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บทที ่4 
ผลการทดลอง และวจิารณ์ผลการทดลอง 

               

การทดลองที ่1 : การทดสอบความต้านทานของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรค              
  แอนแทรคโนสมะม่วงต่อสารก าจัดเช้ือราคาร์เบนดาซิม  

1.1 การแยกเช้ือราบริสุทธ์ิ และเกบ็รวบรวมเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรค                 
แอนแทรคโนสมะม่วง 

จากการเก็บตวัอยา่งใบและผลมะม่วงทั้งหมด 17 พนัธ์ุ (ตาราง 12) ท่ีแสดงอาการของโรค           
แอนแทรคโนสจากแหล่งต่างๆ ไดแ้ก่ สวน และตลาดในจงัหวดัเชียงใหม่ ล าพนู นครนายก และ
พิษณุโลก น ามาตรวจภายใตก้ลอ้ง stereo microscope พบวา่แผลมีลกัษณะเป็นจุดสีด าขนาดใหญ่ 
รูปร่างกลมจนถึงรูปร่างไม่แน่นอน มีขนาดแตกต่างกนัไป (ภาพ 24A) และบางแผลจะมีกลุ่มของ 
โคนิเดียลกัษณะเป็นหยดสีส้ม (spore mass) อยูบ่นแผล (ภาพ 24B) ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ี เม่ือแยก
เช้ือบริสุทธ์ิดว้ยวธีิ tissue transplanting method สามารถแยกเช้ือราสาเหตุไดท้ั้งหมด 150 ไอโซเลท 
โดยแยกไดจ้ากใบ 46 ไอโซเลท จากมะม่วง 16 สายพนัธ์ุ และจากผล 104 ไอโซเลท จากมะม่วง 8 
สายพนัธ์ุ (ภาคผนวก ค) เม่ือบ่มเช้ือไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 3 วนั จะเร่ิมปรากฏเส้นใยเช้ือราเจริญ
บนผวิหนา้อาหาร PDA และเส้นใยจะเจริญเตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือภายใน 7 - 10 วนั ซ่ึงสามารถ
แบ่งโคโลนีออกไดเ้ป็น 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ สีขาว (83.33 เปอร์เซนต)์ สีเทาขาว (12 เปอร์เซนต)์ และสีเทา
เขม้จนถึงด า (4.67 เปอร์เซนต)์ เม่ือระยะเวลานานข้ึนโคโลนีในกลุ่มสีขาวจะมีสีเขม้ข้ึนจนกลายเป็น
สีเทา บางไอโซเลทจะสร้าง spore mass สีส้มตรงกลางโคโลนี และพบวา่เม่ือเล้ียงเป็นเวลานานข้ึน 
เช้ือจะสร้างเมด็สเคลอโรเตียสีด ารอบๆ โคโลนี (ภาพ 25) 

เม่ือตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือราน้ีภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 400 
เท่า พบโคนิเดียของเช้ือรามีเซลลเ์ดียว รูปไข่ หวัทา้ยมน (cylindrical) ลกัษณะใส ไม่มีสี มีขนาดอยู่
ในช่วง 16.46-18.65 × 3.94-4.47 ไมโครเมตร (ภาพ 24C) สอดคลอ้งกบัการรายงานของ Sutton 
(1992)  กล่าววา่ ลกัษณะทัว่ไปของเช้ือรา C. gloeosporioides คือ สร้างเส้นใยฝังอยูใ่นผวิพืช เส้นใย
ไม่มีสี หรือสีน ้าตาลอ่อนจนถึงน ้าตาลแก่ แตกก่ิงกา้น มีผนงักั้นโคนิเดียม เกิดบนกา้นโคนิดิโอฟอร์ 
เช้ือจะสร้างโคนิเดียมเด่ียวๆ ไม่มีสี เซลลเ์ดียว ผนงับาง เรียบ ลกัษณะรูปร่างรูปไข่ หรือยาวรี ตรง 
หรือโคง้งอ อาจจะมี guttule ลกัษณะคลา้ยฟองอากาศอยูภ่ายใน และจากลกัษณะดงักล่าว รวมถึง
การจดัจ าแนกดว้ยวธีิ Polymerace Chain Reaction (PCR) โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีเฉพาะเจาะจง ไดแ้ก่ 
CgInt และ ITS4 เพิ่มปริมาณยนีในส่วน ITS rDNA แลว้ไดผ้ลผลิตขนาด 450 คู่เบส (ภาพ 29) ท าให้
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ทราบแน่ชดัวา่เช้ือราสาเหตุท่ีแยกได ้คือเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides ตามหลกัเกณฑก์าร
จ าแนกของ Sutton (1992) สอดคลอ้งกบัรายงานของ Bailey and Jeger (1992) รายงานไวว้า่                         
โรคแอนแทรคโนสเป็นโรคท่ีส าคญัโรคหน่ึงของมะม่วง เกิดจากเช้ือรา C. gloeosporioides                      
ซ่ึงเขา้ท าลายในส่วนต่างๆ ของมะม่วง และสามารถเกิดข้ึนไดทุ้กระยะการเจริญเติบโตของมะม่วง 
และเม่ือเข่ียเส้นใยของเช้ือราไปตรวจสอบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 400 เท่า พบเส้นใย                        
ใส ไม่มีสี และมีผนงักั้น (ภาพ 24D) นอกจากน้ี พบวา่โคนิเดียของเช้ือรามีลกัษณะเหมือนกนักบัท่ี
ตรวจพบบนส่วนของพืชท่ีเป็นโรค คือ รูปไข่ หวัทา้ยมน เซลลเ์ดียว ใส ไม่มีสี 
 
 
 

 
 

 

ภาพ 24 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรค                         
แอนแทรคโนสมะม่วง; A: ลกัษณะแผลบนผลมะม่วง, B: กลุ่มโคนิเดียสีส้มบนผลมะม่วง, 
C: โคนิเดีย (40X) และ D: เส้นใย 
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ตาราง 12 เช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสจากมะม่วงสายพนัธ์ุ
ต่างๆ ท่ีแยกได ้

 

สายพนัธ์ุ ช่ือย่อ 

จ านวนเช้ือราที่แยกได้ (ไอโซเลท) 

บริเวณทีแ่ยก 

ใบ ผล 
เจา้คุณทิพย ์ CKT 1 - 
โชคอนนัต ์ CAN 4 19 
ฟ้าลัน่ FL 2 2 
แกว้ K 3 5 
เขียวมรกต KMK 5 7 
เขียวเสวย KSW 4 - 
ล้ินงูเห่า LNH 1 - 
มหาชนก MCN 9 - 
มนัขนุศรี MKS 2 - 
น ้าดอกไม ้ NDM 6 53 
นารีลืมรัง NLR 2 - 
อกร่อง OR 1 1 
พิมเสน PS 2 4 
แรด R 1 - 
ศาลายา SLY 1 - 
ตลบันาค TLN 2 - 
เพชรบา้นลาด PBL - 13 

รวม  46 104 
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ภาพ 25 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนส
มะม่วงบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) อาย ุ10 วนั 

