคผนวก ก         125 
 ภาคผนวก ข         135 
 ภาคผนวก ค         138 
 ภาคผนวก ง         177 
ประวติัผูเ้ขียน          180 
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สารบาญตาราง 
 

ตาราง           หน้า 
 

1 ส่วนประกอบของเซลลเ์ช้ือราท่ีถูกทาํลายโดยสารพิษของสารดูดซึม  12 
2 ระดบัความตา้นทานสารป้องกนักาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิม 4 ระดบั  30 
3 เช้ือรา Colletotrichum spp. ท่ีนาํมาสกดัดีเอน็เอ     32 

 4            ส่วนผสมของปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction ขั้นตอน 1stPCR                          
ในการเพิ่มปริมาณบางส่วนของยนี beta-tubulin    35 

    5            ส่วนผสมของปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction ขั้นตอนท่ี 2 (2nd PCR)                 
ในการเพิ่มปริมาณบางส่วนของยนี beta-tubulin    36 

 6            ส่วนผสมของปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction ในขั้นตอน                                       
การทาํ colony direct PCR       40  

7            ส่วนผสมของปฏิกิริย Polymerase Chain Reactionในขั้นตอนการหาลาํดบั                  
นิวคลีโอไทด ์โดยใช ้primerT7      40 

8            ส่วนผสมของปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction ในขั้นตอนการหาลาํดบั               
นิวคลีโอไทดโ์ดยใช ้primerSP6      41 

 9             ส่วนผสมของปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction ในการเพิ่มปริมาณ                  
                บางส่วนของยนี 16S rDNA        50 
10            จาํนวนเช้ือรา Colletotrichum spp. ท่ีแยกไดจ้ากแหล่งต่าง   57 
11            จาํนวนเช้ือรา Colletotrichum spp. ท่ีตา้นทานต่อสารป้องกนักาํจดัเช้ือรา   

 คาร์เบนดาซิมท่ีระดบัต่างๆ       61 
     12   การเปล่ียนแปลงของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของเช้ือรา   

 Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก    72 
13            จาํนวนเช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีแยกไดจ้ากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60oC                      

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และ 120oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง บนอาหาร 4 ชนิด  75 
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สารบาญตาราง (ต่อ) 
 

ตาราง           หน้า 
 

14            จาํนวนเช้ือแอคติโนมยัซีสจากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60OC และ 120OC                 
เป็นเวลา 24 และ 1 ชัว่โมง ตามลาํดบั ท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง                        
การเจริญเช้ือรา Colletotrichum sp.สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก  76 

15            ประสิทธิภาพของเช้ือแอคติโนมยัซีส ท่ีแยกจากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ                      
60 OC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ในการควบคุมเช้ือรา Colletotrichum sp.สาเหตุ             
โรคแอนแทรคโนสพริก       77 

16            ประสิทธิภาพของเช้ือแอคติโนมยัซีสซ่ึงแยกจากดินท่ีอบฆ่าเช้ือท่ี                    
อุณหภูมิ 120OC ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Colletotrichum. spp.                 
สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก      80 

17            เช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีผลิตเอนไซมไ์คติเนสบนอาหารแขง็                                       
15% colloidal chitin agar เป็นเวลา 15 วนั     82 

18            เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งของของอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสในการควบคุม  
 เช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริกไอโซเลทต่างๆ 86 

19            ลกัษณะเช้ือแอคติโนมยัซีสบนอาหารเล้ียงเช้ือ IMA-2 (inhibitory mold agar-2) 89 
20            เปอร์เซ็นตก์ารงอกของเมลด็พริก ท่ีผา่นการแช่ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือ        
                แอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีส                           
                ออก (F) เป็นเวลา 12 ชัว่โมง บนัทึกผลภายหลงัจากเพาะบนกระดาษช้ืน                  
                เป็นเวลา 14 วนั        98 
21            เปอร์เซนตก์ารเกิดโรคบนตน้กลา้พริกอาย ุ45 วนั ท่ีเมลด็ผา่นการแช่                            

อาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียง                    
เช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) บนัทึกผลการ                  
ทดลองภายหลงัการปลูกเช้ือรา Colletotrichum sp. ไอโซเลท Cg60 (HR)               
เป็นเวลา 10 วนั        103 
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สารบาญตาราง (ต่อ) 
 

ตาราง           หน้า 
 

22            เปรียบเทียบประสิทธิภาพอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีส                   
ออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) ในการ           
ควบคุมเช้ือรา Colletotrichum sp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก ไอโซเลท          
Cg60 (HR) ดว้ยวิธีการฉีดพน่ NF และ F เช้ือแอคติโนมยัซีสก่อน และหลงั             
การปลูกเช้ือราสาเหตุ (บนัทึกผลหลงัปลูกเช้ือสาเหตุ 10 วนั)   108 

23            แสดงปริมาณสารป้องกนักาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมจาก stock 5000 μg/l                
ผสมใน PDA 150 มิลลิลิตร ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ    134 

24            เช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุของโรคแอนแทรคโนสของพริกท่ีแยก                 
ไดจ้ากแหล่งต่างๆ        138 

25           อตัราการเจริญ และระดบัความตา้นทานของเช้ือรา Colletotrichum spp.                     
ต่อสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมความเขม้ขน้ต่างๆ ท่ีเล้ียงบนอาหาร PDA  145 

26            จาํนวนเช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีแยกจากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60OC                            
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง บนอาหาร oatmeal agar (OMA)    150 

27            จาํนวนเช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีแยกจากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60OC                           
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง บนอาหาร caseine starch agar (CSA)   151 

28            จาํนวนเช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีแยกจากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60OC                           
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง บนอาหาร soil extract agar (SEA)    152  

29           จาํนวนเช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีแยกจากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60OC                           
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง บนอาหาร chitin agar (CA)    153 

30           จาํนวนเช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีแยกจากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 120OC                            
               เป็นเวลา 1 ชัว่โมง บนอาหาร caseine starch agar (CSA)   153 
31           จาํนวนเช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีแยกจากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 120OC                             
               เป็นเวลา 1 ชัว่โมง บนอาหาร oatmeal agar (OMA)    153 
32           จาํนวนเช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีแยกจากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 120OC                         
               เป็นเวลา 1 ชัว่โมง บนอาหาร soil extract agar (SEA)    154 
33           เปอร์เซ็นตค์วามเหมือน (%similarity) ขอลเช้ือแอคติโนมยัซีสไอโซเลทต่างๆ 176 
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สารบาญตาราง (ต่อ) 
 

ตาราง           หน้า 
 
34           ผลการวิเคราะห์ความผนัแปรทางสถิติแบบ Factorial in RCBD ของ                
               เปอร์เซนตก์ารยบัย ั้งของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีส                       
               ออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) ในการ               
               ควบคุมเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนทรคโนสพริก  177 
35          ผลการวิเคราะห์เปอร์เซ็นตก์ารงอกของเมลด็พริกท่ีผา่นการแช่ใน อาหาร                 

เล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรอง               
เช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) เป็นเวลา 12 ชัว่โมง หลงัจากเพาะบนกระดาษช้ืน            
เป็นเวลา 14 วนั        178 

36         ผลการวิเคราะห์ประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีส          
ออก (NF) และ อาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) ในการควบคุม      
เช้ือรา Colletotrichum sp. ไอโซเลท CF60 (HR) ในตน้กลา้พริกท่ีมีอาย ุ45 วนั             
ท่ีผา่นการแช่เมลด็พนัธ์ุลงในอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสชนิด NF และ                      
F ก่อนปลูก          178 

 
37        ผลการวิเคราะห์ประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีส           

ออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) ในการควบคุม        
เช้ือรา Colletotrichum sp. ไอโซเลท CF 60 (HR) ดว้ยวธีิการฉีดพน่อาหารเล้ียง          
เช้ือแอคติโนมยัซีสชนิด NF และ F ก่อนและหลงัการปลูกเช้ือราสาเหตุ (หลงั          
ปลูกเช้ือรา เป็นเวลา 7 วนั)       179 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ฐ 
 

 

สารบาญภาพ 
 

ภาพ           หน้า 
 

1. วงจรของโรคแอนแทรคโนสท่ีเกิดจากเช้ือรา Colletotrichum spp.    9 
หรือเช้ือรา Gloeosporium ในพืชต่างๆ  

2 การแยกเช้ือรา Colletotrichum sp. ดว้ยวิธี streak plate     28 
3 การแยกเช้ือรา Colletotrichum sp. ภายใตก้ลอ้งสเตอริโอ   28 
4 ลกัษณะการวางเช้ือราบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผสมสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิม 29 
5 ลาํดบันิวคลิโอไทดแ์ละลาํดบักรดอะมิโนของยนี beta-tubulin (TBU2)  34 
6 แผนท่ีพลาสมิคเวกเตอร์ (T-vector pGEM®Easy)    38 
7 การเล้ียง Escherichia coli บนอาหารแขง็ LB ท่ีผสมสาร ampicilin  39 
8 การเกล่ียตวัอยา่งดินลงบนผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสชนิดต่างๆ 43 
9 การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอคติโนมยัซีส ในการยบัย ั้งการเจริญ 

  ของเช้ือราสาเหตุโรคพืช โดยวิธี dual culture     44 
10           การทดสอบประสิทธิภาพอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสในการยบัย ั้ง                      

การเจริญของเช้ือสาเหตุโรคพืช      47  
11           การเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสดว้ยเทคนิค inclined coverslip เพื่อศึกษาลกัษณะ  

 สปอร์ของเช้ือแอคติโนมยัซีส       47 
12           อาการโรคแอนแทรคโนสพริก และลกัษณะของเช้ือรา Colletotrichum   58 

 gloeosporioides 
13           อาการโรคแอนแทรคโนสพริก และลกัษณะของเช้ือรา Colletotrichum capsici 59 
14           การทดสอบระดบัความตา้นทานของเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุ   

โรคแอนแทรคโนสพริกต่อสารป้องกนักาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิม  62 
15          เจลอิเลก็โทรโฟริซีส บน 1% agarose gel ของดีเอน็เอท่ีเพิ่มปริมาณ   

 บริเวณบางส่วนของยนี beta-tubulin (TUB2) ของเช้ือรา Colletotrichum spp. 64 
16           ลกัษณะโคโลนีของเช้ือ Escherichia coli ท่ีเจริญบนอาหาร Luria-Bertani   

 ผสมสาร ampicilin บ่มท่ีอุณหภูมิ 37OC เป็นเวลา 12 ชัว่โมง   65 
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สารบาญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพ           หน้า 
 

17        เจลอิเลก็โทรโฟริซีสบนบน 1% agarose gel ของเช้ือ Escherichia coli  
           ท่ีมีส่วน insert gene ของยนี beta-tubulin (TUB2) ยนี ของเช้ือรา  
           Colletotrichum spp.        66 
18        เปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบักรดอะมิโนในบริเวณบางส่วน                                                 
           ของยนี beta-tubulin ของเช้ือรา Colletotrichum spp.    71  
19       ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอคติโนมยัซีสซ่ึงแยกจากดินอบฆ่าเช้ือ                

อุณหภูมิ 60OC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา 
Colletotrichum sp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก    78 

20      ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอคติโนมยัซีสซ่ึงแยกจากดินอบฆ่าเช้ือ                
อุณหภูมิ 120OC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ใน การยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา 
Colletotrichum sp.สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก    81 

