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ผลการทดลอง และวจิารณ์ผลการทดลอง 
 

การทดลองที ่1 : การทดสอบความต้านทานของเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรค             
    แอนแทรคโนสพริกต่อสารกาํจัดเช้ือราคาร์เบนดาซิม  

1.1 การแยกเช้ือราบริสุทธ์ิ และเกบ็รวบรวมเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนส     
พริก  

จากการสาํรวจ และศึกษาลกัษณะอาการโรคแอนแทรคโนสพริก จากแปลงเกษตรกรท่ีใช้
สารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมในเขต อ.สันทราย อ.แม่ริม และตลาดในจงัหวดัเชียงใหม่ พบผลพริก
ท่ีแก่จดั หรือผลเร่ิมสุก มีลกัษณะอาการรอยชํ้าเป็นแอ่งลึกลงไปเลก็นอ้ย มีแผลสีนํ้ าตาลเขม้จนถึงสี
ดาํ ขนาดของแผลแตกต่างกนั บางผลอาจมีแผลใหญ่ยาวถึงสองในสามส่วนของผลพริก ซ่ึงทาํใหผ้ล
พริกเน่าทั้งผล และมกัจะพบโครงสร้างของเช้ือราท่ีเรียกว่า acervulus 2 ลกัษณะคือ มีลกัษณะเป็น
จุดเลก็ๆ สีดาํเรียงซอ้นกนัเป็นวง และกลุ่ม acervulus สีส้มบนแผล ลกัษณะอาการท่ีพบรุนแรง คือ
ผลพริกจะโคง้งอ บิดเบ้ียวคลา้ยกุง้แห้ง ผลจะร่วงก่อนกาํหนด ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ สุชีลา 
(2549) และ Than et al. (2008) 
 การแยกเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสจากผลพริกในเขตจงัหวดัเชียงใหม่ สามารถแยก
เช้ือราสาเหตุไดท้ั้งหมด 100 ไอโซเลท โดยแยกเช้ือรา Colletotrichum spp. จาก อ.สนัทรายได้
จาํนวน 51 ไอโซเลท อ.แม่ริม 9 ไอโซเลท ตลาด 35 ไอโซเลท อ.เมือง จ.พิจตร 3 ไอโซเลท และ     
อ.กาํแพงแสน จ.นครปฐม 2 ไอโซเลท (ตาราง 10) เม่ือนาํมาจดัจาํแนกชนิดของเช้ือราตามลกัษณะ
สปอร์โดยใชห้ลกัเกณฑข์อง Sutton (1992) สามารถจาํแนกเช้ือราสาเหตุได ้ 2 ชนิด คือ 
Colletotrichum gloeosporioides (73 ไอโซเลท) และ C. capsici (27 ไอโซเลท) (ตาราง 10) ซ่ึงพบวา่
แผลท่ีเกิดจากเช้ือรา C. gloeosporioides มีลกัษณะแผลกลมรีขนาดค่อนขา้งใหญ่ประมาณ               
1-2 เซนติเมตร หรืออาจจะขยายใหญ่มากวา่น้ี เน้ือเยือ่บริเวณแผลยบุตวัลงเป็นแอ่ง เม่ือเร่ิมเกิด
ใหม่ๆ แผลมีสีเหลืองสม้ และมี acervulus สีเหลืองสม้เรียงซอ้นกนัเป็นวงๆอยูใ่นบริเวณแผล และ
แผลค่อนขา้งแฉะเม่ือเป็นนานๆแผลจะกลายเป็นสีนํ้าตาลดาํ (ภาพ 12A) สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ       
สุชีลา (2549) และ อรพรรณและคณะ (2550) ท่ีพบเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริกในประเทศ
ไทย 2 ชนิด คือ Colletotrichum capsici (Syd.) Bult. & Bisby และ C. gloeosporioides (Penz.) Sacc.
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เม่ือเล้ียงเช้ือราชนิดน้ีบนอาหาร PDA ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 7-10 วนั เช้ือจะเจริญเตม็จาน
อาหารเล้ียงเช้ือขนาด 9 เซนติเมตร โคโลนีมีสีขาวฟูตรงกลางโคโลนีมีสีเทา หลงัจากนั้นเช้ือเร่ิม
สร้างกลุ่มสปอร์สีส้มบนโคโลนี (ภาพ 12B) เม่ือตรวจดูลกัษณะสปอร์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
กาํลงัขยาย 40X พบสปอร์เซลล์เดียว สีใส รูปร่างทรงกระบอกหัวทา้ยมน (cylindrical) ขนาด         
9-24 X 3-4.5 ไมครอน และไม่พบ setae (ภาพ 12C) ส่วนแผลท่ีเกิดจากเช้ือรา C. capsici มีสีนํ้ าตาล
เขม้ถึงสีดาํ ขนาดและรูปร่างของแผลไม่แน่นอน มีจุดสีนํ้ าตาลเขม้เรียงซอ้นกนัเป็นวงอยูใ่นบริเวณ
แผล และแผลค่อนขา้งแห้ง (ภาพ 13A) โคโลนีสีเทาเขม้เจริญเรียบติดผิวอาหาร พบกลุ่มกอ้นสีดาํ
บนโคโลนี (ภาพ 13B) เม่ือตรวจดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์กาํลงัขยาย 40X พบสปอร์เซลลเ์ดียวใส 
รูปร่างโคง้คลา้ยพระจนัทร์คร่ึงเส้ียว (falcate) ขนาด 9-14 X 6.5-11.5 ไมครอน และพบ setae สีดาํ 
(ภาพ 13C) สอดคลอ้งกบัรายงานของสุชีลา (2549), อรพรรณ และคณะ (2550), Than et al. (2008) 
และ Pring et al. (1995) 

 

ตาราง 10 จาํนวนเช้ือรา Colletotrichum spp. ท่ีแยกไดจ้ากแหล่งต่างๆ 
 

ลาํดบั
ท่ี 

ท่ีมา 
จาํนวนเช้ือราสาเหตุ  รวม 

(ไอโซเลท) C. gloeosporioides C. capsici 
1 อ.สนัทราย จ.เชียงใหม่ 37 14 51 
2 อ.แม่ริม จ.เชียงใหม่ 8 1 9 
3 ตลาด จ.เชียงใหม่ 26 9 35 
4 อ.เมือง จ.พิจิตร  1 2 3 
5 อ.กาํแพงแสน จ.นครปฐม 1 1 2 

รวม 73 27 100 
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ภาพ 12 อาการโรคแอนแทรคโนสพริก และลกัษณะของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides   
 A. อาการโรคแอนแทรคโนสบนผลพริก    
 B. โคโลนีบนอาหาร PDA ภายหลงัการเล้ียงเช้ือ ท่ีอุณหภูมิหอ้ง ระยะเวลา 10 วนั   
  C. สปอร์ของเช้ือรา ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์กาํลงัขยาย 40X  
 

conidium 
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                                   B                                                                   C 
ภาพ 13 อาการโรคแอนแทรคโนสพริก และลกัษณะของเช้ือรา Colletotrichum capsici 
 A. อาการโรคแอนแทรคโนสบนผลพริก  
 B. โคโลนีบนอาหาร PDA ภายหลงัการเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้ง ระยะเวลา 10 วนั  
 C. สปอร์ของเช้ือรา ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์กาํลงัขยาย 40X 
 

conidium 

setae 
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1.2 การประเมินระดับความต้านทานของเช้ือรา Colletotrichum spp. ต่อสารกาํจัดเช้ือรา            
คาร์เบนดาซิม 

 

จากการทดสอบความตา้นทานของเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนส 
พริกจาํนวน 100 ไอโซเลท บนอาหาร PDA ท่ีผสมสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิม 6 ระดบัความ
เขม้ขน้ ไดแ้ก่ 0.1, 1.0, 10, 100, 500 และ 1000 μg/ml พบเช้ือราท่ีตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือรา
ระดบัสูง (highly resistant: HR;  500 μg/ml) จาํนวน 43 ไอโซเลท (ภาพ 14) โดยแบ่งเป็นเช้ือรา   
C. gloeosporioides จาํนวน 27 ไอโซเลท และ C. capsici จาํนวน 16 ไอโซเลท (ตาราง 11) ส่วน เช้ือ
ราท่ีตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราระดบัปานกลาง (moderately resistant: MR; ≤ 100 μg/ml) มีจาํนวน 
5 ไอโซเลท (ภาพ 14) โดยแบ่งเป็นเช้ือรา C. gloeosporioides จาํนวน 4 ไอโซเลท และ C. capsici 
จาํนวน 1 ไอโซเลท (ตาราง 11) และเช้ือราท่ีตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราไดเ้ลก็นอ้ย (weakly 
resistant: WR;  10 μg/ml) มีจาํนวน 3 ไอโซเลท (ภาพ 14) โดยแบ่งเป็นเช้ือรา                            
C. gloeosporioides จาํนวน 1 ไอโซเลท และ C. capsici จาํนวน 2 ไอโซเลท (ตาราง 9) นอกจากน้ี
พบเช้ือราท่ีอ่อนแอต่อสารกาํจดัเช้ือรา (sensitive: S;≤ 1 μg/ml) จาํนวน 49 ไอโซเลท (ภาพ 14) โดย
แบ่งเป็นเช้ือรา C. gloeosporioides จาํนวน 41 ไอโซเลท และ C. capsici จาํนวน 8 ไอโซเลท    
(ตาราง 11) สอดคลอ้งกบัรายงานของ Sariah (1989) ไดท้ดลองแยกเช้ือรา Colletotrichum capsici 
จาํนวน 340 ไอโซเลท จากตวัอยา่งพริกท่ีเป็นโรคแอนแทรคโนส มาเล้ียงบนอาหาร PDA ท่ีผสม
สารกาํจดัเช้ือราเบโนมิลซ่ึงเป้นสารเคมีในกลุ่มเบนซิมิดาโซล ความเขม้ขน้ 0, 2.5, 5, 10, 25, 50, 
100, 250, 500 และ 1000 μg/ml พบวา่ เช้ือรา C. capsici สามารถเจริญเติบโตไดบ้นอาหาร PDA ท่ี
ผสมสารกาํจดัเช้ือราเบโนมิลความเขม้ขน้ 1000 μg/ml และเม่ือนาํเช้ือราท่ีตา้นทานต่อสารกาํจดั  
เช้ือราเบโนมิลไปเล้ียงบนอาหาร PDA ท่ีผสมสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิม ท่ีความเขม้ขน้ 1.2, 5, 
10, 25, 50 และ 100 μg/ml พบวา่เช้ือราดงักล่าวสามารถตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิม
ไดเ้ช่นเดียวกนั และจาการศึกษาของ Peres et al. (2004) พบเช้ือรา C. gloesporiodes สาเหตุโรค 
postbloom fruit drop ในสม้เกิดการตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราเบโนมิล เม่ือนาํมาเล้ียงบนอาหาร 
PDA ท่ีผสมสารกาํจดัเช้ือราเบโนมิลท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.1, 1.0, 10, 100 และ 1,000 μg/ml โดย
เช้ือราสามารถเจริญไดใ้นอาหาร PDA ท่ีผสมสารกาํจดัเช้ือราเบโนมิล ท่ีความเขม้ขน้ 1,000 μg/ml  
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ตาราง 11 จาํนวนเช้ือรา Colletotrichum spp. ท่ีตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมท่ี    
   ระดบัต่างๆ 
 

ลาํดบั
ท่ี 

ระดบัความตา้นทาน* 
จาํนวนเช้ือราสาเหตุ รวม       

(ไอโซเลท) C. gloeosporioides C. capsici 
1 sensitive (S) 41 8 49 
2 weakly resistant (WR) 1 2 3 
3 moderately resistant (MR) 4 1 5 
4 highly resistant (HR) 27 16 43 

รวม 73 27 100 
  

*S; ≤ 1 μg/ml, WR; ≤ 10 μg/ml, MR; ≤ 100 μg/ml, HR; ≥ 500 μg/ml 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



62 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

                                   
 

ภาพ 14 การทดสอบระดบัความตา้นทานของเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนส
 พริกต่อสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมในระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ บนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 
 (potato  dextrose agar) ภายหลงัการเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 7 วนั 
 
 
 
 
 
 

highly resistant  moderately resistant 

weakly resistant  

   control          0.1              1               10 

   100            500          1,000 μg/ml 

sensitive 

   control          0.1              1               10 

   100            500          1,000 μg/ml 

   control          0.1              1               10 

   100            500          1,000 μg/ml 

   control          0.1              1               10 

   100            500          1,000 μg/ml 
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การทดลองที ่ 2 : การศึกษาลกัษณะทางพนัธุกรรมของเช้ือรา Colletotrichum spp. ทีต้่านทานต่อ