 
การตั้งช่ือเช้ือรา 
 ตั้งช่ือเช้ือราโดยใชอ้กัษรยอ่ตามช่ือพนัธ์ุมะม่วงท่ีแยกมาได ้ ดงัน้ี เจา้คุณทิพย ์ (CKT),                  
โชคอนนัต ์(CAN), ฟ้าลัน่ (FL), แกว้ (K), เขียวมรกต (KMK), เขียวเสวย (KSW), ล้ินงูเห่า (LNH),  
มหาชนก (MCN), มนัขนุศรี (MKS), น าดอกไม ้ (NDM), นารีลืมรัง (NLR), อกร่อง (OR),                   
เพชรบา้นลาด (PBL), พิมเสน (PS), แรด (R), ศาลายา (SLY) และ ตลบันาค (TLN) ตามดว้ยส่วนท่ี
เป็นโรค คือ ผล (F) หรือ ใบ (L) และล าดบัไอโซเลท (1, 2, 3 ถึง 150) (ภาพ 26) 
 
 

 
 

 

ภาพ 26 อกัษรยอ่แสดงการตั้งช่ือเช้ือรา 
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1.2 การทดสอบความสามารถในการท าให้เกดิโรคของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides บน           
ผลมะม่วง (Pathogenisity test) 

จากการพิสูจน์เช้ือราสาเหตุของโรคดว้ยการปลูกเช้ือบนผลม่วง โดยใชม้ะม่วงพนัธ์ุ
น ้าดอกไมสุ้กท่ีปราศจากโรคและแมลง สุ่มเช้ือสาเหตุของโรคทั้งสายพนัธ์ุ highly resistance (HR) 
moderately resistance (MR) และ sensitive (S) มาทั้งหมด 58 ไอโซเลท (ตาราง 13) แลว้ปลูกเช้ือ
บนผลมะม่วงโดยท าแผลท่ีผิวมะม่วงแลว้วางช้ินเช้ือ (culture disc) ผลละ 6 ช้ิน เปรียบเทียบกบั              
ชุดควบคุมคือ อาหาร PDA น าไปเก็บไวใ้นกล่องช้ืน (moist chamber) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เพื่อสังเกต
อาการของโรค พบวา่เช้ือสาเหตุโรคทั้ง 58 ไอโซเลท สามารถก่อใหเ้กิดโรคไดท้ั้งบนใบและบน             
ผลมะม่วงพนัธ์ุน ้าดอกไมท่ี้ไดป้ลูกเช้ือลงไป ภายหลงัจากบ่มเช้ือไวเ้ป็นเวลา 2 วนั พบวา่จะเร่ิม
ปรากฏแผลท่ีมีสีน ้าตาล ซ่ึงเป็นลกัษณะปรากฏโดยทัว่ไปบนพืชท่ีเป็นโรคแอนแทรคโนส และ
หลงัจากปลูกเช้ือเป็นเวลา 4 วนั พบวา่แผลมีสีเขม้ข้ึนจนเกือบด า แผอ่อกเป็นรูปวงกลม เกิดอาการ
ตายของเซลล ์(necrotic) และไหม ้(ภาพ 27) ซ่ึงแผลท่ีปรากฏบนใบนั้นก็มีลกัษณะเช่นเดียวกบัแผล
ท่ีเกิดบนผลมะม่วง ส่วนในชุดควบคุม ไม่ปรากฏแผลหรือลกัษณะอาการของโรคใดๆ (ภาพ 28) 
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ตาราง 13 เช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะม่วงท่ีใชใ้น              
การทดสอบความสามารถในการท าใหเ้กิดโรค 

 

พนัธ์ุ 
ระดบัความต้านทานต่อสารป้องกนัก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิม1/ 

HR  MR S 

1. เจา้คุณทิพย ์(CKT) CKT_L044 - - 
2. โชคอนนัต ์(CAN) CAN_F095 

CAN_F146 
- CAN_F125 

CAN_L080 
CAN_L105 

3. ฟ้าลัน่ (FL) FL_F066 - FL_F003 
FL_L079 

4. แกว้ (K) K_F103 - K_L120 
5. เขียวเสวย (KSW) KSW_L085 - KSW_L062 
6. เขียวมรกต (KMK) KMK_F135 

KMK_L058 
- KMK_L088 

7. ล้ินงูเห่า (LNG) - - LNG_L031 
8. มหาชนก (MCN) MCN_L056 - MCN_L059 

MCN_L070 
MCN_L121 

9. มนัขนุศรี (MKS) - - MKS_L086 
10. น ้ าดอกไม ้(NDM) NDM_F002 

NDM_F012 
NDM_F014 
NDM_F018 
NDM_F026 
NDM_F027 
NDM_F038 
NDM_F061 
NDM_F106 
NDM_F110 
NDM_F116 
NDM_F130 
NDM_L078 

NDM_F063 
 

NDM_F006 
NDM_F118 
NDM_L057 
NDM_L067 
NDM_L068 
NDM_L071 
NDM_L096 

11. นารีลืมรัง (NLR) NLR_L047 - NLR_L048 
12. อกร่อง (OR) OR_F126 - OR_L040 
13. เพชรบา้นลาด (PBL) PBL_F033 

PBL_F076 
PBL_F131 

- PBL_F102 

14. พิมเสน (PS) PS_F114 
PS_L082 

- PS_L032 
 

15. แรด (R) - - R_L087 
16. ศาลายา (SLY) - - SLY_L017 
17. ตลบันาค (TLN) TLN_L065 - TLN_L060 

1/ระดบัความตา้นทาน; highly resistant (HR), moderately resistant (MR), sensitive (S):  500 µg/ml,  100 
µg/ml,  1 µg/ml ตามล าดบั 
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ภาพ 27 ลกัษณะอาการของโรคแอนแทรคโนสท่ีเกิดบนผลมะม่วงพนัธ์ุน ้าดอกไมห้ลงัจากปลูก          

เช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides เป็นเวลา 4 วนั 
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ภาพ 28 ลกัษณะอาการของโรคแอนแทรคโนสท่ีเกิดบนใบมะม่วงพนัธ์ุน ้าดอกไมห้ลงัจากปลูก         
เช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides เป็นเวลา 4 วนั 
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1.3 การจัดจ าแนกเช้ือราสาเหตุโรคด้วยเทคนิค Polymerace Chain Reaction (PCR) 
จากการสกดัดีเอน็เอของเช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะม่วงท่ี

ใชใ้นการทดสอบความสามารถในการท าใหเ้กิดโรค 58 ไอโซเลท และเช้ือรา C. capsici ซ่ึงเป็น           
ชุดควบคุม โดยใชชุ้สกดัดีเอ็นเอส าเร็จรูป NucleoSpin® Plant Kit ร่วมกบัไนโตรเจนเหลว แลว้เพิ่ม
ปริมาณดีเอน็เอบางส่วนท่ีต าแหน่ง ITS ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พร์เมอร์ท่ีเฉพาะเจาะจงต่อเช้ือรา 
C. gloeosporioides CgInt forward (5’-GGC CTC CCG CCC CCG GGCGC-3’) และ ITS4 reverse 
(5’-GCA TAT CAA TAA GCG GAGGA-3’) (White et al., 1990; Mills et al., 1992; Freeman et 
al., 2000)พบวา่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอเช้ือรา C. gloeosporioides ไดท้ั้ง 58 ไอโซเลท โดยให้
ผลผลิต PCR ขนาด 450 คู่เบส ในขณะท่ีชุดควบคุมคือ ดีเอน็เอของเช้ือรา C. capsici ไม่พบผลผลิต 
PCR (ภาพ 29) ท าใหท้ราบแน่ชดัวา่เช้ือราสาเหตุท่ีแยกได ้คือเช้ือรา C. gloeosporioides  