21      ลกัษณะวงใส (clear zone) บนอาหาร 15% colloidal chitin agar (CCA) ท่ี                     
15 วนั ซ่ึงเกิดจากกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส จากเช้ือแอคติโนมยัซีส                       
ซ่ึงแยกจากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60OC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และ 120OC                  
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง        83 

22       ประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF)                 
และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) การควบคุมการเจริญ             
ของเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก ไอโซเลท                 
Cg49, Cc11, Cc53 และ Cg60       87 

23      ลกัษณะของเช้ือแอคติโนมยัซีส ไอโซเลทต่างๆ บนอาหารเล้ียงเช้ือ                     
inhibitory mold agar-2 (IMA-2) อาย ุ7 วนั     90 

24      องคป์ระกอบของผนงัเซลล ์diaminopimelic acid (DAP) ของเช้ือ                                   
แอคติโนมยัซีส โดยวิธีการแยกสีของสารละลายมาตราฐานจากเทคนิค                      
Thin Layer Chromatography (TLC)       93 
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25      เจลอิเลก็โทรโฟริซีสบน 1% agarose gel ของดีเอน็เอท่ีเพิ่มปริมาณดว้ย                      
ไพรเมอร์ 27f/1492r ตรงตาํแหน่งบางส่วนของยนี 16S rDNA ของเช้ือ                        
แอคติโนมยัซีสไอโซเลทต่างๆ       94 

26       Phylogenetic tree ของเช้ือแอคติโนมยัซีสไอโซเลท OMA60-1, OMA60-7,          
SEA60-34, SEA120-28 และ SEA120-38     96 

27      การงอกของเมลด็พริกหนุ่มพนัธ์ุพื้นเมือง และพนัธ์ุการคา้ ภายหลงัการเพาะ                
เมลด็บนกระดาษช้ืน 14 วนั โดยแช่เมลด็ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือ                    
แอคติโนมยัซีสออก (NF) และ อาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีส                 
ออก (F) เป็นเวลา 12 ชัว่โมง       99 

28      ลกัษณะตน้กลา้พริกอาย ุ45 วนั ท่ีเมลด็ผา่นการแช่ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่                 
กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือ                              
แอคติโนมยัซีสออก (F)        102  

29      อาการบนใบของตน้กลา้พริกอาย ุ45 วนั ท่ีผา่นการแช่เมลด็พริกในอาหาร                 
เล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ี                    
กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) จาํนวน 3 ไอโซเลท    104 

30      อาการบนใบของตน้กลา้พริกอาย ุ45 วนั ท่ีผา่นการฉีดพน่ดว้ยอาหารเล้ียง                   
เช้ือท่ีไม่กรองเอาเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรอง                 
เอาเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) จาํนวน 3 ไอโซเลท    109 

31      อาการบนใบของตน้กลา้พริกอาย ุ45 วนั ท่ีผา่นการปลูกเช้ือรา Colletotrichum sp. 
สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก ไอโซเลท Cg60 (highly resistant) เป็นเวลา                  
12 ชัว่โมง แลว้ฉีดพน่ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเอาเช้ือแอคติโนมยัซีสออก        
(NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเอาเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) จาํนวน                         
3 ไอโซเลท         110 

32      อาการบนใบของตน้กลา้พริกอาย ุ45 วนั ภายหลงัฉีดพน่อาหารเล้ียงเช้ือท่ี                     
ไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือ                           
แอคติโนมยัซีสออก (F) เป็นเวลา 10 วนั     111 
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33      การหยด spore suspension ลงใน heamacytometer เพื่อวดัปริมาณสปอร์  130 
34      ตาํแหน่งท่ีใชน้บัจาํนวนสปอร์ โดยใช ้ heamacytometer    130 
35-55 เปรียบเทียบความเหมือน 95 % ของลาํดบันิวคลีโอไทด ์และกรดอะมิโน              

บางส่วนของยนี beta-tubulin (TBU2) ของเช้ือรา Colletotrichum spp.                         
ไอโซเลทต่างๆ              155-175 

 