      สารกาํจัดเช้ือราคาร์เบนดาซิม 

2.1 เพิม่ปริมาณยนี beta-tubulin ด้วยเทคนิค Nested PCR  
 จากการสกดัดีเอน็เอของเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริกจาํนวน 
21 ไอโซเลท ซ่ึงเป็นเช้ือราท่ีตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราระดบัสูง (HR) จาํนวน 15 ไอโซเลท เช้ือรา
ท่ีตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราระดบัปานกลาง (MR) จาํนวน 1 ไอโซเลท เช้ือราท่ีตา้นทานต่อสาร
กาํจดัเช้ือราไดเ้ลก็นอ้ย (WR) จาํนวน 2 ไอโซเลท และเช้ือราท่ีอ่อนแอต่อสารกาํจดัเช้ือรา (S) 
จาํนวน 3 ไอโซเลท โดยใช ้ Nuclospin Plant Kit® ร่วมกบัไนโตรเจนเหลว พบวา่สามารถสกดั        
ดีเอน็เอเช้ือราสาเหตุไดท้ั้งหมด 16 ไอโซเลท เม่ือเพิ่มปริมาณดีเอน็เอตรงตาํแหน่งยนี beta-tubulin 
จากตวัอยา่งเช้ือราทั้ง 16 ไอโซเลท ดว้ยเทคนิค nested PCR (nested polymerase chain reaction) ซ่ึง
ในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอคร้ังท่ี 1 (1st PCR) ใชไ้พรเมอร์ forward TB2L (5’-GTT TCC AGA TCA 
CCC ACT CC-3’) และ reverse TB2R (5’-TGA GCT CAG GAA CAC TGA CG-3’) สามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอน็เอไดท้ั้งหมด 16 ไอโซเลท และเม่ือตรวจสอบโดยใช ้ gel electrophoresis บน           
1% agarose gel พบแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 474  คู่เบส (ภาพ 15A) จากนั้นเพิ่มผลผลิตท่ีไดจ้าก 
1st PCR โดยเพิ่มปริมาณดีเอน็เอของยนี beta-tubulin (2nd PCR) ซ่ึงใชไ้พรเมอร์ forward CTB2F1 
(5’-TCC AAG ATC CGT GAGG -3’) และ reverse CTB2R1 (5’-AAG AAG TGG ACG GG -3’) 
ท่ีออกแบบใหเ้พิ่มปริมาณดีเอน็เอไดใ้นช่วงตาํแหน่ง beta-tubulin ซ่ึงอยูถ่ดัเขา้มาจากไพรเมอร์คู่
แรก พบแถบดีเอน็เอท่ีมีขนาดประมาณ 341 คู่เบส (ภาพ 15B) 
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A: ผลผลิต PCR คร้ังท่ี 1 
 
 

 

 

 

 

 
 

B: ผลผลิต PCR คร้ังท่ี 2 

ภาพ 15 เจลอิเลก็โทรโฟริซีสบน 1% agarose gel ของดีเอน็เอท่ีเพิ่มปริมาณตรงตาํแหน่งบางส่วน
ของยนี beta-tubulin (TUB2) ของเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนส
พริกดว้ยเทคนิค Nested PCR 

      M       =     ดีเอน็เอมาตรฐาน λ DNA digested by Hind III   
      1        =     ไอโซเลท Cc1 (weakly resistant; WR) 
   2        =     ไอโซเลท Cc4 (highly resistant; HR) 
   3        =     ไอโซเลท Cg5 (highly resistant; HR) 
   4        =     ไอโซเลท Cc7 (highly resistant; HR) 
   5        =     ไอโซเลท Cc9 (weakly resistant; WR) 
   6        =     ไอโซเลท Cc11 (moderately resistant; MR) 
   7        =     ไอโซเลท Cg14 (highly resistant; HR) 

 

500 bp 
400 bp 

474 bp 

M      1      2      3      4       5      6       7 

1500 bp 

M      1      2      3      4       5      6       7 

400 bp 
300 bp 

1500 bp 

341 bp 
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2.2 การทาํ Transformation และ Colony direct PCR 

 จากการคดัเลือกโคโลนีของเช้ือ E. coli ท่ีผา่นการถ่ายพลาสมิด T-vector pGEM®Easy ซ่ึงมี
ส่วนของ insert gene ของ beta-tubulin ขนาด 341 bp โดยคดัเลือกโคโลนีของเช้ือ E. coli ท่ีเจริญบน
อาหาร LB ผสมสาร ampicilin (ภาพ 16) มาทาํ colony direct PCR เพื่อตรวจสอบเบ้ืองตน้ว่าโคโลนี
ท่ีเลือกมานั้นมีส่วนของ insert gene หรือไม่ ซ่ึงพบว่าจากการทาํ colony direct PCR แลว้นาํมา
ตรวจสอบบน 1% agarose gel พบแถบดีเอน็เอท่ีมีขนาด 341 bp (ภาพ 17) แสดงใหเ้ห็นว่าโคโลนีท่ี
คดัเลือกมานั้นมีส่วนของ insert gene ท่ีตอ้งการ จากนั้นเลือกโคโลนีท่ีปรากฏแถบดีเอน็เอมาสกดั
เอาส่วนของ plasmid ท่ีมี insert gene ท่ีตอ้งการนาํไปทาํ PCR โดยใชไ้พรเมอร์ T7 และ Sp6  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 16 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือ Escherichia coli ท่ีเจริญบนอาหาร Luria-Bertani (LB) ผสมสาร

130mM ampicillin บ่มท่ีอุณหภูมิ 37OC เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M      1      2      3      4       5      6       7 
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ภาพ 17 เจลอิเลก็โทรโฟริซีสบนบน 1% agarose gel ของเช้ือ Escherichia coli ท่ีมีส่วน insert gene 

ของยนี beta-tubulin (TUB2) ยนี ของเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนส
พริก 
                     M = ดีเอน็เอมาตรฐาน λ DNA digested by Hind III  
        1, 2, 3 และ 4  =  ไอโซเลท Cc1 (weakly resistant) 
                     5, 6, 7 และ 8 =  ไอโซเลท Cc4 (highly resistant) 
                     9, 10, 11 และ 12  =  ไอโซเลท Cg5 (highly resistant) 

*แต่ละตวัอยา่งคดัเลือกมาจากโคโลนีเด่ียวของเช้ือ Escherichia coli 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M     1   2    3    4    5    6    7    8    9   10   11  12 
M   1     2    3   4    5    6    7    8    9   10  11  12*   

341 bp 400 bp  
300 bp 

1500 bp 

M    1   2    3    4     5    6    7    8    9   10  11  12 
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2.3 การวเิคราะห์ลาํดับนิวคลโีอไทด์ และเปรียบเทยีบลกัษณะทางพนัธุกรรม  
 นาํขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนส
พริกจาํนวน 21 ไอโซเลท ไดแ้ก่ เช้ือราท่ีอ่อนแอต่อสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิม (S) จาํนวน          
3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ Cc8, Cg24 และ Cg30 เช้ือราท่ีตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราไดเ้ลก็นอ้ย (WR) 
จาํนวน 2 ไอโซเลท ไดแ้ก่ Cc1 และ Cc9 เช้ือราท่ีตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราระดบัปานกลาง (MR) 
จาํนวน 1 ไอโซเลท ไดแ้ก่ Cg46 เช้ือราท่ีตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราระดบัสูง (HR) จาํนวน               
15 ไอโซเลท ไดแ้ก่ Cg5, Cg22, Cg14, Cg23, Cg27, Cg28, Cg40, Cg44, Cc43, Cc53, Cg60, Cg73, 
Cg75, Cc78 และ Cg86 (ตาราง 12) มาเปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบันิวคลีโอไทด ์ และกรด 
อะมิโนกบัขอ้มูลท่ีมีรายงานใน GenBank (NCBI: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) พบลาํดบั               
นิวคลีโอไทดมี์ความเหมือนกนักบับางส่วนของยนี beta-tubulin gene (TUB2) ของเช้ือรา 
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. aeschynomene (accession No. U14138) ประมาณ 93-99 % 
(ภาคผนวก ค) แสดงใหเ้ห็นวา่นิวคลีโอไทดท่ี์ไดเ้ป็นส่วนของ insert gene beta-tubulin ท่ีตอ้งการ 
 จากนั้นเปรียบเทียบลาํดบัของกรดอะมิโนของยนี TUB2 ของเช้ือรา C. gloeosporioides      
f. sp. aeschynomene (accession No. U14138) ดว้ยโปรแกรม CLUSTAL W (ภาพ 18) จาก
ฐานขอ้มูล GenBank (NCBI) กบับางส่วนของยนี TUB2 ของเช้ือราท่ีทาํการศึกษา พบวา่เช้ือราท่ี
อ่อนแอต่อสารกาํจดัเช้ือรา (S) จาํนวน 3 ไอโซเลท และเช้ือราท่ีตา้นทานสารกาํจดัเช้ือราไดเ้ลก็นอ้ย 
(WR) จาํนวน 1 ไอโซเลท ไม่พบการเปล่ียนแปลงของลาํดบักรดอะมิโน สอดคลอ้งกบัรายงานของ 
Wong et al. (2008) ท่ีไม่พบการเปล่ียนแปลงของลาํดบักรดอะมิโนในเช้ือรา Colletotrichum cereal 
สาเหตุโรคแอนแทรคโนสในหญา้ ท่ีอ่อนแอต่อสารป้องกนักาํจดัเช้ือราในกลุ่มเบนซิมิดาโซล และ 
Yarden and Katan (1993) ท่ีไม่พบการเปล่ียนแปลงของลาํดบักรดอะมิโนในเช้ือรา Botrytis cineria 
สาเหตุโรคราสีเทาท่ีอ่อนแอต่อสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิม แต่พบเช้ือราไอโซเลท Cc9 (WR) มี
การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตาํแหน่ง codon 225 โดยเปล่ียนจาก leucine (CTG) เป็น proline 
(CCG)  และ codon 243 โดยเปล่ียนจาก proline (CCG) เป็น leucine (CTG)  นอกจากน้ีเช้ือราท่ี
ตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราระดบัปานกลาง (MR) ไอโซเลท Cg46 มีการเปล่ียนแปลงของ      
กรดอะมิโนท่ีตาํแหน่ง codon 162 โดยเปล่ียนจาก methionine (GCA) เป็น valine (GCG) แต่ไม่พบ
การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตาํแหน่ง codon 198 และ 200 (ตาราง12, ภาพ 18) ซ่ึงไม่
สอดคลอ้งกบัรายงานของ Koenraadt et al. (1992) ท่ีพบวา่เช้ือรา Penicillium aurantiogrisrum,      
P. itailcum, Venturia inaequalis, V. pirina และ Tapesia yallundae ท่ีตา้นทานต่อสารป้องกนักาํจดั  
เช้ือราในกลุ่มเบนซิมิดาโซลระดบัปานกลาง (MR) จะมีการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตาํแหน่ง 
codon 200 โดยเปล่ียนจาก phenylalanine (TTC) เป็น tyrosine (TAC) และไม่พบการเปล่ียนแปลง
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ของกรดอะมิโนท่ีตาํแหน่ง codon 198 และกรดอะมิโนตาํแหน่งอ่ืนๆ และจากรายงานของ Yarden 
and Katan (1993) ท่ีพบเช้ือรา Botrytis cineria สาเหตุโรคราสีเทาท่ีตา้นทานต่อสารป้องกนักาํจดั
เช้ือราในกลุ่มเบนซิมิดาโซลระดบัปานกลาง (MR) มีการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตาํแหน่ง 
codon 200 โดยเปล่ียนจาก phenylalanine (TTC) เป็น tyrosine (TAC) และไม่พบการเปล่ียนแปลง
ของกรดอะมิโนท่ีตาํแหน่ง codon 198    
 ส่วนเช้ือราท่ีตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราระดบัสูง (HR) ไดแ้ก่ Cg5, Cg14, Cg23, Cg27, 
Cc43, Cc53, Cg60, Cg73 และ Cg86 พบวา่มีการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตาํแหน่ง codon 198 
เพียงตาํแหน่งเดียว โดยเปล่ียนจาก glutamic acid (GAG) เป็น alanine (GCG) ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
รายงานของ Wen-Hsin et al. (2006) ท่ีศึกษาความตา้นทานของเช้ือรา Colletotrichum spp. ต่อสาร
ป้องกนักาํจดัเช้ือราในกลุ่มเบนซิมิดาโซล พบวา่เช้ือราท่ีสามารถตา้นทานต่อสารป้องกนักาํจดัเช้ือ
รากลุ่มดงักล่าวไดใ้นระดบัสูงนั้น จะมีการเปล่ียนแปลงของลาํดบักรดอะมิโนในตาํแหน่ง codon 
198 โดยเปล่ียนจาก glutamic acid (GAG) ไปเป็น alanine (GCG) และจากการศึกษาของ           
Peres et al. (2004) ท่ีทดสอบความตา้นทานของเช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุโรค                
แอนแทรคโนสสม้ต่อสารป้องกนักาํจดัเช้ือราในกลุ่มเบนซิมิดาโซล พบวา่ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง
เช้ือราท่ีตา้นทานต่อสารเคมีดงักล่าวเกิดการเปล่ียนแปลงจาก GAG เป็น GCG มีผลทาํให ้       
กรดอะมิโนเปล่ียนแปลงจาก glutamic acid เป็น alanine ในตาํแหน่ง codon 198 จึงส่งผลใหเ้ช้ือรา
ตา้นทานต่อสารเคมีในกลุ่มดงักล่าวได ้นอกจากน้ียงัมีรายงานการตรวจพบเช้ือราท่ีตา้นทานสารเคมี
ในกลุ่มเบนซิมิดาโซล ท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตาํแหน่ง codon 198 โดยเปล่ียนจาก 
glutmaic acid (GAG) เป็น alanine (GCG) เพยีงตาํแหน่งเดียว ไดแ้ก่ เช้ือรา C. cereale สาเหตุโรค
แอนแทรคโนสในหญา้ (Wong et al., 2008) Venturia inaequalis เช้ือราสาเหตุโรคสแคปใน      
แอปเป้ิล V. pirina, P. aurantiogriseum และ P. expansum  (Koenraadt et al., 1992)  P. expansum  
(Sholberg et al., 2004) Botryotinia fuckeliana (Park et al., 1997) Helminthosporium solani 
(McKay and Cooke.,1997; Cunha and Rizzo., 2003) Monilinia fructicola (Ma et al., 2003) 
Tapesia yallundae และ T. acuformis (Albertini et al., 1999) นอกจากน้ียงัพบเช้ือราชนิดต่างๆ ท่ี
ตา้นทานต่อสารป้องกนักาํจดัเช้ือราในกลุ่มเบนซิมิดาโซล มีการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนท่ี
ตาํแหน่ง codon 198 ซ่ึงไม่ไดเ้ปล่ียนจาก glutamic acid (GAG) ไปเป็น alanine (GCG) แต่เปล่ียน
จาก glutamic acid (GAG) ไปเป็นกรดอะมิโนชนิดต่างๆ ดงัรายงานของ Koenraadt et al. (1992) ท่ี
พบการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตาํแหน่ง codon 198 จาก glutamic acid (GAG) เป็น lysine 
(AAG) ในเช้ือรา M. fructicola,  P. aurantiogriseum, P. digitatum, Sclerotinia homoeococarpa 
และ V. inqequalis และตาํแหน่ง codon 198 โดยเปล่ียนจาก glutamic acid (GAG) เป็น glycine 
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(GGG) ในเช้ือรา V. inqequalis  ต่อมาในปี 1997 McKay และ Cooke พบเช้ือรา H. solani มีการ
เปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตาํแหน่ง codon 198 จาก glutamic acid (GAG) เป็น glutamine 
(CAG) และปี 1999 Albertini et al. พบการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตาํแหน่ง codon 198 
เปล่ียนจาก glutamic acid (GAG) เป็น glutamine (CAG), เปล่ียนจาก glutamic acid (GAG) เป็น 
glycine (GGG) และ เปล่ียนจาก glutamic acid (GAG) เป็น lysine (AAG) ในเช้ือรา T. yallundae 
และ T. acuformis นอกจากน้ียงัพบเช้ือรา P. expansum มีการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนท่ี
ตาํแหน่ง codon 198 จาก  glutamic acid (GAG) เป็น valine (GTG) 
 นอกจากน้ียงัพบวา่มีเช้ือราสายพนัธ์ุ HR บางไอโซเลทท่ีไม่เกิดการเปล่ียนแปลงของ     
กรดอะมิโนท่ี codon 198 และ 200 ไดแ้ก่ไอโซเลท  Cg75 มีการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนท่ี codon 
241 โดยเปล่ียนจาก arginine (GCG) เป็น cysteine (GTG) และ codon 257 โดยเปล่ียนจาก 
methionine (CAT) เป็น threonine (CAC) ไอโซเลท Cc78 มีการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนท่ีตาํแหน่ง 
codon 164 โดยเปล่ียนจาก alanine (GCC) เป็น threonine (ACC) (ตาราง12, ภาพ 18) ทั้งน้ีไดมี้
รายงานการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนของเช้ือราท่ีตา้นทานต่อสารป้องกนักาํจดัเช้ือราในกลุ่ม 
เบนซิมิดาโซล ในตาํแหน่งอ่ืนนอกจากตาํแหน่ง codon 198 และ 200 ดงัน้ี ตาํแหน่ง codon 6 เปล่ียน
จาก histidine (CAC) เป็น tyrosine (TAC) (Ma et al., 2003) ตาํแหน่ง codon 50 เปล่ียนจาก 
tyrosine (TAC) เป็น cysteine (TGC) (McKay et al.,1998) ตาํแหน่ง codon 167 เปล่ียนจาก 
phenylalanine (TTC) เป็น tyrosine (TAC) (Gafur et al., 1998; Baraldi et al., 2003) และ ตาํแหน่ง 
codon 240 เปล่ียนจาก leucine (TTG) เป็น phenylalanine (TTC) (Albertini et al., 1999; Ma et al., 
2005)  
 ส่วนเช้ือรา HR ไอโซเลท Cg22, Cg28, Cg40 และ Cg44 ไม่พบการเปล่ียนแปลงของ       
กรดอะมิโนในช่วงบางส่วนของยนี TUB2 (ตาราง12, ภาพ 18) และเม่ือนาํมาเล้ียงบนอาหาร PDA ท่ี
ผสมสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมท่ีความเขม้ขน้ 500 และ 1,000 μg/ml พบเช้ือราดงักล่าวสามารถ
เจริญไดบ้นอาหารท่ีผสมสารป้องกนักาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมไดท้ั้ง 2 ระดบั สอดคลอ้งกบัรายงาน
ของ Peres et al. (2004) ท่ีไม่พบการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตาํแหน่ง codon 198 และ 200 
หรือในตาํแหน่งอ่ืนของเช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสสม้บางไอโซเลทท่ี
ตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราเบโนมิล ซ่ึงการท่ีไม่พบการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนในตาํแหน่ง 
codon 200 ของเช้ือราสายพนัธ์ุ HR น้ี อาจเป็นไปไดว้า่มีการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนในช่วง
ของ beta-tubulin ในช่วงอ่ืน ท่ีไม่ไดท้าํการศึกษาในคร้ังน้ี ดงันั้นควรมีการศึกษาต่อไปวา่เช้ือรา HR 
มีการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนในช่วงในของยนี beta-tubulin 
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จากการศึกษาในคร้ังน้ีทาํใหท้ราบวา่ปัจจุบนัมีเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุ     
โรคแอนแทรคโนสมีแนวโนม้ท่ีตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมเพิ่มมากข้ึน และเม่ือ
วิเคราะห์ถึงระดบัโมเลกลุของเช้ือรา Colletotrichum spp. ท่ีตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือรา               
คาร์เบนดาซิมท่ีระดบัต่างๆ พบวา่การเปล่ียนแปลงของลาํดบัเบสเพียงตาํแหน่งเดียว กมี็ผลต่อการ
เปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนท่ีแตกต่างกนัไป และการเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนเพียงตวัเดียว
อาจส่งผลใหเ้ช้ือราเกิดการกลายพนัธ์ุ และตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมได ้ โดยเฉพาะ
การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนท่ีตาํแหน่ง codon 198 ถา้เกิดมีการเปล่ียนแปลงตรงตาํแหน่งน้ีจะ
ส่งผลใหเ้ช้ือราตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมในระดบัสูง และถา้มีการเปล่ียนแปลงตรง
ตาํแหน่ง codon 200 จะส่งผลใหเ้ช้ือราเกิดการตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราในระดบัปานกลาง ซ่ึง
การท่ีเช้ือราเกิดการตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมเกิดข้ึนเน่ืองจาก เช้ือราเกิดการกลาย
พนัธ์ุทาํใหส้ารป้องกนักาํจดัเช้ือราไม่สามารถเขา้ไปยบัย ั้งกระบวนการแบ่งเซลลใ์น microtubule 
ของเช้ือราได ้ (Osmani and Oakley, 1991) ดงันั้นควรมีการจดัการเก่ียวกบัแปลงปลูกของเกษตรกร
ใหเ้หมาะสม โดยลดการใชส้ารเคมีท่ีเส่ียงต่อการทาํใหเ้ช้ือราเกิดการกลายพนัธ์ุ ไม่ใชส้ารเคมีชนิด
ดูดซึม (systemic fungicide) ติดต่อกนัเป็นระยะเวลานานควร เพราะสารป้องกนักาํจดัเช้ือราประเภท
ดูดซึมมีผลทาํใหเ้ช้ือราเกิดการกลายพนัธ์ุ หากจะตอ้งใชส้ารป้องกนักาํจดัเช้ือรากค็วรใชส้ารต่าง
กลุ่มสลบักนัไป เช่น สลบักบัการใชส้ารเคมีชนิดไม่ดูดซึม (contact fungicide) หรือการใชส้าร      
ชีวภฑัณ์ และจุลินทรียป์ฏิปักษใ์นการควบคุม 
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 TBU2         MMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDETFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY  
 Cc8  S       MMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDETFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY 
 Cg24 S       MMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDETFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY    
 Cg30 S       MMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDETFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY  
 Cc1  WR      MMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDETFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY  
 Cc9  WR      MMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDETFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY  
 Cg46 MR      VMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDETFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY  
 Cg5  HR      MMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDATFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY  
 Cg14 HR      MMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDATFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY  
 Cg22 HR      MMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDETFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY    
 Cg23 HR      MMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDATFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY  
 Cg27 HR      MMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDATFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY  
 Cg40 HR      MMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDETFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY    
 Cg44 HR      MMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDETFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY    
 Cg28 HR      MMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDETFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY 
 Cg43 HR      MMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDATFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY  
 Cc53 HR      MMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDATFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY  
 Cg60 HR      MMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDATFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY  
 Cg73 HR      MMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDATFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY  
 Cg75 HR      MMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDETFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY  
 Cc78 HR      MMTTFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDETFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY  
 Cc86 HR      MMATFSVVPS PKVSDTVVEP YNATLSVHQL VENSDATFCI DNEALYDICM RTLKLSNPSY  
  