 

 

 
 

 

ภาพ 29 การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอบางส่วนตรงต าแหน่ง ITS ท่ีเฉพาะเจาะจงต่อการจดัจ าแนกเช้ือรา 
Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะม่วงดว้ยวธีิ Polymerace 
Chain Reaction (PCR) โดยใช ้species-specific primer (CgInt และ ITS4) และใช ้100-bp 
ladder เป็น marker ลูกศรดา้นซา้ยช้ีต าแหน่งของ DNA ขนาด 500 คู่เบส และลูกศรดา้นขวา
แสดงแถบ DNA ของเช้ือราขนาด 450 คู่เบส (group-specific band) 
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1.4 การประเมินระดับความต้านทานของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides ต่อสารป้องกนั
ก าจัดเช้ือราคาร์เบนดาซิม 

จากการประเมินระดบัความตา้นทานของเช้ือรา C. gloeosporioides จ  านวน 150 ไอโซเลท 
ต่อสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมบนอาหาร PDA ท่ีผสมสารคาร์เบนดาซิม 6 ระดบัความเขม้ขน้ 
ดงัน้ี 0, 0.1, 1, 10, 100, 500 และ 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยเล้ียงเช้ือราจาก stock culture บน
อาหาร potato dextrose agar (PDA) ท่ีผสมสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมเป็นเวลา 7 วนั ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง พบเช้ือราท่ีตา้นทานต่อสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมระดบัสูง (HR) จ านวน 112            
ไอโซเลท (74.7 เปอร์เซนต)์ ซ่ึงไดจ้ากการแยกเช้ือจากใบ 18 ไอโซเลท (12 เปอร์เซนต)์ และผล 94 
ไอโซเลท (62.7 เปอร์เซนต)์ และระดบัอ่อนแอ (S) 37 ไอโซเลท (24.7 เปอร์เซนต)์ ซ่ึงไดจ้ากการ
แยกเช้ือจากใบ 28 ไอโซเลท (18.7 เปอร์เซนต)์ และผล 9 ไอโซเลท (6 เปอร์เซนต)์ ส่วนเช้ือราท่ี
ตา้นทานต่อสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมระดบัปานกลาง (MR) มีเพียง 1 ไอโซเลท (0.6 
เปอร์เซนต)์ ซ่ึงแยกไดจ้ากผล (ตาราง 14) โดยในการทดลองคร้ังน้ีไม่พบเช้ือราท่ีตา้นทานระดบัต ่า 
(WR) (ภาพ 30) จากจ านวนเช้ือราท่ีไดท้ดสอบระดบัความตา้นทานต่อสารป้องกนัก าจดัเช้ือรา                                                
คาร์เบนดาซิมเห็นไดว้า่ ส่วนมากเช้ือราสาเหตุโรคท่ีแยกไดจ้ากบริเวณใบจะอ่อนแอต่อสารก าจดั
เช้ือราคาร์เบนดาซิม ในขณะท่ีเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากบริเวณผลจะมีความสามารถในการตา้นทานต่อ
สารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมไดม้ากกวา่ แสดงใหเ้ห็นวา่ในการป้องกนัก าจดัโรคท่ีบริเวณผลมี
แนวโนม้ท่ีจะใชส้ารเคมีก าจดัไดย้าก และในการควบคุมโรคหลงัการเก็บเก่ียวจึงจ าเป็นอยา่งยิง่ท่ีจะ
ใชว้ธีิทางชีวภาพเขา้มาช่วยในการควบคุมโรคต่อไป และเม่ือตรวจสอบเส้นใยเช้ือราสายพนัธ์ุ                
S, MR และ HR ท่ีเล้ียงบนอาหาร PDA พบวา่เช้ือรามีลกัษณะโคโลนีปกติเช่นเดียวกบัเช้ือบริสุทธ์ิท่ี
แยกได ้ แต่เม่ือน าปลายเส้นใยมาตรวจภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 400 เท่า พบเส้นใยของ        
เช้ือราทั้ง 3 สายพนัธ์ุ มีการเจริญท่ีผดิปกติจากเส้นใยท่ีเล้ียงเฉพาะบนอาหาร PDA คือ มีการเจริญ
นอ้ยลง ปลายเส้นใยหงิกงอ และเส้นใยลีบ (ภาพ 31) สอดคลอ้งกบัการศึกษาของกรองจิต (2530)  
เม่ือศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือรา C. gloeosporioides ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์-                
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) พบวา่เส้นใยเช้ือรา Colletotrichum sp. มีการเปล่ียนแปลงไปจาก
เดิม เช่น บวมพอง โป่งกลม เรียงต่อกนัเป็นขอ้ๆ เส้นใยจะเห่ียวและเป็นร่องไปตามยาวเรียงอดัตวั
กนัแน่น และเม่ือตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบ compound microscope พบวา่เช้ือราสร้างสปอร์
ผดิปกติไป เช่น รูปร่างเล็กและผอมลง หรือรูปร่างอว้น และยาวข้ึน หรือหงิกงอ และจากการคน้ควา้
เพิ่มเติมพบวา่สารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมเป็นสารกลุ่มเบนซิมิดาโซล (benzimidazole) ประเภท
ดูดซึม ซ่ึงสอดคลอ้งกบัธรรมศกัด์ิ (2539) ไดร้ายงานวา่ เช้ือสาเหตุโรคพืชหลายชนิดเกิดความ
ทนทานต่อสารในกลุ่มเบนซิมิดาโซล เม่ือมีการใชติ้ดต่อกนัเป็นระยะเวลานาน ซ่ึงจะท าใหเ้ช้ือกลาย
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พนัธ์ุ และทนทานต่อสารก าจดัเช้ือราชนิดนั้นๆ ท าใหไ้ม่สามารถใชส้ารก าจดัเช้ือราชนิดนั้นไดผ้ล
อีกต่อไป โดยส่วนมากการเกิดความตา้นทานในกลุ่มเบนซิมิดาโซลจะเก่ียวขอ้งกบัการกลายพนัธ์ุ
ของยนี beta-tubulin ซ่ึงจะมีผลท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงระดบักรดอะมิโนท่ีต าแหน่งจบัของสาร
เบนซิมิดาโซล (benzimidazole binding site) (Ma and Michailides, 2005) การท่ีสารเบนซิมิดาโซล
เขา้ไปจบักบั beta-tubulin ของเช้ือราอยา่งจ าเพาะเจาะจง จะส่งผลรบกวนการท างานของ 
microtubule โดยจะเขา้ไปจบักบั heterodimeric subunit ของ tubulin molecule ซ่ึงพบวา่การ
ตา้นทานสารเบนซิมิดาโซลของเช้ือรานั้น สารน้ีจะไม่สามารถจบั หรือจบักบั heterodimeric subunit 
ของ tubulin molecule ไดน้อ้ยลง (Davidse, 1986) ซ่ึงมีผลท าใหเ้ช้ือราสาเหตุโรคพืชเกิดความ
ตา้นทานต่อสารน้ี โดยส่วนมากการเกิดความตา้นทานเป็นผลมาจากการเปล่ียนแปลงของล าดบั              
นิวคลีโอไทด ์ (nucleotide) (Seiler, 1975) ของเช้ือราสาเหตุโรคพืชแต่ละชนิดในต าแหน่ง codon 
ต่างๆ การกลายพนัธ์ุท่ีกล่าวมาเป็นการกลายพนัธ์ุในระดบัยนี (gene mutation) จะเกิดการ
เปล่ียนแปลงของเบส (A, T, C และ G) ในยนี โดยอาจเปล่ียนท่ีชนิดของเบส หรือล าดบัของเบส              
ท าใหย้นีเปล่ียนไป มีผลใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนในสารพอลิเพปไทด ์ (polypeptide) ท่ี
สร้างข้ึน โปรตีนท่ีสร้างข้ึนมานั้นเปล่ียนสมบติัทางเคมีไปจากเดิม หรือหมดสภาพไป การ
เปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนเรียกวา่ point mutation มีผลท าใหร้หสัพนัธุกรรมเปล่ียนไปจากเดิม การกลาย
พนัธ์ุในลกัษณะน้ีเป็นแบบการแทนท่ีคู่เบส (base-pair substitution) เกิดจากการมีเบสใดเบสหน่ึงใน
ดีเอ็นเอปกติถูกแทนท่ีดว้ยเบสอีกชนิดหน่ึง จึงท าใหล้ าดบัการเรียงตวัของเบสในดีเอน็เอ
เปล่ียนแปลงไป ท าใหมี้ล าดบัการเรียงตวัของเบสใน codon เปล่ียนไป โปรตีนท่ีถูกสังเคราะห์ข้ึน  
ก็จะเปล่ียนแปลงไปดว้ย การกลายพนัธ์ุลกัษณะน้ีเรียกวา่ substitution mutation (Cole et al., 1991; 
วรรณา และคณะ, 2548) ซ่ึงสามารถแบ่งยอ่ยตามประเภทของเบสท่ีเปล่ียนแปลงไปเป็น 2 รูปแบบ 
คือ transversion และ transition โดยท่ีการเปล่ียนแปลงแบบ transversion เป็นการแทนท่ีกนัของเบส 
จากเบส purine เปล่ียนเป็น pyrimidine หรือจาก pyrimidine เปล่ียนเป็น purine (Zhao and Winkler, 
2000; Kino and Sugiyama, 2001) ส่วนการเปล่ียนแปลงแบบ transition เป็นการท่ีเบสตวัเดิมและ
เบสตวัใหม่แทนท่ีกนัเป็นประเภทเดียวกนั คือ การเปล่ียนเบสจาก purine ไปเป็น purine เช่น 
ต าแหน่งเดิมท่ีเคยเป็น adenine (A) ถูกแทนท่ีดว้ย guanine (G) หรือการเปล่ียนเบสจาก pyrimidine 
ไปเป็น pyrimidine เช่น ต าแหน่งท่ีเบสเป็น thymine (T) ถูกแทนท่ีดว้ย cytosine (C) (Itsukaichi et 
al., 2003) ดว้ยเหตุน้ีจึงควรมีการควบคุมโรคโดยชีววธีิร่วมกบัการใชส้ารเคมีในการควบคุมโรคพืช
โดยชีววธีิเป็นการน าเอาจุลินทรียท่ี์มีอยูต่ามธรรมชาติ หรือการน าผลิตภณัฑจ์ากธรรมชาติมาใช้
ควบคุมเช้ือสาเหตุโรคพืช (นิพนธ์, 2538) ซ่ึงการใชเ้ช้ือแอกติโนไมซีสจากดินในการควบคุมโรค
พืชก็เป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีน ามาใชใ้นการป้องกนัก าจดัโรคพืชโดยวธีิทางชีวภาพ เน่ืองจากเช้ือ                           
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แอกติโนไมซีสเป็นจุลินทรียใ์นดินท่ีมีคุณสมบติัหลายประการ คือ การยอ่ยสลายอินทรียวตัถุ มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมท่ี์มีความส าคญัในอุตสาหกรรม ความสามารถในการตรึง
ไนโตรเจนและละลายฟอสเฟตในรูปท่ีพืชน าไปใชไ้ด ้ มีความสามารถในการน าไปควบคุมศตัรูพืช 
และมีความสามารถในการผลิตสารปฏิชีวนะ (มาลินี, 2540) ซ่ึงจากคุณสมบติัเหล่าน้ี ท าใหเ้ช้ือ  
แอกติโนไมซีสเป็นท่ีน่าสนใจในการน ามาควบคุมโรคพืช เพราะนอกจากเช้ือแอตคิโนมยัซีสจะมี
คุณสมบติัในการควบคุมศตัรูพืชแลว้โดยการสร้างสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) เพื่อท าลาย
ผนงัเซลลข์องเช้ือราแลว้ ยงัช่วยในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของตน้พืช และยงัเป็นการช่วยลด
ปัญหาการใชส้ารเคมีในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสของมะม่วงในช่วงหลงัการเก็บเก่ียวอีกดว้ย 
 