 
              
 TBU2         GDLNHLVSAV MSGVTTCLRF PGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 
 Cc8  S       GDLNHLVSAV MSGVTTCLRF PGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 
 Cg24 S       GDLNHLVSAV MSGVTTCLRF PGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 
 Cg30 S       GDLNHLVSAV MSGVTTCLRF PGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 
 Cc1  WR      GDLNHLVSAV MSGVTTCLRF PGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 
 Cc9  WR      GDPNHLVSAV MSGVTTCLRF LGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 
 Cg46 MR      GDLNHLVSAV MSGVTTCLRF PGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 
 Cg5  HR      GDLNHLVSAV MSGVTTCLRF PGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 
 Cg14 HR      GDLNHLVSAV MSGVTTCLRF PGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 

Cg22 HR      GDLNHLVSAV MSGVTTCLRF PGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 
 Cg23 HR      GDLNHLVSAV MSGVTTCLRF PGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 
 Cg27 HR      GDLNHLVSAV MSGVTTCLRF PGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 
 Cg28 HR      GDLNHLVSAV MSGVTTCLRF PGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 

Cg40 HR      GDLNHLVSAV MSGVTTCLRF PGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 
Cg44 HR      GDLNHLVSAV MSGVTTCLRF PGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 

 Cg43 HR      GDLNHLVSAV MSGVTTCLRF PGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 
 Cc53 HR      GDLNHLVSAV MSGVTTCLRF PGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 
 Cg60 HR      GDLNHLVSAV MSGVTTCLRF PGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 
 Cg73 HR      GDLNHLVSAV MSGVTTCLRF PGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 
 Cg75 HR      GDLNHLVSAV MSGVTTCLCF PGQLNSDLRK LAVNTVPFPR LHF 
 Cc78 HR      GDLNHLVSAV MSGVTTCLRF PGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 
 Cc86 HR      GDLNHLVSAV MSGVTTCLRF PGQLNSDLRK LAVNMVPFPR LHF 
 

ภาพ 18 เปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบักรดอะมิโนในบางส่วนของยนี beta-tubulin ของเช้ือรา 
 Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริกกบัยนี beta-tubulin (TUB2)(1)  ของ   
 เช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides f. sp. aeschynomene (accession no.  U14138).     
(1) Buhr and Dickman (1994) (2) Peres  et  al. (2004) 

 
 

  Target site for Benzimidazole(2)       
    162  164                                                           198 

    225                        241  243                      257 

(1) 

(1) 
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ตาราง 12 การเปล่ียนแปลงของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของเช้ือรา Colletotrichum spp.
สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก  

 

ลาํดบัท่ี ไอโซเลท 
สาย
พนัธ์ุ 

การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโน (codon) 
162 164 198 225 241 243 257 

1 TUB2 

S3 
 
 

M1 
GCA 

A 
GCC 

E 
GAG 

L 
CTG 

R 
GCG 

P 
CCG 

M 
CAT 

2 Cc82 
M 

GCA 
A 

GCC 
E 

GAG 
L 

CTG 
R 

GCG 
P 

CCG 
M 

CAT 

3 Cg24 
M 

GCA 
A 

GCC 
E 

GAG 
L 

CTG 
R 

GCG 
P 

CCG 
M 

CAT 

4 Cg30 
M 

GCA 
A 

GCC 
E 

GAG 
L 

CTG 
R 

GCG 
P 

CCG 
M 

CAT 

5 Cc1 
WR 

M 
GCA 

A 
GCC 

E 
GAG 

L 
CTG 

R 
GCG 

P 
CCG 

M 
CAT 

6 Cc9 
M 

GCA 
A 

GCC 
E 

GAG 
P 

CCG 
R 

GCG 
L 

CTG 
M 

CAT 

7 Cg46 MR 
V 

GCG 
A 

GCC 
E 

GAG 
L 

CTG 
R 

GCG 
P 

CCG 
M 

CAT 

8 Cg5 

HR 

M 
GCA 

A 
GCC 

A 
GCG 

L 
CTG 

R 
GCG 

P 
CCG 

M 
CAT 

9 Cg14 
M 

GCA 
A 

GCC 
A 

GCG 
L 

CTG 
R 

GCG 
P 

CCG 
M 

CAT 

10 Cg22 
M 

GCA 
A 

GCC 
E 

GAG 
L 

CTG 
R 

GCG 
P 

CCG 
M 

CAT 

11 Cg23 
M 

GCA 
A 

GCC 
A 

GCG 
L 

CTG 
R 

GCG 
P 

CCG 
M 

CAT 

12 Cg27 
M 

GCA 
A 

GCC 
A 

GCG 
L 

CTG 
R 

GCG 
P 

CCG 
M 

CAT 
1A = alanine, C = cysteine, E = glutamate, L= leucine, M = methionine, P = proline, R = arginin, T = threonine,      
 V = valine  
2 Cc = Colletotrichum capsici, Cg = Colletotrichum gloeosporioides  
3S = sensitive( ≤ 1 μg/ml), WR= weakly resistant (≤ 10 μg/ml), MR = moderately resistant (≤ 100 μg/ml),          
HR= highly resistant ( ≥ 500 μg/ml) 
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ตาราง 12 (ต่อ) การเปล่ียนแปลงของลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของเช้ือรา      
    Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก  
 

ลาํดบัท่ี ไอโซเลท 
สาย
พนัธ์ุ 

การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโน (codon) 
162 164 198 225 241 243 257 

13 Cg282 

HR3 
 

M1 
GCA 

A 
GCC 

E 
GAG 

L 
CTG 

R 
GCG 

P 
CCG 

M 
CAT 

14 Cg40 
M 

GCA 
A 

GCC 
E 

GAG 
L 

CTG 
R 

GCG 
P 

CCG 
M 

CAT 

15 Cg44 
M 

GCA 
A 

GCC 
E 

GAG 
L 

CTG 
R 

GCG 
P 

CCG 
M 

CAT 

16 Cg43 
M 

GCA 
A 

GCC 
A 

GCG 
L 

CTG 
R 

GCG 
P 

CCG 
M 

CAT 

17 Cc53 
M 

GCA 
A 

GCC 
A 

GCG 
L 

CTG 
R 

GCG 
P 

CCG 
M 

CAT 

18 Cg60 
M 

GCA 
A 

GCC 
A 

GCG 
L 

CTG 
R 

GCG 
P 

CCG 
M 

CAT 

19 Cg73 
M 

GCA 
A 

GCC 
A 

GCG 
L 

CTG 
R 

GCG 
P 

CCG 
M 

CAT 

20 Cg75 
M 

GCA 
A 

GCC 
E 

GAG 
L 

CTG 
C 

GTG 
P 

CCG 
T 

CAC 

21 Cc78 
M 

GCA 
T 

ACC 
E 

GAG 
L 

CTG 
R 

GCG 
P 

CCG 
M 

CAT 

22 Cc86 
M 

GCA 
A 

GCC 
A 

GCG 
L 

CTG 
R 

GCG 
P 

CCG 
M 

CAT 
1A = alanine, C = cysteine, E = glutamate, L= leucine, M = methionine, P = proline, R = arginin, T = threonine,     

    V = valine  
2 Cc = Colletotrichum capsici, Cg = Colletotrichum gloeosporioides  
3S = sensitive( ≤ 1 μg/ml), WR= weakly resistant (≤ 10 μg/ml), MR = moderately resistant (≤ 100 μg/ml),         
 HR= highly resistant ( ≥ 500 μg/ml) 
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การทดลองที ่3:  การทดสอบประสิทธิภาพอาหารเลีย้งเช้ือแอคติโนมัยซีสในการยบัยั้งการ 

  เจริญเติบโตเช้ือรา Colletotrichum sp และการจัดจําแนกเช้ือแอคติโนมัยซีส 
 

3.1. การเกบ็ตัวอย่าง และการแยกเช้ือแอคติโนมัยซีสจากดิน 
 จากการนาํตวัอยา่งดินจาํนวน 7 ตวัอยา่ง จาก อุทยานแห่งชาติดอยปุย กาแล และแปลงปลูก
พริกใน อ. สนัทราย มาอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60OC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และ 120OC เป็นเวลา             
1 ชัว่โมง แลว้นาํมาแยกเช้ือแอคติโนมยัซีสบนอาหารแขง็ 4 ชนิด ไดแ้ก่ CSA (caseine starch agar), 
CA (chitin agar), OMA (oatmeal agar) และ SEA (soil extract agar) พบดินท่ีอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 
60OC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และ 120OC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง สามารถแยกเช้ือแอคติโนมยัซีสได้
ทั้งหมด 122 และ 69 ไอโซเลท ตามลาํดบั (ตาราง13) จากการทดลองจะเห็นไดว้า่สามารถแยกเช้ือ
แอคติโนมยัซีสจากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60OC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ไดจ้าํนวน 122 ไอโซเลท 
ทั้งน้ีอาจเกิดจากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60OC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีปริมาณของเช้ือแอคติโนมยัซีส
ท่ีสามารถทนความร้อนท่ีอุณหภูมิตั้งแต่ 60OC ข้ึนไปอยูจ่าํนวนมาก ส่วนดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 
120OC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง อาจมีจาํนวนของเช้ือแอคติโนมยัซีสอยูน่อ้ยเน่ืองจากถูกความร้อนทาํลาย 
และไม่สามารถเจริญเติบโตต่อไปได ้
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ตาราง 13 จาํนวนเชื้อแอคติโนมยัซีสที่แยกไดจ้ากดินอบฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 60oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และ 120oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง บนอาหาร 4 ชนิด 
 

แหล่งที่มา 
60oC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 120oC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

CSA* CA OMA SEA 
รวม 

(ไอโซเลท) 
CSA CA OMA SEA 

รวม 
(ไอโซเลท) 

  ดอยปุย 1 2 3 - 10 15 - - - 10 10 
ดอยปุย 2 - - - 1 1 - - - - 0 
ดอยปุย 3 - - 26 11 37 - - 6 4 10 
ดอยปุย 4 3 - 4 1 8 1 - - - 1 
ดอยปุย 5 6 - 7 1 14 - - 7 10 17 
กาแล 6 - 6 3 15 - - 3 18 21 

สนัทราย 21 - 2 9 32 - - - 10 10 
รวม        

(ไอโซเลท) 
38 3 45 36 122 1 0 16 52 69 

75 

*CSA = caseine starch agar, CA = chitin agar, OMA = oatmeal agar, SEA = soil extract agar 
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3.2 การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอคติโนมัยซีสในการยบัยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา         
       Colletotrichum sp. 
 จากการนาํเช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีแยกจากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60OC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
และ 120OC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จาํนวน 122 และ 69 ไอโซเลทตามลาํดบั มาทดสอบประสิทธิภาพ
การยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา Colletotrichum sp. สาเหตุโรคแอนแทรคโสในพริก พบเช้ือ           
แอคติโนมยัซีสท่ีแยกไดจ้ากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60OC มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือราไดม้ากกวา่ 75% จาํนวน 32 ไอโซเลท (ตาราง 14 และ 15, ภาพ 19)  
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งท่ีอยูใ่นช่วง 61-75% จาํนวน 2 ไอโซเลท และท่ีนอ้ยกวา่ 50% จาํนวน 86 
ไอโซเลท (ตาราง 14) ส่วนท่ีอุณหภูมิ 120OC พบวา่ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ
เช้ือราท่ีมากกวา่ 75% จาํนวน 15 ไอโซเลท (ตาราง 14 และ 16, ภาพ 20) และประสิทธิภาพในการ
ยบัย ั้งท่ีอยูใ่นช่วง 61-75% จาํนวน 3 ไอโซเลท และท่ีนอ้ยกวา่ 50% จาํนวน 48 ไอโซเลท            

(ตาราง 14 ) สอดคลอ้งกบัรายงานของ อภิญญา และคณะ (2545) พบ เช้ือแอคติโนมยัซีสสามารถ
ยบัย ั้งการเจริญเสน้ใยของเช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคของมะม่วง และลาํไย และ     
Cristina et al. (2006) พบเช้ือแอคติโนมยัซีสในกลุ่ม Streptomyces ท่ีแยกไดจ้ากดิน สามารถยบัย ั้ง
การเจริญของเสน้เสน้ใย และการงอกสปอร์ของเช้ือรา Curvularia eragrostides และ 
Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคใบจุดมนัในประเทศบราซิลได ้ สายพิณ และคณะ 
(2551) พบเช้ือแอคติโนมยัซีสในกลุ่ม Streptomyces สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา    
Aspergillus niger, Botrytis sp., และ   Curvularia sp. ไดต้ามลาํดบั  

 

ตาราง 14 จาํนวนเช้ือแอคติโนมยัซีสจากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60OC และ 120OC เป็นเวลา        
24 และ 1 ชัว่โมง ตามลาํดบั ท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญเช้ือรา  
Colletotrichum sp.สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก 
 

 

 
เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้ง 

จาํนวนเช้ือแอคติโนมยัซีส (ไอโซเลท) 
60OC 

(24 ชัว่โมง) 
120OC 

(1 ชัว่โมง) 
รวม         

 (ไอโซเลท) 
> 75% 32 15 47 

61-75% 2 3 5 
51-60% 2 3 5 
< 50% 86 48 134 
รวม 122 69 191 

 



77 
 

ตาราง 15 ประสิทธิภาพของเช้ือแอคติโนมยัซีส ท่ีแยกจากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60 OC  
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ในการควบคุมเช้ือรา Colletotrichum sp.สาเหตุโรค 
แอนแทรคโนสพริก 

 

ลาํดบัท่ี ไอโซเลท* 
เปอร์เซ็นต ์
การยบัย ั้ง  

 ลาํดบัท่ี ไอโซเลท* 
เปอร์เซ็นต์
การยบัย ั้ง  

1 OMA60-1 100.00  17 SEA60-3 100.00 
2 OMA60-2 100.00  18 SEA60-4 100.00 
3 OMA60-7 100.00  19 SEA60-21 100.00 
4 OMA60-8 100.00  20 SEA60-22 100.00 
5 OMA60-10 100.00  21 SEA60-23 100.00 
6 OMA60-15 100.00  22 SEA60-24 100.00 
7 OMA60-16 100.00  23 SEA60-25 100.00 
8 OMA60-17 100.00  24 SEA60-26 100.00 
9 OMA60-18 100.00  25 SEA60-34 100.00 
10 OMA60-33 100.00  26 SEA60-35 100.00 
11 OMA60-36 100.00  27 CSA60-35 87.04 
12 OMA60-39 100.00  28 SEA60-32 84.69 
13 OMA60-42 100.00  29 OMA60-40 82.33 
14 OMA60-43 100.00  30 SEA60-2 82.14 
15 OMA60-44 100.00  31 SEA60-9 78.80 
16 CTA60-1 100.00  32 CSA60-34 78.79 

*CSA60  = เช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีแยกจากดินซ่ึงอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60OC บนอาหาร caseine  
starch agar 

CTA60  = เช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีแยกจากดินซ่ึงอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60OC บนอาหาร chitin agar 
OMA60 = เช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีแยกจากดินซ่ึงอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60OC บนอาหาร oatmeal 

agar 
SEA60  = เช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีแยกจากดินซ่ึงอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60OC บนอาหาร soil extract            

agar 
 

CTA60-1 
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                control                            SEA60-9          SEA60-10              CSA60-33      CSA60-34 
 
 

 
 
 
 
 
 
  OMA60-40      OMA60-41              CSA60-35       CSA60-37              CTA60-1       OMA60-33 
 
 

 
 
 
ภาพ 19 ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอคติโนมยัซีสซ่ึงแยกจากดินอบฆ่าเช้ืออุณหภูมิ 60OC เป็น

เวลา 24 ชัว่โมง ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา Colletotrichum sp. สาเหตุโรค 
แอนแทรคโนสพริก 

  78.80%             31.68%                   29.23%           78.79% 

82.33%             68.20%                   87.04%            24.23%                   100%              100% 

OMS60-1          OMS60-2              OMS60-7         OMS60-8              OMA60-15     OMA60-16 

 100%                100%                     100%                100%                       100%             100% 
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ภาพ 19 (ต่อ) ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอคติโนมยัซีสซ่ึงแยกจากดินอบฆ่าเช้ืออุณหภูมิ 60OC 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา Colletotrichum sp. สาเหตุโรค 
แอนแทรคโนสพริก 

 
 
 
 
 
 
 

OMA60-36    OMA60-39                 SEA60-3         SEA60-4                 SEA60-21      SEA60-22 

                 100%              100%                        100%              100%                        100%             100% 

SEA60-23       SEA60-24                SEA60-25       SEA60-26               SEA60-35               

                 100%              100%                        100%              100%                        100%              
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ตาราง 16 ประสิทธิภาพของเช้ือแอคติโนมยัซีสซ่ึงแยกจากดินท่ีอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 120OC ใน 
                  การยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Colletotrichum. spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก 
 

ลาํดบัท่ี ไอโซเลท* 
เปอร์เซ็นต ์
การยบัย ั้ง  

1 SEA120-3 100.00 
2 SEA120-4 100.00 
3 SEA120-28 100.00 
4 SEA120-30 100.00 
5 SEA120-31 100.00 
6 SEA120-32 100.00 
7 SEA120-37 100.00 
8 SEA120-38 100.00 
9 SEA120-45 100.00 

10 SEA120-46 100.00 
11 SEA120-34 85.87 
12 SEA120-48 85.87 
13 SEA120-29 84.1 
14 OMA120-3 82.33 
15 SEA120-13 81.15 

 

OMA60 = เช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีแยกจากดินซ่ึงอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 120OC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง บน
อาหาร oatmeal agar 

SEA60 =  เช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีแยกจากดินซ่ึงอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 120OC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง บน
อาหาร soil extract agar 

 
 
 
 
 
 

CTA60-1 
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                  control                          SEA120-13      SEA120-14     OMA120-3     OMA120-4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 20 ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอคติโนมยัซีสซ่ึงแยกจากดินอบฆ่าเช้ืออุณหภูมิ 120OC เป็น
เวลา 1 ชัว่โมง ใน การยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา Colletotrichum sp.สาเหตุโรค    
แอนแทรคโนสพริก 

81.15 %            23.44 %                   82.33 %         24.03 % 

61.13 %             84.10 %                 20.13 %            85.87 %                 100 %                100 % 

        SEA120-28      SEA120-30             SEA120-31      SEA120-32            SEA120-37     SEA120-38 
 100 %             100 %                     100 %               100 %                     100 %             100 % 

 SEA120-27       SEA120-29           SEA120-33      SEA120-34           SEA120-3         SEA120-4 
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3.3 การคดัเลอืกเช้ือแอคติโนมัยซีสทีผ่ลติเอนไซม์ไคติเนส 
 เม่ือนาํเช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีแยกไดจ้ากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60OC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
และ 120OC เป็นเวลา 1 ชัว่โมงท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตเช้ือรา Colletotrichum 
spp. ไดม้ากกว่า 75% จาํนวน 47 ไอโซเลท มาทดสอบการผลิตเอนไซมไ์คติเนส บนอาหารแขง็ 
CCA โดยบ่มเช้ือไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง (28 + 2 OC ) เป็นเวลา 15 วนั พบเช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีสร้างวงใส 
บนอาหาร CCA มีจาํนวน 34 ไอโซเลท (ตาราง 17 และ ภาพ 21) 
 

ตาราง 17 เช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีผลิตเอนไซมไ์คติเนสบนอาหารแขง็ 15% colloidal chitin agar     
                เป็นเวลา 15 วนั 