 
ตาราง 14 เช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะม่วงท่ี

ตา้นทานสารป้องกนัก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิม 
 

ระดบัความตา้นทานของเช้ือรา 
ความเขม้ขน้ของสาร            
คาร์เบนดาซิม (µg/ml) 

จ  านวนเช้ือรา (ไอโซเลท) 
บริเวณท่ีแยก 

ใบ ผล 
sensitive (S) 0-1 28 9 
weakly resistance (WR) 0-10 - - 
moderately resistance (MR) 0-100 - 1 
highly resistance (HR) 0-1000 18 54 

รวม  46 104 
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 (A) 

 (B) 

 (C) 

 
ภาพ 30 การทดสอบความตา้นทานของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรค                      

แอนแทรคโนสมะม่วง บนอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar ท่ีผสมสารก าจดัเช้ือรา                    
คาร์เบนดาซิมความเขม้ขน้ต่างๆ ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 10 วนั; A: highly resistant 
(HR), B: moderately resistant (MR) และ C: sensitive (S)  
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 (A) 

(B) 

  (C) 

 
ภาพ 31 ลกัษณะเส้นใยเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะม่วง 

บนอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar ท่ีผสมสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมความเขม้ขน้
ต่างๆ ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 400 เท่า; A: highly resistant (HR) ความเขม้ขน้ 
500 มิลลิกรัมต่อลิตร, B: moderately resistant (MR) ความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และ C: sensitive (S) ความเขม้ขน้ 500 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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การทดลองที ่ 2 : การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอกติโนไมซีสในการยบัยั้งการเจริญของเช้ือรา 

Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะม่วง และการจัด
จ าแนกเช้ือแอกติโนไมซีส 

2.1 การเกบ็ตัวอย่างและการแยกเช้ือแอกติโนไมซีสจากดิน 
จากการเก็บตวัอยา่งดินจากบริเวณต่างๆ ไดแ้ก่ เขตป่า ณ อุทยานแห่งชาติสุเทพ-ปุย อ.เมือง           

จ.เชียงใหม่ จ  านวน 10 ตวัอยา่ง น ้าตกห้วยแกว้ อ.เมือง จ.เชียงใหม่ จ  านวน 3 ตวัอยา่ง                            
น ้าตกวงับวับาน อ.เมือง จ.เชียงใหม่ จ  านวน 1 ตวัอยา่ง อ.อมก๋อย จ.เชียงใหม่ จ  านวน 1 ตวัอยา่ง                     
อ.แม่ลานอ้ย จ.แม่ฮ่องสอน จ านวน 1 ตวัอยา่ง และ อ.ปางมะผา้ จ.แม่ฮ่องสอน จ านวน 1 ตวัอยา่ง    
(ตาราง 15) น าตวัอยา่งดินท่ีอบฆ่าเช้ือแลว้มาโรยลงบนผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ soil extract agar 
(SEA) พบวา่เร่ิมเกิดโคโลนีของเช้ือแอกติโนไมซีส ซ่ึงมีลกัษณะเป็นจุดผลแป้งสีขาวเล็กๆ ในวนัท่ี 
3 จากนั้นสุ่มเก็บโคโลนีโดยใชไ้มจิ้้มฟันฆ่าเช้ือแตะมาขีดลงบนผวิหนา้อาหาร 2 ชนิด คือ casein 
starch agar (CSA) และ yeast starch agar (YSA) ท่ีแบ่งออกเป็น 2 ชุด ชุดแรกผสมสารก าจดัเช้ือรา                       
คาร์เบนดาซิมในอาหาร 500 มิลลิกรัมต่อลิตร (อตัราแนะน า) และชุดท่ีสองไม่ผสมสารใดๆ แลว้บ่ม
ท่ีอุณหภูมิห้องเพื่อใหไ้ดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ พบวา่สามารถแยกเช้ือแอกติโนไมซีสไดท้ั้งหมด 72 ไอโซเลท 
และเช้ือจะเจริญเตม็ท่ีจนเห็นโคโลนีไดช้ดัเจนไดใ้น 10 วนั (ภาพ 32; ตาราง 15) ซ่ึงจะเห็นไดว้า่ 
เช้ือแอกติโนไมซีสบริสุทธ์ิทุกไอโซเลทสามารถเจริญไดแ้มผ้า่นการอบดว้ยอุณหภูมิสูงถึง 120                     
องศาเซลเซียส และบางส่วนยงัสามารถเจริญไดบ้นอาหารท่ีผสมสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิม 
แสดงใหเ้ห็นเบ้ืองตน้วา่ หากน าเช้ือแอกติโนไมซีสเหล่าน้ีไปประยกุตใ์ชใ้นสภาพโรงเรือนหรือ
น าไปใชใ้นสภาพแปลงจริง ซ่ึงมีสภาพแวดลอ้มท่ีไม่สามารถควบคุมได ้ เช่น แสงแดด หรือการใช้
สารเคมีในการควบคุมโรค เช้ือแอกติโนไมซีสเหล่าน้ีก็ยงัจะสามารถทนทานไดใ้นระดบัหน่ึง  

             

 
 

 

ภาพ 32 ลกัษณะเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีเจริญบนอาหาร casein starch agar (CSA) เป็นระยะเวลา               
10 วนั 
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ตาราง 15 เช้ือแอกติโนไมซีสท่ีแยกไดจ้ากดินป่าธรรมชาติจากแหล่งต่างๆ ท่ีใชใ้นการทดสอบ 
 

แหล่งทีม่า 

จ านวนเช้ือทีแ่ยกได้ (ไอโซเลท) 

ประเภทของอาหาร 

ผสมสารคาร์เบนดาซิม ไม่ผสมสารคาร์เบนดาซิม 
อุทยานแห่งชาติสุเทพ-ปุย จ. เชียงใหม่ - 6 
น ้าตกหว้ยแกว้ จ. เชียงใหม่ 7 17 
น ้าตกวงับวับาน จ. เชียงใหม่ 1 1 
อ. อมก๋อย จ. เชียงใหม่ 10 16 
อ. ปางมะผา้ จ. แม่ฮ่องสอน 10 1 
อ. แม่ลานอ้ย จ. เชียงใหม่ 2 1 

 30 42 
 

 

2.2 การทดสอบประสิทธิภาพในการยบัยั้งการเจริญของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides 
สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะม่วง 

จากการทดสอบความสามารถในการเป็นเช้ือปฏิปักษ ์ (antagonist) ของเช้ือ                                
แอกติโนไมซีสจากดินทั้ง 72 ไอโซเลท ในการยบัย ั้งการเจริญเส้นใยของเช้ือรา                                      
C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะม่วงไอโซเลท NDM_F012 ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุ
ตา้นทานต่อสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมไดร้ะดบัสูง ดว้ยวธีิ dual culture technique บนอาหาร 
glucose yeast extract-malt extract Agar (GYM) พบวา่เช้ือแอกติโนไมซีสสามารถยบัย ั้งการเจริญ
ของเส้นใยไดใ้นช่วง 28.57 - 76.66 เปอร์เซนตโ์ดยเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง
การเจริญของเส้นใยเช้ือราไดม้ากกวา่ 50 เปอร์เซนต ์ มีเพียง 15 ไอโซเลท เท่านั้น ไดแ้ก่ NSP1, 
NSP2, NSP3, NSP4, NSP5, NSP6, NOK7, NOK8, NOK9, NOK10, NHK11, NHK12, NOK13, 
CHK14 และ NHK15 ซ่ึงเป็นเช้ือแอกติโนมยัซีสท่ีแยกไดจ้ากบริเวณของ อ. เมือง จ. เชียงใหม่ 
ทั้งหมด จึงไดต้ั้งช่ือไอโซเลทแอกติโนไมซีสทั้ง 15 ตวัน้ี (ภาพ 33) รวมถึงน าไปทดสอบ
ประสิทธิภาพในขั้นตอนต่อไป (ตาราง 16) 
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 การตั้งช่ือเช้ือแอกติโนไมซีส 
 ตั้งช่ือเช้ือแอกติโนไมซีสโดยใชอ้กัษรยอ่ตามวธีิการท่ีแยกมาได ้ ดงัน้ี อาหารท่ีผสมสาร
ก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิม (C) และอาหารท่ีไม่ผสมสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิม (N) ตามดว้ย
สถานท่ีของแหล่งท่ีมา ไดแ้ก่ อุทยานแห่งชาติสุเทพ-ปุย อ.เมือง จ.เชียงใหม่ (SP), น ้าตกหว้ยแกว้          
อ.เมือง จ.เชียงใหม่ (HK), น ้าตกวงับวับาน อ.เมือง จ.เชียงใหม่ (WB), อ.อมก๋อย จ.เชียงใหม่ (OK), 
อ.แม่ลานอ้ย จ.แม่ฮ่องสอน (HH) และ อ.ปางมะผา้ จ.แม่ฮ่องสอน (PM) ตามดว้ยล าดบัไอโซเลท            
(1, 2, 3 ถึง 15) (ภาพ 33) ซ่ึงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีไดรั้บการตั้งช่ือจะมีเฉพาะตวัท่ีมีประสิทธิภาพใน
การยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะม่วงไอโซเลท 
NDM_F012 มากกวา่ 50 เปอร์เซนต ์เท่านั้น (ตาราง 16) 
 
 
 

 
 

 

ภาพ 33 อกัษรยอ่แสดงการตั้งช่ือเช้ือแอกติโนไมซีส 
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ตาราง 16 รายช่ือเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีแยกไดจ้ากดิน และประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของ
เส้นใยเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะม่วง 

 