 
*OMA60 = เช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีแยกจากดินซ่ึงอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภมิู 60OC บนอาหาร oatmeal agar 
 SEA60 = เช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีแยกจากดินซ่ึงอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภมิู 60OC บนอาหาร soil extract agar 

ลาํดบั
ท่ี 

ไอโซเลท 
ค่าเฉล่ียความกวา้ง

วงใส (cm) 
 ลาํดบั

ท่ี 
ไอโซเลท 

ค่าเฉล่ียความกวา้ง
วงใส (cm) 

X Y  X Y 
1 OMA60-40* 2.17 2.24  18 SEA60-24 1.05 1.1 
2 SEA60-4 1.8 1.75  19 SEA120-31 1.05 1.25 
3 SEA60-22 1.7 1.9  20 SEA120-30 0.94 1.2 
4 SEA60-35 1.7 1.65  21 OMA60-1 0.86 0.9 
5 SEA60-21 1.5 1.37  22 SEA60-34 0.8 0.9 
6 SEA120-34 1.5 1.4  23 OMA60-10 0.78 0.58 
7 SEA60-32 1.45 1.45  24 SEA120-37 0.75 0.8 
8 SEA60-2 1.4 0.06  25 SEA60-9 0.6 0.8 

9 OMA60-17 1.34 1.37  26 SEA120-46 0.45 0.45 

10 SEA120-4 1.24 1.3  27 OMA60-36 0.43 0.46 

11 OMA60-18 1.23 0.87  28 OMA60-39 0.43 0.53 

12 OMA60-7 1.2 0.5  29    CSA60-35 0.4 0.17 

13 SEA120-3 1.15 0.8  30 SEA60-3 0.4 0.4 

14 SEA120-48 1.14 1.17  31 SEA60-26 0.30 0.16 

15 SEA120-28 1.13 1.20  32 SEA120-32 0.30 0.1 

16 OMA60-2 1.1 1.5  33 SEA120-38 0.30 1.2 

17 OMA60-16 1.1 1.03  34 SEA120-13 0.2 0.2 

CTA60-1 
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ภาพ 21 ลกัษณะวงใส (clear zone) บนอาหาร CCA (15% colloidal chitin agar) ท่ี 15 วนั ซ่ึงเกิด 

จากกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส จากเช้ือแอคติโนมยัซีส ซ่ึงแยกจากดินอบฆ่าเช้ือท่ี
อุณหภูมิ 60OC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และ 120OC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

 
 
 

            SEA60-24         SAE60-25 

              SEA60-22        SAE60-23 

            SEA60-21           SAE60-4  

             SEA60-2           SAE60-3 

             OMA60-16        OMA60-17 

             OMA60-18        OMA60-33 

              OMA60-16      OMA60-8 

                  SEA120-3         SEA120-4       SEA120-30     SEA120-31   

            SEA120-28       SEA120-13      SEA120-32     SEA120-37 

             SEA120-35        SAE120-45 

            SEA120-46       SAE120-48 

           OMA60-40       SAE120-30 

          CSA60-34         OMA60-44 
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3.4 การทดสอบประสิทธิภาพอาหารเลีย้งเช้ือแอคติโนมัยซีสในการยบัยั้งการเจริญเติบโตเช้ือรา         
      Colletotrichum spp. 
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) 
และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) จาํนวน 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ OMA60-1, 
OMA60-7, SEA60-34, SEA120-4, SEA120-28 และ SEA120-38 โดยเทียบกบัประสิทธิภาพของ
เช้ือแบคทีเรีย Bacillus subtilis ผลิตภณัฑท์างการคา้ ในการยบัย ั้งเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุ
โรคแอนแทรคโนสพริกไอโซเลท Cg24 (S), Cg49 (WR), Cc11 (MR), Cc53 (HR) และ Cg60 (HR) 
แลว้นาํค่าเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ทางสถิติแบบ factorial in RCBD พบ NF, F และ 
เช้ือราสาเหตุเกิดปฏิกริยาร่วมกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติท่ีความเช่ือมัน่ 99% (p = 0.01) 
(ภาคผนวก ง)  
  เม่ือนาํค่า LSD ท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ทางสถิติซ่ึงมีค่าเท่ากบั 10.68 (p=0.05) ท่ีความเช่ือมัน่ 
95% และ 14.04 (p=0.01) ท่ีความเช่ือมัน่ 99% พบเช้ือแอคติโนมยัซีส 3 ไอโซเลท ท่ีมีประสิทธิภาพ
ในการยบัย ั้งเช้ือราสาเหตุไดดี้ไดแ้ก่ SEA60-34, OMA60-7 และ SEA120-28 ตามลาํดบั พบ NF    
ไอโซเลท SEA60-34 มีประสิทธิภาพการยบัย ั้งเช้ือราสาเหตุไดดี้ทุกไอโซเลท ซ่ึงมีเปอร์เซ็นตก์าร
ยบัย ั้งอยูใ่นช่วง 53.3-75.0% และมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งไดดี้กวา่เช้ือแบคทีเรีย B. subtilis ท่ีมี
เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยูใ่นช่วง 43.3-53.3% ซ่ึงมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติท่ีความ
เช่ือมัน่ 95% (p=0.05) ส่วนอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสชนิด F ไอโซเลท SEA60-34 มีเปอร์เซ็นต์
การยบัย ั้งเช้ือราอยูใ่นช่วง 28.3-50.0% ในขณะท่ีแบคทีเรีย B. subtilis มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยู่
ในช่วง 43.3-53.3% ซ่ึงมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติท่ีความเช่ือมัน่ 95% รองลงมา 
NF ไอโซเลท OMA60-7 มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยูใ่นช่วง 53.3-66.7% ในขณะท่ีแบคทีเรีย              
B. subtilis มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยูใ่นช่วง 51.7-53.3% ซ่ึงไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 95% ส่วน F ไอโซเลท OMA60-7 มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยูใ่นช่วง 38.3-55.0% เม่ือ
เปรียบเทียบเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งกบัเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis ท่ีมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยูใ่นช่วง 
51.7-53.3% พบวา่ OMA60-7 (F) มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งแตกต่างกบัแบคทีเรีย B. subtilis ท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 99% ส่วน NF ไอโซเลท SEA120-28 มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยูใ่นช่วง 43.3-58.3% ซ่ึง
ไม่แตกต่างกบัเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis  ท่ีมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยูใ่นช่วง 43.3-58.3% ท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 95% และ F ไอโซเลท SEA120-28 มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยูใ่นช่วง 0-25.0% ซ่ึงมี
เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งตํ่ากวา่เช้ือแบคทีเรีย B. subtilis ท่ีมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งอยูใ่นช่วง 43.3-58.3% 
ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (ตาราง 18, ภาพ 22) สอดคลอ้งกยัรายงานของ อภิญญา และคณะ (2545) 
ไดท้ดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรีย ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคในมะม่วง 
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และลาํไย ดว้ยวิธี paper disc method พบวา่นํ้ากรองเล้ียงเช้ือของแบคทีเรีย Bacillus cereus           
ไอโซเลท H11 มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา C. gloeosporioides และ     
Fusarium solani สาเหตุโรคในมะม่วง และลาํไย โดยวดัขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางวงใสท่ีเกิดข้ึนได ้             
23.3 มิลลิเมตร และ 15.7 มิลลิเมตรตามลาํดบั    
 จากการทดลองพบวา่อาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสชนิด NF ทุกไอโซเลท มีเปอร์เซ็นต์
การยบัย ั้งไม่ต่างกบัเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis ยกเวน้ SEA60-34 (NF) ท่ีมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งได้
ดีกวา่เช้ือแบคทีเรีย B. subtilis ส่วน F พบวา่มีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งตํ่ากวา่ NF ในแต่ละไอโซเลท 
ทั้งน้ีอาจเกิดจากอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสชนิด NF ยงัมีเช้ือแอคติโนมยัซีสอยู ่ และเช้ือ         
แอคติโนมยัซีสนั้นอาจจะผลิตสารทุติยภูมิออกมายบัย ั้งเช้ือราสาเหตุ ซ่ึงต่างจากนํ้าเล้ียงเช้ือ          
แอคติโนมยัซีสชนิด F อาจมีสารทุติยภูมิในปริมาณท่ีจาํกดัจึงไม่สามารถยบัย ั้งเช้ือราสาเหตุไดดี้ 
สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Cristina et al. (2006) พบเช้ือ Streptomyces sp. (AC26) ท่ีผลิตสาร
ทุติยภูมิ มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Curvularia eragrostides และ                  
C. gloeosporioides สาเหตุโรคใบจุดมนัไดดี้ ซ่ึงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรานั้น 
จะมีความสมัพนัธ์กบัความเขม้ขน้ของสารทุติยภูมิ ขณะท่ีเช้ือ S. griseus subsp. griseus พบวา่ไม่
สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือราสาเหตุ และไม่สามารถผลิตสารทุติยภูมิได ้ ในการทดลอง
คร้ังน้ีจึงไดท้าํการคดัเลือกเช้ือแอคติโนมยัซีสจาํนวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ SEA60-34, OMA60-7 และ 
SEA120-28 ท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือราสาเหตุไดดี้มาทาํการทดสอบในขั้นต่อไป  
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ตาราง 18 เปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งของอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสในการควบคุมเช้ือรา  
Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก ไอโซเลทต่างๆ 

 

เช้ือ             
แอคติโนมยัซีส 

ชนิดอาหารเล้ียงเช้ือ2   
แอคติโนมยัซีส 

% การยบัย ั้งเช้ือรา Colletotrichum spp.1 
Cg24  
(S) 

Cg494 
(WR)3 

Cc11 
(MR) 

Cc53  
(HR) 

Cg60 
 (HR) 

SEA60-34 
NF 61.67 75.00 58.33 53.33 70.00 
F 35.00 48.33 28.33 33.33 50.00 

B. subtilis5 48.33 43.33 53.33 46.67 50.00 

OMA60-7 
NF 61.67 53.33 60.00 58.33 66.67 
F 48.33 46.67 38.33 51.67 55.00 

B. subtilis  52.00 53.33 55.67 51.67 51.67 

SEA120-28 
NF 55.00 53.33 53.33 43.33 58.33 
F 11.67 25.00 0.00 10.00 1.67 

B. subtilis  43.33 45.00 58.33 48.33 45.00 

OMA60-1 
NF 51.67 60.00 48.33 46.67 53.33 
F 6.67 0.00 0.00 10.00 15.00 

B. subtilis  58.33 49.00 48.33 41.67 49.67 

SEA120-4 
NF 51.67 46.67 40.00 25.00 53.33 
F 3.33 0.00 3.33 21.67 0.00 

B. subtilis  46.67 48.33 55.00 48.33 48.33 

SEA120-38 
NF 50.00 50.00 43.33 50.00 55.00 
F 21.67 21.67 13.33 23.33 25.00 

B. subtilis  53.33 55.00 58.33 50.00 48.33 
LSD (p = 0.01)  
LSD (p = 0.05) 
CV (%)  

14.04% 
10.68% 
16.06% 

1ค่าเฉล่ียจากการทดลอง 3 ซํ้ า 
2 NF = อาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก, F = อาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก 
3S = sensitive; ≤ 1 μg/ml, WR= weakly resistant; ≤ 10 μg/ml, MR = moderately resistant; ≤ 100 μg/ml,       
  HR= highly resistant;  ≥ 500 μg/ml 
4 Cc = Colletotrichum capsici, Cg = Colletotrichum gloeosporioides  
5Bacillus subtilis = ท่ีอตัราแนะนาํ 1×109 CFU/g 
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ภาพ 22 ประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียง

เช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) ไอโซเลท OMA60-7, SEA60-34 และ SEA120-28
ในการควบคุมการเจริญของเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก    
ไอโซเลท Cg49, Cc11, Cc53 และ Cg60  

1Cc = Colletotrichum capsici, Cg = Colletotrichum gloeosporioides  
2S = sensitive; ≤ 1 μg/ml, WR= weakly resistant; ≤ 10 μg/ml, MR = moderately resistant; ≤ 100 μg/ml,       
  HR= highly resistant;  ≥ 500 μg/ml 
3EPM  = enzyme production medium 
4Bacillus subtilis = อตัราแนะนาํ 1×109 CFU/g 

 
 
 
 

Cg491 
(WR)2 

Cc11 
(MR) 

Cc53 
(HR) 

Cc60 
(HR) 