ล าดับ ไอโซเลท 
เปอร์เซนต์ยบัยั้งการ
เจริญของเส้นใยเช้ือรา 

แหล่งทีม่า 

1. NSP1 76.66 อุทยานแห่งชาติสุเทพ-ปุย อ. เมือง จ. เชียงใหม่ 
2. NSP2 66.66 อุทยานแห่งชาติสุเทพ-ปุย อ. เมือง จ. เชียงใหม่ 
3. NSP3 75.55 อุทยานแห่งชาติสุเทพ-ปุย อ. เมือง จ. เชียงใหม่ 
4. NSP4 75.52 อุทยานแห่งชาติสุเทพ-ปุย อ. เมือง จ. เชียงใหม่ 
5. NSP5 73.33 อุทยานแห่งชาติสุเทพ-ปุย อ. เมือง จ. เชียงใหม่ 
6. NSP6 65.70 อุทยานแห่งชาติสุเทพ-ปุย อ. เมือง จ. เชียงใหม่ 
7. NOK7 69.23 อ. อมก๋อย จ. เชียงใหม่ 
8. NOK8 62.64 อ. อมก๋อย จ. เชียงใหม่ 
9. NOK9 59.34 อ. อมก๋อย จ. เชียงใหม่ 

10. NOK10 59.34 อ. อมก๋อย จ. เชียงใหม่ 
11. NHK11 59.34 น ้าตกหว้ยแกว้ อ. เมือง จ. เชียงใหม ่
12. NHK12 58.24 น ้าตกหว้ยแกว้ อ. เมือง จ. เชียงใหม ่
13. NOK13 54.95 อ. อมก๋อย จ. เชียงใหม่ 
14. CHK14 53.83 น ้าตกหว้ยแกว้ อ. เมือง จ. เชียงใหม ่
15. NHK15 50.55 น ้าตกหว้ยแกว้ อ. เมือง จ. เชียงใหม ่
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2.3 การคัดเลอืกเช้ือแอกติโนไมซีสทีผ่ลติเอนไซม์ไคติเนส 
เม่ือน าเช้ือแอกติโนไมซีสจากดินท่ีแยกไดท้ั้งหมด 15 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NSP1, NSP2, 

NSP3, NSP4, NSP5, NSP6, NOK7, NOK8, NOK9, NOK10, NHK11, NHK12, NOK13,CHK14 
และ NHK15 ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุ
โรคแอนแทรคโนสมะม่วงไอโซเลท NDM_F012 ไดม้ากกวา่ 50 เปอร์เซนตม์าทดสอบการสร้าง
เอนไซมไ์คติเนสบนอาหารแขง็ 15% colloidal chitin agar (CCA) โดยบ่มเช้ือไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็น
เวลา 15 วนั พบวา่เช้ือแอกติโนไมซีสทุกไอโซเลทสามารถสร้างวงใส (inhibition zone) บนอาหาร 
CCA ได ้ (ภาพ 34) แสดงวา่เช้ือแอกติโนไมซีสทั้ง 15 ไอโซเลท สามารถผลิตเอนไซมไ์คติเนสได ้
สอดคลอ้งกบัรายงานของ พรนภา (2554) ท่ีไดว้ดัค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสในอาหารเล้ียงเช้ือ
แอกติโนไมซีสท่ีกรองเอาสปอร์ออก (F) 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 และ 
NSP6 โดยวดัไดจ้าก N-acetylglucosamine ท่ีถูกปล่อยออกมาจากปฏิกิริยาระหวา่งเอนไซมก์บั            
ซบัสเทรต โดยวิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ตามวธีิของ Miller (1959) และใช ้N-acetylglucosamine 
ในการท ากราฟมาตรฐาน เพื่อน าไปค านวณหาค่า enzyme activity โดยวดัตั้งแต่วนัท่ี 1 ถึงวนัท่ี 7 ของ
การเล้ียงเช้ือ พบวา่เช้ือแอกติโนไมซีสทุกไอโซเลทมีการสร้างเอนไซมไ์คติเนสในลกัษณะท่ี
คลา้ยคลึงกนัคือ ในช่วงแรก (1 - 2 วนั) มีการสร้างเอนไซมไ์คติเนสข้ึนเพียงเล็กนอ้ย ต่อมาเอนไซม์
จะถูกสร้างเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็ว โดยแอคติโนมยัซีทไอโซเลท NSP1, NSP2, NSP3, NSP4 และ NSP6 
มีค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสสูงท่ีสุดในวนัท่ี 3 ของการเล้ียงเช้ือโดยมีค่าเท่ากบั 0.080, 0.111, 
0.051, 0.151 และ 0.110 ยนิูตต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ส่วนเช้ือแอกติโนไมซีทไอโซเลท NSP5 มีค่า
กิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนส สูงสุดในวนัท่ี 2 ของการเล้ียงเช้ือเท่ากบั 0.094 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 
หลงัจากนั้นเอนไซมมี์ค่าลดลงอยา่งต่อเน่ืองจนส้ินสุดการทดลอง เม่ือเปรียบเทียบค่ากิจกรรมของ
เอนไซมไ์คติเนสในแต่ละไอโซเลท พบวา่แอกติโนไมซีสไอโซเลท NSP4 สร้างเอนไซมไ์คติเนสใน
ปริมาณท่ีมากกวา่อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซนต ์ (p = 0.05) ซ่ึงจาก
รายงานน้ี สามารถยนืยนัไดว้า่ inhibition zone ท่ีเช้ือแอกติโนไมซีสสร้างข้ึนมาน้ี คือ เอนไซม ์              
ไคติเนส ไม่ใชส้ารปฏิชีวนะหรือสารทุติยภูมิ 
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ภาพ 34 ลกัษณะวงใส (inhibition zone) บนอาหารแขง็ 15% colloidal chitin agar (CCA)  

ภายหลงัจากการเล้ียงเช้ือ 15 วนั ซ่ึงเกิดจากกิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสจากเช้ือ                  
แอกติโนไมซีส ซ่ึงแยกจากจากดินอบฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา                 
1 ชัว่โมง 

 
 
 
 
 
 
 
 

        NSP1       NSP2                      NSP5       NSP6 

        NSP4       NSP3                      NOK8       NOK7 

        NOK9      NOK10                  NOK13      CHK14 

        NHK12     NHK11                   NHK15 
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2.4 การทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลีย้งเช้ือแอกติโนไมซีสในการยบัยั้งการเจริญของ             

เช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะม่วง 
2.4.1 การทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลีย้งเช้ือแอกติโนไมซีสในการยบัยั้งการเจริญ

ของเส้นใย 
จากการเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสจ านวน 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, 

NSP5 และ NSP6 ในอาหารเหลว enzyme production medium (EPM) ในขวดรูปชมพู ่(flask) ขนาด 
250 มิลลิลิตร เขยา่ท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 - 13 วนั ซ่ึงวดัค่าดูดกลืนแสง                    
(optical density; OD) ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เม่ือเขยา่เป็นเวลา 5 วนั ไดเ้ท่ากบั 0.076, 
0.055, 0.033, 0.045, 0.032 และ 0.099 ตามล าดบั น าอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสทั้ง 2 ชนิด ไดแ้ก่ 
อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีไม่กรองเอาเช้ือออก (NF; non-filtrate culture) และอาหารเล้ียงเช้ือ
แอกติโนไมซีสท่ีกรองเอาเช้ือออก (F; filtrate culture) มาทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการ
เจริญของเส้นใยเช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะม่วงไอโซเลท NDM_F012 
ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุตา้นทานต่อสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมไดร้ะดบัสูง (highly resistance; HR) ดว้ย
วธีิ agar well diffusion method โดยน าอาหารเล้ียงเช้ือทั้ง 2 ชนิด (NF และ F) มาทดสอบเม่ือท าการ
เพาะเล้ียงเป็นเวลา 3 วนั และทดสอบทุกๆ วนั จนครบ 13 วนั พบวา่อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีส
ทั้งสองชนิด มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือราสาเหตุโรคได ้ (ภาพ 35) แสดง
ใหเ้ห็นวา่อาหารเล้ียงเช้ือทั้งสองชนิดน้ี มีคุณสมบติัในการแพร่ผา่นวุน้ได ้ วธีิการทดสอบน้ี จึงเป็น
วธีิท่ีเหมาะสมต่อการทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีส สอดคลอ้งกบั
รายงานของ อภิญญา และคณะ (2545) พบวา่เช้ือแอกติโนไมซีสสามารถยบัย ั้งการเจริญของเส้นใย
เช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะม่วงและล าไยได ้ ในขณะท่ี Ana et al. 
(2006) พบวา่เช้ือฃแอกติโนไมซีสในกลุ่ม Streptomyces ท่ีแยกไดจ้ากดิน สามารถยบัย ั้งการเจริญ
ของเส้นใย รวมถึงการงอกสปอร์ของเช้ือรา Curvularia eragrostides และ C. gloeosporioides 
สาเหตุโรคใบจุดมนั (yam; Dioscorea cayennensis Lam) ในประเทศบราซิลได ้ ในขณะท่ี สายพิณ 
และคณะ (2551) พบวา่เช้ือแอกติโนไมซีสในกลุ่ม Streptomyces สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา 
Aspergillus niger Botrytis sp. และ Curvularia sp. ได ้ตามล าดบั ส่วน Kim et al. (1999) พบสาร
ปฏิชีวนะ As 1 A ท่ีแยกไดจ้ากอาหารเล้ียงเช้ือของ Streptomyces libani สามารถยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ือรา P. capsici สาเหตุของโรคใบไหมใ้นพืชได ้นอกจากน้ี Nawani and Kapadnis (2004) พบวา่ 
เช้ือ Streptomyces sp. NK1057 สามารถสร้าง extracellular chitinase ทั้งแบบ endochitinase และ 
chitobiosidase ซ่ึง chitobiosidase ท่ีเช้ือผลิตไดส้ามารถย่อยสลายผนังเซลล์ของเช้ือแบคทีเรีย              
M. lysodeikticus และยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช้ือ F. oxysporum ไดดี้ท่ีสุด 
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จากการทดสอบพบวา่อาหารเล้ียงเช้ือชนิด NF ใหป้ระสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของ
เส้นใยเช้ือราสูงกวา่อาหารเล้ียงเช้ือชนิด F (ภาพ 35) เน่ืองจากในอาหารเล้ียงเช้ือชนิด NF มีเช้ือ                             
แอกติโนไมซีสเจริญอยูใ่นอาหาร ท าใหส้ามารถผลิตสารทุติยภูมิออกมาไดอ้ยา่งต่อเน่ือง จึงมี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งโรคไดสู้งกวา่ แต่ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิด F อาจมีสารทุติยภูมิอยูใ่น
ปริมาณจ ากดั ท าใหมี้ประสิทธิภาพไม่เพียงพอต่อการยบัย ั้งการเกิดโรคได ้ โดยท่ีอาหาร                    
เล้ียงเช้ือชนิด NF ใหเ้ปอร์เซนตก์ารยบัย ั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือราอยูใ่นช่วง 28.89 - 77.50 
เปอร์เซนต ์ ส่วนอาหารเล้ียงเช้ือชนิด F ใหเ้ปอร์เซนตก์ารยบัย ั้งในช่วง 20.74 - 67.59 เปอร์เซนต์
(ตาราง 17) เช้ือแอกติโนไมซีสท่ีมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุด คือไอโซเลท NSP4 และ NSP1ซ่ึงมี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือราเฉล่ีย 59.56 และ 58.89 เปอร์เซนต ์ ตามล าดบั              
(ตาราง 18) สอดคลอ้งกบัรายงานของ วรรษมน (2553) ท่ีไดท้ดสอบประสิทธิภาพของอาหารเล้ียง
เช้ือแอกติโนไมซีส 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 และ NSP6 ในการ
ควบคุมเช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพริก พบวา่เปอร์เซนตก์ารยบัย ั้งการ
เจริญของ เส้นใยเช้ือราท่ีเกิดจากอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีไม่กรองเอาเช้ือออก (NF) มีค่าสูง
กวา่การใชอ้าหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีกรองเอาเช้ือออก (F) โดยพบเช้ือแอกติโนไมซีส 3            
ไอโซเลท ท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือราสาเหตุไดดี้ ไดแ้ก่ NSP2, NSP1 และ NSP3 มี
เปอร์เซนตย์บัย ั้งในช่วง 53.33 - 75.00 เปอร์เซนต ์ 53.33 - 66.67 เปอร์เซนต ์ และ 43.33 - 58.33 
เปอร์เซนต ์ ตามล าดบั นอกจากน้ีการทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสทั้ง 2 
ชนิด ในการควบคุมเช้ือราสาเหตุโดยวธีิ agar well diffusion method ท าใหท้ราบวา่สารทุติยภูมิ
ต่างๆ ท่ีเช้ือแอกติโนไมซีสผลิตไดน้ั้นมีคุณสมบติัในการแพร่ โดยสามารถแพร่ผ่านอาหารเล้ียง
เช้ือ PDA ท าให้เห็นลกัษณะของเส้นใยเช้ือราตรงบริเวณท่ีมีการหยดอาหารเล้ียงเช้ือ                         
แอกติโนไมซีสทั้งชนิด NF และ F ท่ีมีการเจริญชา้กวา่ชุดควบคุม และการเกิดลกัษณะของวงใส 
(inhibition zone) ในการทดสอบการยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช้ือรา ส าหรับการหาช่วงเวลาท่ี
เหมาะสมท่ีอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสทั้ง 2 ชนิด โดยเช้ือแอกติโนไมซีสไอโซเลท NSP1 มี
ประสิทธิภาพสูงสุดวนัท่ี 3 – 7 ส่วนเช้ือแอกติโนไมซีสไอโซเลท NSP2 มีประสิทธิภาพสูงสุดวนัท่ี 
3 และ 7 ในขณะท่ีเช้ือแอกติโนไมซีสไอโซเลท NSP3 NSP5 และ NSP6 มีประสิทธิภาพสูงสุดใน
วนัท่ี 3 และเช้ือแอกติโนมยัซีสไอโซเลท NSP4 มีประสิทธิภาพสูงสุดในวนัท่ี 7 (ภาพ 36; ตาราง 17) 
ซ่ึงโดยเฉล่ียแลว้เช้ือแอกติโนไมซีสทั้ง 6 ไอโซเลท จะมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของ   
เส้นใย เช้ือราสูงท่ีสุดคือ 3 - 7 วนั และมีแนวโนม้ลดลงเร่ือยๆ เม่ือเก็บรักษาในระยะเวลาท่ีนานข้ึน 
(ภาพ 37) สอดคลอ้งกบัรายงานของอุไรวรรณ์ (2552) ไดค้ดัแยกจุลินทรียจ์ากกลว้ยไม ้ และดิน
บริเวณรอบรากพืชในแปลงปลูก ซ่ึงเม่ือน ามาศึกษาความสามารถของจุลินทรียใ์นการยบัย ั้งการ
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เจริญของเช้ือรา C. gloeosporioides พบวา่เช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท SRA14 มีประสิทธิภาพ 
ดีท่ีสุดในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา และเม่ือน าอาหารเล้ียงเช้ือของ Streptomyces sp. ไอโซเลท 
SRA14 มาทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา C. gloeosporioides พบวา่อาหาร
ท่ีเก็บจากช่วง stationary มีประสิทธิภาพดีกวา่ช่วง exponential อยา่งมีนยัส าคญั และรายงานของ 
พรนภา (2554) ท่ีไดว้ดัค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสในอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีกรองเอา
สปอร์ออก (F) 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 และ NSP6 โดยวดัไดจ้าก                 
N-acetylglucosamine ท่ีถูกปล่อยออกมาจากปฏิกิริยาระหวา่งเอนไซมก์บัซบัสเทรต โดยวิเคราะห์
ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ตามวธีิของ Miller (1959) และใช ้N-acetylglucosamine ในการท ากราฟมาตรฐาน 
เพื่อน าไปค านวณหาค่า enzyme activity โดยวดัตั้งแต่วนัท่ี 1 ถึงวนัท่ี 7 ของการเล้ียงเช้ือ พบวา่เช้ือ
แอกติโนไมซีสทุกไอโซเลทมีการสร้างเอนไซมไ์คติเนสในลกัษณะท่ีคลา้ยคลึงกนัคือ ในช่วงแรก  
(1 - 2 วนั) มีการสร้างเอนไซมไ์คติเนสข้ึนเพียงเล็กนอ้ย ต่อมาเอนไซมจ์ะถูกสร้างเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็ว 
โดยแอคติโนมยัซีทไอโซเลท NSP1, NSP2, NSP3, NSP4 และ NSP6 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม ์           
ไคติเนสสูงท่ีสุดในวนัท่ี 3 ของการเล้ียงเช้ือโดยมีค่าเท่ากบั 0.080, 0.111, 0.051, 0.151 และ 0.110           
ยนิูตต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั ส่วนเช้ือแอกติโนไมซีทไอโซเลท NSP5 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม ์          
ไคติเนส สูงสุดในวนัท่ี 2 ของการเล้ียงเช้ือเท่ากบั 0.094 ยนิูตต่อมิลลิลิตร หลงัจากนั้นเอนไซมมี์ค่า
ลดลงอยา่งต่อเน่ืองจนส้ินสุดการทดลอง เม่ือเปรียบเทียบค่ากิจกรรมของเอนไซมไ์คติเนสในแต่ละ                             
ไอโซเลท พบวา่แอกติโนไมซีสไอโซเลท NSP4 สร้างเอนไซมไ์คติเนสในปริมาณท่ีมากกวา่อยา่ง             
มีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซนต ์(p = 0.05)  
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ตาราง 17 ประสิทธิภาพของเช้ืออาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีส ในการควบคุมการเจริญของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรค                
 แอนแทรคโนสมะม่วง บนอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar อาย ุ7 วนั 
 