EPM3 B. subtilis4 

F NF 

     OMA60-7          SEA60-34           SEA120-28    
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3.5 การจําแนกชนิดของเช้ือแอคติโนมัยซีส 
 การศึกษาลกัษณะ และการจดัจาํแนกชนิดของเช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีสามารถผลิตเอน็ไซม ์      
ไคติเนสบนอาหารแขง็ 15% colloidal chitin agar จาํนวน 6 ไอโซเลทไดแ้ก่ OMA60-1, OMA60-7, 
SEA60-34, SEA120-4, SEA120-28 และ SEA120-38 ท่ีแยกไดจ้ากดินท่ีอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ          
2 ระดบัคือ อบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 60OC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และท่ี 120OC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้น
นาํเช้ือมาแยกบนอาหาร OMA และ SEA  
 เม่ือนาํเช้ือราทั้ง 6 ไอโซเลท มาเล้ียงบนอาหาร inhibitory mold agar (2IMA-2)เพื่อศึกษา
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา และลกัษณะสปอร์ของเช้ือแอคติโนมยัซีส พบเช้ือแอคติโนมยัซีสมี
ลกัษณะโคโลนีสีขาวคลา้ยผงแป้ง โคโลนีโคง้นูนข้ึนเลก็นอ้ย (convex) บางโคโลนีแบนราบติดกบั
ผวิอาหาร (flast) (ตาราง 19) นอกจากน้ีไม่พบวา่เช้ือแอคติโนมยัซีสมีการสร้างรงควตัถุ (pigment) 
เม่ือนาํเช้ือท่ีไดม้าศึกษาลกัษณะสปอร์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ท่ีกาํลงัขยาย 100X พบเช้ือ                
แอคติโนมยัซีส ไอโซเลท OMA60-1, OMA60-7, SEA60-34 และ SEA120-28 มีการสร้างเสน้ใย 
แต่ไม่สร้างสปอร์ ส่วนไอโซเลท SEA120-28 และ SEA120-38 พบมีการสร้างเสน้ใย และสปอร์ท่ีมี
ลกัษณะคลา้ยลูกปัดต่อกนัเป็นโซ่ ซ่ึงคลา้ยกบัลกัษณะสปอร์ของเช้ือแอคติโนมยัซีสในกลุ่ม 
Streptomyces (ภาพ 23) 
 จากการศึกษาลักษณะสปอร์ของเช้ือแอคติโนมยัซีสภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์พบว่าเช้ือ       
แอคติโนมยัซีสบางไอโซเลทไม่มีการสร้างสปอร์ ทาํให้ไม่สามารถจดัจาํแนกชนิดของเช้ือ           
แอคติโนมยัซีสได ้จึงไดน้าํเช้ือแอคติโนมยัซีสไปทาํการวิเคราะห์หาองคป์ระกอบของสารในผนงั
เซลล์ DAP ของเช้ือแอคติโนมยัซีส และการจดัจาํแนกโดยการใชเ้ทคนิคทางโมเลกุลในขั้นตอน
ต่อไป 
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ตาราง 19 ลกัษณะเชื้อแอคติโนมยัซีสบนอาหารเลี้ยงเชื้อ IMA-2 (inhibitory mold agar-2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*OMA60   =  เชื้อแอคติโนมยัซีสที่แยกจากดินซึ่งอบฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 60OC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง บนอาหาร oatmeal agar 
  SEA60    =  เชื้อแอคติโนมยัซีสที่แยกจากดินซึ่งอบฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 60OC เป็นเวลา 24 ชัว่โมง บนอาหาร soil extract agar 
  SEA120  =  เชื้อแอคติโนมยัซีสที่แยกจากดินซึ่งอบฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 120OC เป็นเวลา 1 ชัว่โมง บนอาหาร soil extract agar 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลาํดบัที่ ไอโซเลท ลกัษณะโคโลนี ลกัษณะสปอร์ (กาํลงัขยาย 100X) 
1 OMA60-1* โคโลนีสีขาวคลา้ยผงแป้ง และ โคโลนีโคง้นูนขึ้นเลก็นอ้ย (convex) ไม่พบการสร้างสปอร์ 
2 OMA60-7 โคโลนีสีขาวคลา้ยผงแป้ง และ โคโลนีโคง้นูนขึ้นเลก็นอ้ย (convex) ไม่พบการสร้างสปอร์ 
3 SEA60-34 โคโลนีสีขาวคลา้ยผงแป้ง และ โคโลนีโคง้นูนขึ้นเลก็นอ้ย (convex) ไม่พบการสร้างสปอร์ 

4 SEA120-4 โคโลนีสีขาวคลา้ยผงแป้ง และ โคโลนีโคง้นูนขึ้นเลก็นอ้ย (convex) ลกัษณะสปอร์คลา้ยลูกปัดต่อกนัเป็นโซ่  
5 SEA120-28 โคโลนีสีขาวคลา้ยผงแป้ง และ โคโลนีโคง้นูนขึ้นเลก็นอ้ย (convex) ไม่พบการสร้างสปอร์ 
6 SEA120-38 โคโลนีสีขาวคลา้ยผงแป้ง และ โคโลนีแบนราบติดกบัอาหาร (flast)  ลกัษณะสปอร์คลา้ยลูกปัดต่อกนัเป็นโซ่ 

CTA60-1 
CTA60-1 
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OMA60-1 
 
 
 
 
 
 
 

OMA60-7 
 
 
 
 
 
 
 

 

SEA60-34 
 
ภาพ 23 ลกัษณะของเช้ือแอคติโนมยัซีส ไอโซเลทต่างๆ บนอาหารเล้ียงเช้ือ inhibitory 

mold agar-2 (IMA-2) อาย ุ7 วนั; A: ลกัษณะโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ IMA-2 
และ B: ลกัษณะเสน้ใย  และสปอร์ของเช้ือแอคติโนมยัซีสภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ท่ีกาํลงัขยาย 100X 

 B 

 B 

 B 

 A 

 A 

 A 
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SEA120-4 
 
 
 
 
 
 
 

SEA120-28 
 
 

 
 
 
 
 

SEA120-38 
 
ภาพ 23 (ต่อ) ลกัษณะของเช้ือแอคติโนมยัซีส ไอโซเลทต่างๆ บนอาหารเล้ียงเช้ือ 

inhibitory mold  agar-2 (IMA-2) อาย ุ7 วนั; A: ลกัษณะโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ 
IMA-2 และ B: ลกัษณะ เสน้ใย และสปอร์ของเช้ือแอคติโนมยัซีสภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ท่ีกาํลงัขยาย 100X 

  

 B 

 A  B 

 B  A 

 A 
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3.5.1 การวเิคราะห์องค์ประกอบผนังเซลล์ diaminopimelic acid (DAP) ของเช้ือ                       
แอคติโนมัยซีส 
 

 จากการวิเคราะห์หา DAP ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบในผนงัเซลลข์องเช้ือแอคติโนมยัซีส โดยใช้
วิธีการแยกสีของสารละลายท่ีไดจ้ากยอ่ยของผนงัเซลลข์องเช้ือแอคติโนมยัซีส เทียบกบัสารละลาย
มาตราฐาน 0.01 M LL, meso – A2pm โดยใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟี (TLC) พบเช้ือแอคติโนมยัซีสท่ี
นาํมาวิเคราะห์จาํนวนทั้งหมด 6 ไอโซเลทไดแ้ก่ OMA60-1, OMA60-7, SEA60-34, SEA120-4, 
SEA120-28 และ SEA120-38 มีองคป์ระกอบของผนงัเซลล ์DAP ชนิด LL (ภาพ 24) ซ่ึงจดัไดว้า่เช้ือ
แอคติโนมยัซีสทั้งหมดอยูใ่นกลุ่มของเช้ือแอคติโนมยัซีส Streptomyces spp. เน่ืองจากเช้ือ                    
แอคติโนมยัซีสกลุ่ม Streptomyces จะมี DAP ชนิด LL ส่วนเช้ือแอคติโนมยัซีสหายาก (rare 
actinomyces) มกัมี DAP ชนิด meso สอดคลอ้งกบัรายงานของ Lechevalier (1970) ท่ีพบ DAP ชนิด 
LL ในจีนสั Streptomyces และพบ DAP ชนิด meso ในจีนสัอ่ืน  
 การวิเคราะห์ DAP เป็นการวิเคราะห์เช้ือแอคติโนมยัซีสเบ้ืองตน้ว่าจดัอยูใ่นกลุ่มใด เพื่อใช้
เป็นแนวทางในการศึกษาต่อไป  
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ภาพ 24 องคป์ระกอบของผนงัเซลล ์diaminopimelic acid (DAP) ของเช้ือแอคติโนมยัซีส โดย
 วิธีการแยกสีของสารละลายมาตราฐานจากเทคนิค Thin Layer Chromatography (TLC) 
  S = Standard solution (สารละลายมาตราฐาน 0.01 M LL, meso A2pm) 
  1 = เช้ือแอคติโนมยัซีส OMA60-1 
  2 = เช้ือแอคติโนมยัซีส OMA60-7 
  3 = เช้ือแอคติโนมยัซีส SEA60-34 
  4 = เช้ือแอคติโนมยัซีส SEA120-4 
  5 = เช้ือแอคติโนมยัซีส SEA120-28  
  6 = เช้ือแอคติโนมยัซีส SEA120-38 
 

   S       1       2      3       4       5       6     S 

LL 

meso 

LL 

meso 
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 3.5.2 การจําแนกชนิดของเช้ือแอคติโนมัยซีสด้วย 16S rDNA   
 3.5.2.1 เพิม่ปริมาณยนีตําแหน่ง 16S rDNA ด้วยเทคนิค PCR  
 จากการสกดัดีเอน็เอของเช้ือแอคติโนมยัซีสจาํนวน 6 ไอโซเลทไดแ้ก่ OMA60-1     
OMA60-7 SEA34-60 SEA120-28 และ SEA120-38 และนาํไปเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิค 
Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใชไ้พรเมอร์ 27f forward (5′-AGA GTT TGA TCC TGG 
CTCAG -3′) และ 1492r reverse (5′-GGC TAC CTT GTT ACG ACTT-3′) พบวา่สามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอน็เอของเช้ือแอคติโนมยัซีสในส่วนของ 16S rDNA ไดทุ้กไอโซเลท โดยพบแถบดีเอน็เอ
ท่ีมีขนาด 1,500 bp เม่ือนาํมาตรวจสอบบน 1% agarose gel (ภาพ 25)   
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 

ภาพ 25 เจลอิเลก็โทรโฟริซีสบน 1% agarose gel ของดีเอน็เอท่ีเพิ่มปริมาณดว้ยไพรเมอร์ 27f/1492r 
ตรงตาํแหน่งบางส่วนของยนี 16S rDNA ของเช้ือแอคติโนมยัซีสไอโซเลทต่างๆ 

   M       =     ดีเอน็เอมาตรฐาน   
      1        =     OMA60-1 
   2        =     OMA60-7 
   3        =     SEA60-34 
   4        =     SEA120-4 
   5        =     SEA120-28 
   6        =     SEA120-38 
 

M        1         2         3         4          5         6 

1,500 bp 1,500 bp 
1,000 bp 
 

500 bp 
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 3.5.2.2 วเิคราะห์หาระดับความสัมพนัธ์ของเช้ือแอคติโนมัยซีส (phylogenetic) 
  

 เม่ือนาํลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณตาํแหน่ง 16S rDNA ของเช้ือแอคติโนมยัซีสจาํนวน                 
6 ไอโซเลทไดแ้ก่ OMA60-1, OMA60-7, SEA60-34, SEA120-28 และ SEA120-38 มาเปรียบเทียบ
ขอ้มูลใน GenBank พบวา่เช้ือแอคติโนมยัซีสทั้ง 6 ไอโซเลท มีความคลา้ยคลึงกบัเช้ือในสกลุ 
Streptomyces จากนั้นคดัเลือกแอคติโนมยัซีสท่ีมีลาํดบันิวคลีโอไทดค์ลา้ยคลึงกบัตวัอยา่งเช้ือ       
แอคติโนมยัซีสทั้ง 6 ไอโซเลทมาจาํนวน 30 สปีชีส์ นาํลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดม้าทาํการจดัเรียง
ขอ้มูลดว้ยโปรแกรม Phydit จากนั้นนาํไปวิเคราะห์หาความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการของเช้ือดว้ย
โปรแกรม Treecon พบวา่เช้ือ  แอคติโนมยัซีสทั้ง 6 ไอโซเลท จดัอยูใ่นจีนสั Streptomyces แต่การ
จาํแนกในระดบัสปีชีส์ยงัไม่สามารถจดัจาํแนกได ้ เน่ืองจากลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือแอคติโนมยั
ซีสทั้ง 6 ไอโซเลทมีความแตกต่างจากลาํดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือ Streptomyces สปีชีส์ต่างๆ เห็น
ไดจ้ากการท่ีเช้ือแอคติโนมยัซีสทั้ง 6 ไอโซเลท รวมกลุ่มกนัเป็นกระจุกในแขนงท่ีแยกตวัออกมา
จากเช้ือ Streptomyces สปีชีส์ต่างๆ ท่ีคดัเลือกไว ้ โดยเช้ือแอคติโนมยัซีส SEA60-34 มีความ
คลา้ยคลึงกบั SEA120-4 มีระดบัความเช่ือมัน่ของ bootstrap values บน phylogenetic tree เท่ากบั 
100% และ SEA60-34 มีความคลา้ยคลึงกบั SEA120-28, OMA60-1, SEA120-38 และ OMA60-7  
ซ่ึงมีระดบัความเช่ือมัน่ของ bootstrap values บน phylogenetic tree เท่ากบั 81 % (ภาพ 26)     
 เม่ือเปรียบเทียบเปอร์เซ็นตค์วามคลา้ยคลึง (%similarity) ของเช้ือทั้งหมดดว้ยโปรแกรม 
Phydit พบเช้ือแอคติโนมยัซีสไอโซเลท SEA60-34 และ SEA120-4 มีค่าเปอร์เซ็นตค์วามคลา้ยคลึง
กบัเช้ือ Streptomyces yatensis (AF336800) เท่ากบั 97.63 และ 98.36% ตามลาํดบั แต่พบวา่เช้ือ        
แอคติโนมยัซีสทั้ง 2 ไอโซเลทแยกกลุ่มออกมาจาก S. yatensis ส่วนเช้ือแอคติโนมยัซีสไอโซเลท 
SEA120-28, OMA60-1, SEA120-38 และ OMA60-7 มีเปอร์เซ็นตค์วามคลา้ยคลึงกบัเช้ือ         
Streptomyces สปีชีส์อ่ืน ท่ีคดัเลือกมาในช่วง 90.2-95.3% (ภาคผนวก ค) ซ่ึงการท่ีค่าเปอร์เซ็นต์
ความคลา้ยคลึงของยนี 16S rRNA ตํ่ากวา่ 97% บ่งช้ีวา่เช้ือดงักล่าวน่าจะเป็นเช้ือแอคติโนมยัซีสสาย
พนัธ์ุใหม่ ซ่ึงจากการทดลองอาจเป็นไปไดว้า่เช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีแยกไดจ้ากดินอุทยานสุเทพปุย มี
ความหลากหลายอยูสู่ง และอาหาร SEA ท่ีใชใ้นการแยกเช้ือแอคติโนมยัซีสอาจสามารถแยก
เช้ือจุลินทรียท่ี์ตามปกติไม่เจริญในอาหารทัว่ไปไดดี้ จะเห็นไดว้า่เช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีมี
ประสิทธิภาพและเลือกมาทาํการศึกษานั้นส่วนมากมาจากเช้ือท่ีแยกไดจ้ากอาหาร SEA สอดคลอ้ง
กบัการรายงานของ Takefumi et al. (2005) พบอาหาร soil extract agar (SEA) สามารถแยก
เช้ือจุลินทรียไ์ดดี้และมีความหลากหลาย โดยพบวา่โคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร SEA มีขนาดโคโลนีท่ี
เลก็ และเจริญชา้  
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ภาพ 26 Phylogenetic tree ของเช้ือแอคติโนมยัซีสไอโซเลท OMA60-1, OMA60-7, SEA60-34,      

 SEA120-28 และ SEA120-38  
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การทดลองที ่4: การทดสอบประสิทธิภาพของนํา้กรองเลีย้งเช้ือแอคตโินมัยซีส กบัเมลด็พนัธ์ุพริก 

  และต้นกล้าพริก  

4.1   การทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลีย้งเช้ือแอคตโินมัยซีสกบัเมลด็พนัธ์ุพริกบนจานอาหาร   
เลีย้งเช้ือ 

 จากการทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) 
และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) จาํนวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ OMA60-7, 
SEA60-34 และ SEA120-28 ต่อการงอกของเมลด็พริกหนุ่มพนัธ์ุพื้นเมือง และพนัธ์ุการคา้ โดยแช่
เมลด็พนัธ์ุพริกทั้งสองชนิดในอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสชนิด NF และ F ไอโซเลทต่างๆ เป็น
เวลา 12 ชัว่โมง จากนั้นเพาะบนกระดาษช้ืนเป็นเวลา 14 วนั บนัทึกจาํนวนเมลด็พริกท่ีงอก และนาํ
ขอ้มูลท่ีไดม้าวิเคราะห์ทางสถิติแบบ factorial in CRD พบวา่เมลด็พริกพนัธ์ุพื้นเมือง และพนัธ์ุ
การคา้ ท่ีผา่นการแช่ในอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีส NF มีเปอร์เซ็นตก์ารงอกอยูใ่นช่วง          
95.0-97.0% และ 94.0-97.0% ตามลาํดบั สาํหรับเมลด็พริกท่ีแช่ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิด F มี
เปอร์เซ็นตก์ารงอกอยูใ่นช่วง 97.0-99.0% และ 91.0-96.0% ตามลาํดบั ซ่ึงเมลด็พริกทั้ง 2 พนัธ์ุ ท่ี
ผา่นการแช่ในอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสชนิด NF และ F ในแต่ละไอโซเลท มีเปอร์เซ็นตก์าร
งอกไม่แตกต่างกนัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% เม่ือเทียบกบัชุดควบคุมท่ีแช่ในนํ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือ แช่ใน
อาหาร EPM และแช่ในเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis ผลิตภณัฑท์างการคา้ในอตัราแนะนาํ              
(1×109 CFU/g) พบวา่เมลด็พริกพนัธ์ุพื้นเมืองมีเปอร์เซ็นตก์ารงอกเท่ากบั 99.0, 93.0 และ 90.5% 
ตามลาํดบั สาํหรับเมลด็พริกพนัธ์ุการคา้มีเปอร์เซ็นตก์ารงอกเท่ากบั 95.0, 98.0 และ 97.0% 
ตามลาํดบั และไม่พบการเจริญของเช้ือราท่ีติดมากบัเมลด็พนัธ์ุพริกทั้ง 2 พนัธ์ุ (ตาราง 20, ภาพ 27) 
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ตาราง 20 เปอร์เซ็นตก์ารงอกของเมลด็พริก ท่ีผา่นการแช่ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือ 
แอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) 
เป็นเวลา 12 ชัว่โมง บนัทึกผลภายหลงัจากเพาะบนกระดาษช้ืน เป็นเวลา 14 วนั 

 

กรรมวิธี 
เช้ือ 

แอคติโนมยัซีส 
เปอร์เซ็นตก์ารงอกของเมลด็พริกหนุ่ม1 
พนัธ์ุพื้นเมือง พนัธ์ุการคา้ 

         ชุดควบคุม 
แช่ในนํ้ากลัน่ฆ่าเช้ือแลว้ 

 

 
99.00 a2 

 
95.00 ab 

แช่ในอาหาร EPM3 93.00 ab 98.00 ab 
แช่ใน Bacillus subtilis4 90.50 b 97.00 ab 

แช่ใน NF 
OMA60-7 96.00 ab 97.00 ab 
SEA60-34 95.00 ab 94.00 ab 

SEA120-28 97.00 ab 94.00 ab 

แช่ใน F 
OMA60-7 97.00 ab 92.00 ab 
SEA60-34 99.00 a 91.00 b 

SEA120-28 98.00 ab 96.00 ab 
LSD (p=0.05) 2.63 

                             CV (%) 5.81 
 

1ค่าเฉล่ียจากการทดลองละ 4 ซํ้า (ซํ้าละ 25 เมลด็) 
2ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ เปรียบเทียบโดยวิธี     
 least significant difference ท่ีความเช่ือมัน่ 95% 
3EPM  = enzyme production medium 
4Bacillus subtilis = ตามอตัราแนะนาํ (1×109 CFU/g) 

 
 
 
 
 
 
\ 
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ภาพ 27 การงอกของเมลด็พริกหนุ่มพนัธ์ุพื้นเมือง และพนัธ์ุการคา้ ภายหลงัการเพาะเมลด็บน 

กระดาษช้ืน 14 วนั โดยแช่เมลด็ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) 
และ อาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 

 
 

 
 
 

 
 
 
 

water            EPM          B. subtilis 

OMA60-7     SEA60-34    SEA120-28 

   water          EPM         B. subtilis 

OMA60-7     SEA60-34    SEA120-28 

water            EPM          B. subtilis 

OMA60-7     SEA60-34    SEA120-28 

water            EPM          B. subtilis 

OMA60-7     SEA60-34    SEA120-28 

 เมลด็พริกพนัธ์ุพืน้เมือง (NF)                 เมลด็พริกพนัธ์ุพืน้เมือง (F)   

เมลด็พริกพนัธ์ุการค้า (NF)     เมลด็พริกพนัธ์ุการค้า (F)   
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4.2 การทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลีย้งเช้ือแอคตโินมัยซีสในการควบคุมเช้ือรา  
      Colletotrichum spp. กบัต้นกล้าพริก ในสภาพโรงเรือน 
 

 4.2.1 การทดสอบกบัต้นกล้าพริกทีเ่มลด็ผ่านการแช่ในอาหารเลีย้งเช้ือแอคติโนมัยซีส 

 จากการนาํเมลด็พริกหนุ่มพนัธ์ุพื้นเมือง และพนัธ์ุการคา้ ท่ีผา่นการแช่ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
ไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) ของ
เช้ือแอคติโนมยัซีสจาํนวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ OMA60-7, SEA60-34 และ SEA120-28 มาเพาะเล้ียง
เป็นเวลา 45 วนั พบตน้กลา้พริกพนัธ์ุพื้นเมือง (ภาพ 28A) และ พนัธ์ุการคา้ (ภาพ 28B) ท่ีผา่นการแช่
อาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสชนิด NF และ F มีการเจริญเติบโตเท่ากบัชุดควบคุมท่ีแช่เมลด็ดว้ยนํ้า
กลัน่ฆ่าเช้ือ แช่ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ EPM และแช่ดว้ยเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis โดยตน้พริกมีลาํตน้
แขง็แรงสมบูรณ์ มีส่วนสูงของลาํตน้เฉล่ีย 43.6 เซนติเมตร เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีมี
ส่วนสูงของลาํตน้เฉล่ีย 44.5 เซนติเมตร  
 เม่ือนาํตน้กลา้พริกอาย ุ 45 วนั ทั้ง 2 พนัธ์ุ ท่ีผา่นการแช่เมลด็ในอาหารเล้ียงเช้ือ                 
แอคติโนมยัซีสชนิด NF และ F จาํนวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ OMA60-7, SEA60-34 และ SEA120-28 
มาปลูกเช้ือรา Colletotrichum sp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก ไอโซเลท Cg60 (HR) ดว้ย spore 
suspension ความเขม้ขน้ 106 สปอร์/มิลลิลิตร จากนั้นบนัทึกผลการเกิดโรคภายหลงัการปลูกเช้ือ
เป็นเวลา 10 วนั และคาํนวณหาเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค วิเคราะห์ผลทางสถิติดว้ยวิธี factorial in 
CRD พบวา่เมลด็พริกพนัธ์ุพื้นเมืองท่ีผา่นการแช่ในอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสชนิด NF จาํนวน 
3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ SEA60-34 , SEA120-28 และ OMA60-7 มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคเท่ากบั 76.7, 
80.4 และ 83.6% ตามลาํดบั ซ่ึงไม่ต่างกบัชุดควบคุมท่ีแช่เมลด็ใน B. subtilis มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิด
โรคเท่ากบั 77.7% ส่วนชุดควบคุมท่ีแช่เมลด็ในนํ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ และในอาหาร EPM มี
เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคเท่ากบั 90.6 และ 90.5% ตามลาํดบั สาํหรับเมลด็พริกท่ีแช่ในอาหารล้ียงเช้ือ
แอคติโนมยัซีสชนิด F จาํนวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ OMA60-7, SEA120-28 และ SEA60-34 มี
เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคเท่ากบั 86.9, 87.0 และ 88.1% ตามลาํดบั ซ่ึงแตกต่างกบัการแช่เมลด็ใน NF 
อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (ตาราง 21, ภาพ 29A) กรณีของเมลด็พริกพนัธ์ุ
การคา้ท่ีผา่นการแช่ในอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสชนิด NF จาํนวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่       
SEA60-34 , SEA120-28 และ OMA60-7 มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคเท่ากบั 63.9, 72.2 และ 75.0% 
ตามลาํดบั ซ่ึงไม่แตกต่างกบัชุดควบคุมท่ีแช่เมลด็ใน B. subtilis มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคเท่ากบั 
69.5% ส่วนชุดควบคุมท่ีแช่เมลด็ในนํ้ากลัน่ท่ีฆ่าเช้ือแลว้ และอาหาร EPM มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค
เท่ากบั 86.1 และ 88.0% ตามลาํดบั สาํหรับเมลด็ท่ีแช่อาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสชนิด F จาํนวน 
3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ SEA60-34 , SEA120-28 และ OMA60-7 มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคเท่ากบั 82.7, 
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83.7 และ 87.5% ตามลาํดบั ซ่ึงแตกต่างจากการแช่เมลด็ใน NF อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 95% (ตาราง 21, ภาพ 29B) 
 เม่ือเปรียบเทียบเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคของเมลด็พริกพนัธ์ุพื้นเมือง และพนัธ์ุการคา้ท่ีผา่น
การแช่ NF ของเช้ือแอคติโนมยัซีสทั้ง 3 ไอโซเลท มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคอยูใ่นช่วง 63.9-75.0% 
และ 76.7%-83.6% ตามลาํดบั ส่วนเมลด็พริกพนัธ์ุการคา้ และพนัธ์ุพื้นเมืองท่ีผา่นการแช่ F มี
เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคอยูใ่นช่วง 82.6%-87.5% และ 86.9%-88.1% ตามลาํดบั จะเห็นไดว้า่เมลด็
พริกพนัธ์ุการคา้มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคนอ้ยกวา่พนัธ์ุพื้นเมือง อาจเป็นไปไดว้า่เมลด็พริกพนัธ์ุ
การคา้ผา่นการคลุกเมลด็ดว้ยสารป้องกนักาํจดัโรคพืช หรือเป็นเมลด็พนัธ์ุท่ีไดรั้บการปรับปรุงพนัธ์ุ
ใหแ้ขง็แรง และทนต่อสภาวะการเกิดโรคไดดี้กวา่เมลด็พริกพนัธ์ุพื้นเมือง 
 นอกจากน้ีเม่ือเปรียบเทียบเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคจากเมลด็พริกทั้ง 2 พนัธ์ุ ท่ีผา่นการแช่ใน
อาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสชนิด F มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคสูงกวา่เมลด็พริกท่ีแช่ในอาหารเล้ียง
เช้ือแอคติโนมยัซีสชนิด F อาจเกิดจากอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสชนิด NF ยงัมีเช้ือ                 
แอคติโนมยัซีสอยู ่ ซ่ึงเช้ือแอคติโนมยัซีสนั้นอาจจะผลิตสารทุติยภูมิออก และเช้ือแอคติโนมยัซีส
อาจติดอยกูบัเมลด็พนัธ์ุ ซ่ึงเม่ือนาํเมลด็พนัธ์ุนั้นมาปลูกอาจมีเช้ือแอคติโนมยัซีสเจริญอยูใ่นดินท่ี
ปลูกนั้น ซ่ึงเช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีเจริญอยูอ่าจไปมีผลทาํใหต้น้พริกสามารถทนต่อการเกิดโรค จึงทาํ
ใหมี้เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคตํ่า เม่ือเทียบกบัการแช่เมลด็ในนํ้าเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสชนิด F ทั้งน้ี
อาจมีการศึกษาต่อไป 
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A: ต้นกล้าพริกพนัธ์ุพืน้เมือง 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 

B: ต้นกล้าพริกพนัธ์ุการค้า 
 

ภาพ 28 ลกัษณะตน้กลา้พริกอาย ุ45 วนั ท่ีเมลด็ผา่นการแช่ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือ       
แอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F)  

               *1 = แช่เมลด็ในนํ้ากลัน่ฆ่าเช้ือแลว้ 
 2 = แช่เมลด็ในอาหารเหลวเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีส EPM (enzyme production medium)  
 3 = แช่เมลด็ในเช้ือแบคทีเรีย Bacillus subtilis (ผลิตภณัฑท์างการคา้) 
 4 = แช่เมลด็ในอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีส OMA60-7   
 5 = แช่เมลด็ในอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีส SEA60-34   
 6 = แช่เมลด็ในอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีส SEA120-28   

 
 

        1            2              3 
             ชุดควบคุม 

    4            5            6  
F 

   4            5            6  
                       NF 

              1*            2              3 
             ชุดควบคุม 

    4            5            6  
F 

   4            5            6  
                       NF 
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ตาราง 21 เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคบนตน้กลา้พริกอาย ุ 45 วนั ท่ีเมลด็ผา่นการแช่อาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่
กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสท่ีกรองเช้ือ          
แอคติโนมยัซีสออก (F) บนัทึกผลการทดลองภายหลงัการปลูกเช้ือรา Colletotrichum sp. 
ไอโซเลท Cg60 (HR) เป็นเวลา 10 วนั 

 

กรรมวิธี ไอโซเลท 
เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค1 

พนัธ์ุพื้นเมือง พนัธ์ุการคา้ 
              ชุดควบคุม 

แช่ดว้ยนํ้ากลัน่ฆ่าเช้ิอแลว้ 
  

90.55 a2 
 

86.09 abc 
              แช่ดว้ยอาหาร EPM3 90.53 a 88.00 ab 
              Bacillus subtilis4 77.67 bcde 69.45 ef 

แช่ใน NF 
OMA60-7 83.56 abcd 75.00 cdef 
SEA60-34 76.67 bcd 63.89 f 
SEA120-28 80.44 abcde 72.22 def 

แช่ใน F 
OMA60-7 86.88 abc 83.65 abcd 
SEA60-34 88.11 ab 82.65 abcd 
SEA60-28 87.00 abc 87.46 abc 

LSD (p=0.05) 12.72  
                                   CV (%) 5.07  
 

1ค่าเฉล่ียจากการทดลอง 5 ซํ้ า 
2ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ เปรียบเทียบโดยวิธี 
least significant difference ท่ีความเช่ือมัน่ 95% 
3EPM  = enzyme production medium 
4Bacillus subtilis = ตามอตัราแนะนาํ (1×109 CFU/g) 
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                                  A: พริกหนุ่มพนัธ์ุพืน้เมือง 
 

ภาพ 29 อาการบนใบของตน้กลา้พริกอาย ุ45 วนั ท่ีผ่านการแช่เมลด็พริกในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่
กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) 
จาํนวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ OMA60-7, SEA60-34 และ SEA120-28 ภายหลงัการปลูกเช้ือรา 
Colletotrichum sp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก ไอโซเลท Cg60 (HR: highly resistant) 
เป็นเวลา 10 วนั 

    OMA60-7              SEA60-34             SEA120-28  

 OMA60-7 (F)        SEA60-34 (F)        SEA120-28 (F)  

         water                    EPM               Bacillus subtilis     

ชุดควบคุม 

NF 

F 
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                           B: พริกหนุ่มพนัธ์ุการค้า 
 

ภาพ 29 (ต่อ) อาการบนใบของตน้กลา้พริกอาย ุ45 วนั ท่ีผา่นการแช่เมลด็พริกดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
ไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก 
(F) จาํนวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ OMA60-7, SEA60-34 และ SEA120-28 ภายหลงัการปลูก
เช้ือรา Colletotrichum sp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก ไอโซเลท Cg60 (HR: highly 
resistant) เป็นเวลา 10 วนั 

         water                    EPM                Bacillus subtilis     

 OMA60-7 (NF)     SEA60-34 (NF)    SEA120-28 (NF) 

 OMA60-7 (F)         SEA60-34 (F)        SEA120-28 (F)  

ชุดควบคุม 

NF 

F 
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4.2.2 การฉีดพ่นอาหารเลีย้งเช้ือแอคติโนมัยซีสกบัต้นกล้าพริก 
 

 จากการนาํอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) จาํนวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ OMA60-7, SEA60-34 และ     
SEA120-28 ท่ีมีประสิทธิภาพในการควบเช้ือรา Colletotrichum sp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก
ในหอ้งปฏิบติัการไดดี้ มาทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือรา Colletotrichum sp. สาเหตุโรค 
แอนแทรคโนสพริก ไอโซเลท Cg60 (HR) ท่ีตา้นทานต่อสารกาํจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมในระดบัสูง 
โดยกรรมวิธีการฉีดพน่ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสชนิด NF และ F 2 วิธี ไดแ้ก่ ฉีดพน่ก่อน 
และหลงัการปลูกเช้ือราสาเหตุเป็นเวลา 12 ชัว่โมง ดว้ย spore suspension ความเขม้ขน้                 
106 สปอร์/มิลลิลิตร โดยทดสอบกบัตน้กลา้พริกหนุ่มพนัธ์ุการคา้ท่ีมีอาย ุ45 วนั บนัทึกผลหลงัปลูก
เช้ือราสาเหตุเป็นเวลา 10 วนั โดยวดัระดบัการเกิดโรค คาํนวณหาเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค และนาํ
ขอ้มูลท่ีไดม้าวิเคราะห์ทางสถิติแบบ factorial in CRD พบวา่การฉีดพน่ NF และ F ก่อนปลูกเช้ือรา
สาเหตุมีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคอยูใ่นช่วง 38.3-46.7% และ 55.0-58.3% ตามลาํดบั ในขณะท่ีชุด
ควบคุมคือฉีดพน่ดว้ยอาหาร EPM หลงัปลูกเช้ือราสาเหตุตาม มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคเท่ากบั 
91.0% สาํหรับการฉีดพน่ NF และ F ภายหลงัปลูกเช้ือราสาเหตุมีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคอยูใ่นช่วง 
41.0-46.0% และ 58.3-61.3% ตามลาํดบั ในขณะท่ีชุดควบคุมคือ ฉีดพน่ดว้ยอาหาร EPM ก่อน และ
หลงัการปลูกเช้ือราสาเหตุมีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคเท่ากบั 91.0 และ 89.67% ตามลาํดบั (ตาราง 22, 
ภาพ 30 และ 31) นอกจากน้ีเม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการฉีดพน่ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ                
แอคติโนมยัซีสชนิด NF กบัการฉีดพน่ดว้ย B. subtilis ตามอตัราแนะนาํ (1×109 CFU/g) ทั้ง 2 วิธี 
ไดแ้ก่ การฉีดพน่ก่อน และหลงัการปลูกเช้ือราสาเหตุ พบวา่มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคเท่ากบั 44.7% 
และ 45.3% ตามลาํดบั ซ่ึงไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 99% ส่วน
การฉีดพน่ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสชนิด F มีความแตกต่างกบัการฉีดพน่ดว้ย B. subtilis 
อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 99% 
 จากการทดลองจะเห็นไดว้า่อาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเอาเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) มี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือรา Colletotrichum sp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริกไดดี้กวา่อาหาร
เล้ียงเช้ือท่ีกรองเอาเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะในอาหารเล้ียงเช้ือชนิด NF มีเช้ือ
แอคติโนมยัซีสเจริญอยู ่ และสามารถผลิตสารทุติยภูมิต่างๆออกมาได ้ จึงทาํใหไ้ปยบัย ั้งการเจริญ
ของเช้ือราสาเหตุโรคพืชไดมี้ประสิทธิภาพดีกวา่ เน่ืองจากอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเอาเช้ือ               
แอคติโนมยัซีสออก (F) อาจมีสารทุติยภูมิในปริมาณท่ีจาํกดั และไม่มีประสิทธิภาพพอท่ีจะยบัย ั้ง
การเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคพืชได ้ สอดคลอ้งกบัรายงานของ Mutitu et al. (2008) ท่ีใชส้าร     
ทุติยภูมิท่ีไดจ้ากการเล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสในอาหารเหลว มาฉีดพน่บนตน้กลา้มะเขือเทศ ก่อน 
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และหลงัการปลูกเช้ือรา Phytophthora sp. สาเหตุโรคใบไมใ้นมะเขือเทศ พบวา่สารทุติยภูมิท่ีได้
จากเช้ือแอคติโนมยัซีส ไอโซเลท 28P และ CS35 สามารถควบคุมการเจริญของเช้ือราสาเหตุได ้
30.8 และ 19.8% ตามลาํดบั 
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ตาราง 22     เปรียบเทียบประสิทธิภาพอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) และ 
อาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) ในการควบคุมเช้ือรา 
Colletotrichum sp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก ไอโซเลท Cg60 (HR) ดว้ยวิธีการ
ฉีดพน่ NF และ F เช้ือแอคติโนมยัซีสก่อน และหลงัการปลูกเช้ือราสาเหตุ (บนัทึกผล
หลงัปลูกเช้ือสาเหตุ 10 วนั) 

 

กรรมวธีิ เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค1 
ชุดควบคุม   
ไม่ทาํการปลกูเช้ือราสาเหตุ 0.00 a2 
ปลกูเช้ือราสาเหตุ 92.67 b 
พน่อาหารเล้ียงเช้ือ EPM3 + ปลกูเช้ือราสาเหตุ 91.00 b 
พน่แบคทีเรีย Bacillus subtilis4 + ปลกูเช้ือราสาเหตุ  44.67 e 
ปลกูเช้ือราสาเหตุ + พน่อาหารเล้ียงเช้ือ EPM  89.67 b 
ปลกูเช้ือราสาเหตุ + พน่แบคทีเรีย Bacillus subtilis  45.33 e 
ชุดทดสอบ  
พน่ NF ไอโซเลท OMA60-7 + ปลกูเช้ือราสาเหตุ  42.00 e 
พน่ NF ไอโซเลท SEA60-34 + ปลกูเช้ือราสาเหตุ  38.34 e 
พน่ NF ไอโซเลท SEA120-28 + ปลกูเช้ือราสาเหตุ  46.70 de 
พน่ F ไอโซเลท OMA60-7 + ปลูกเช้ือราสาเหตุ  58.33 c 
พน่ F ไอโซเลท SEA60-34 + ปลกูเช้ือราสาเหตุ  55.00 cd 
พน่ F ไอโซเลท SEA120-28 + ปลกูเช้ือราสาเหตุ  58.33 c 
ปลกูเช้ือราสาเหตุ + พน่ NF ไอโซเลท OMA60-7 43.00 e 
ปลกูเช้ือราสาเหตุ + พน่ NF ไอโซเลท SEA60-34 41.03 e 
ปลกูเช้ือราสาเหตุ + พน่ NF ไอโซเลท SEA120-28 46.00 de 
ปลกูเช้ือราสาเหตุ + พน่ F ไอโซเลท OMA60-7 58.33 c 
ปลกูเช้ือราสาเหตุ + พน่ F ไอโซเลท SEA60-34 60.00 c 
ปลกูเช้ือราสาเหตุ + พน่ F ไอโซเลท SEA120-28 61.33 c 

LSD (p=0.01) 9.32 
                                                     CV (%) 9.56 
1ค่าเฉล่ียคิดจากการทดลอง 3 ซํ้ า 
2ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ เปรียบเทียบโดยวธีิ least significant 
difference ท่ีความเช่ือมัน่ 99% 
4EPM  = enzyme production medium 
3Bacillus subtilis = ตามอตัราแนะนาํ (1×109 CFU/g) 
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ภาพ 30  อาการบนใบของตน้กลา้พริกอาย ุ45 วนั ท่ีผา่นการฉีดพน่ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเอา

เช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเอาเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) 
จาํนวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ OMA60-7, SEA60-34 และ SEA120-28 ก่อนปลูกเช้ือรา 
Colletotrichum sp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก ไอโซเลท Cg60 (highly resistant) 

  OMA60-7 (NF)        SEA60-34 (NF)      SEA120-28 (NF) 

  OMA60-7 (F)           SEA60-34 (F)           SEA120-28 (F) 

ปลูกเช้ือราสาเหตุ                 EPM                Bacillus subtilis     

ชุดควบคุม 

       NF 

          F 
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ภาพ 31   อาการบนใบของตน้กลา้พริกอาย ุ45 วนั ท่ีผา่นการปลูกเช้ือรา Colletotrichum sp. สาเหตุ

โรคแอนแทรคโนสพริก ไอโซเลท Cg60 (highly resistant) เป็นเวลา 12 ชัว่โมง แลว้ฉีด
พน่ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเอาเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
กรองเอาเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) จาํนวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ OMA60-7, SEA60-34 
และ SEA120-28  

     OMA60-7                  SEA60-34               SEA120-28 

ชุดควบคุม 

       NF 

         F 

     OMA60-7                 SEA60-34                SEA120-28  

ปลูกเช้ือราสาเหตุ               EPM                  Bacillus subtilis    
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4.2.3 การทดสอบการก่อให้เกดิโรคของอาหารเลีย้งเช้ือแอคติโนมัยซีสกบัต้นกล้าพริก ในสภาพ 
         โรงเรือน 
 ทดสอบความสามารถในการทาํใหเ้กิดโรคของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือ 
แอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) โดยฉีดพน่อาหาร
เล้ียงเช้ือแอคติโนมยัซีสชนิด NF และ F จาํนวน 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ OMA60-1, SEA60-34 และ 
SEA120-28 บนตน้กลา้พริกอาย ุ45 วนั พบวา่ภายหลงัจากฉีดพน่ NF และ F เป็นระยะเวลา 10 วนั 
ตน้กลา้พริกไม่แสดงอาการผดิปกติใดๆ เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีฉีดพน่ดว้ยอาหาร EPM 
(ภาพ 32)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 32 อาการบนใบของตน้กลา้พริกอาย ุ45 วนั ภายหลงัฉีดพน่อาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่กรองเช้ือ 

แอคติโนมยัซีสออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือท่ีกรองเช้ือแอคติโนมยัซีสออก (F) เป็นเวลา 
10 วนั 

 
 
 
 

     OMA60-7                SEA60-34                SEA120-28  

     OMA60-7                SEA60-34                SEA120-28  

     NF 

     F 
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