เช้ือแอกติโนไมซีส 
(ไอโซเลท) 

อาหารเลีย้งเช้ือ 
แอกติโนไมซีส2/ 

เปอร์เซนต์ยบัยั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือรา (%)1/ 

อายุของอาหารเลีย้งเช้ือ (วนั) 

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

NSP1 
NF 70.00 64.17 64.17 62.22 69.54 56.60 65.36 52.24 59.75 58.42 48.06 43.93 54.84 
F 63.33 67.50 67.50 63.81 67.50 64.76 60.00 64.25 63.48 63.49 34.84 49.46 31.82 

NSP2 
NF 77.50 62.50 62.50 65.55 65.37 67.18 58.93 45.81 51.85 52.52 43.54 60.01 74.19 
F 60.00 59.17 59.17 54.28 59.17 48.10 43.81 53.22 49.50 51.51 39.29 49.46 45.45 

NSP3 
NF 74.17 71.67 71.67 61.46 65.21 44.19 40.15 42.86 34.52 36.94 30.00 75.24 77.14 
F 60.00 56.67 56.67 40.00 46.67 38.10 44.04 39.65 28.31 30.53 34.38 50.51 43.75 

NSP4 
NF 70.38 63.33 63.33 61.11 75.19 65.08 66.19 53.69 64.20 67.68 57.53 56.06 64.52 
F 65.00 60.00 60.00 57.14 65.83 49.50 51.43 54.57 55.11 53.49 47.16 50.54 50.00 

NSP5 
NF 76.67 74.17 74.17 65.63 66.25 47.81 59.85 64.76 58.87 58.18 37.78 69.52 68.57 
F 63.33 57.50 57.50 44.45 55.00 40.95 45.75 42.68 42.46 38.65 41.67 41.41 43.75 

NSP6 
NF 68.33 70.00 70.00 63.55 67.50 44.76 55.68 34.28 30.81 39.68 28.89 61.91 62.86 
F 50.00 52.50 52.50 33.30 38.33 27.62 28.73 30.73 20.74 26.64 33.34 56.57 37.50 

ปัจจยั A (เช้ือปฏิปักษ)์ ** LSD.01 = 1.803 
ปัจจยั B (ชนิดอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีส) ** LSD.01 = 1.041 
ปัจจยั C (อายอุาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีส) ** LSD.01 = 2.655 
A*B*C ** LSD.01 = 9.198 
CV                                                                 8.02% 
1/ค่าเฉล่ียจ านวน 3 ซ ้า 
2/NF = อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีไม่กรองเอาเช้ือออก, F = อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีกรองเอาเช้ือออก 
** มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 99% (P ≤ 0.01) 

1
0
8
 



110 

 

ตาราง 18 ค่าเฉล่ียประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีส เม่ือบ่มเป็นเวลา 3 - 15 วนั                      
ในการควบคุมการเจริญของเส้นใยเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรค                    
แอนแทรคโนสมะม่วงบนอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar อาย ุ7 วนั 

 
เช้ือแอกติโนไมซีส 

(ไอโซเลท) 
 เปอร์เซนต์ยบัยั้งการเจริญของ  

เส้นใยเช้ือราเฉลี่ย1/ 
NSP1 58.89  a2/ 
NSP2 56.16  b 
NSP3 49.79  c 
NSP4 59.56  a 
NSP5 45.65  d 
NSP6 55.28  b 
%CV 8.02 

LSD0.05 1.80 
1/ค่าเฉล่ียประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีไม่กรองเอาเช้ือออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือ                 
แอกติโนไมซีสท่ีกรองเอาเช้ือออก (F) บ่มเป็นเวลา 3 - 13 วนั 
2/ค่าเฉล่ียตวัอกัษรแสดงวา่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 99% เปรียบเทียบโดย
วธีิ Factorial  in CRD 
* มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 99% (P ≤ 0.01) 
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ภาพ 35 ประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีส บ่มเป็นเวลา 3 วนั ในการควบคุมการ

เจริญของเส้นใยเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะม่วง
ดว้ยวธีิ agar well diffusion method บนอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar อาย ุ7 วนั; 
NF: อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีไม่กรองเอาเช้ือออก และ F: อาหารเล้ียงเช้ือ                      
แอกติโนไมซีสท่ีกรองเอาเช้ือออก 

 
 
 
 
 
 

EPM           NSP2                      EPM             NSP5 

NSP4          NSP1                      NSP6            NSP3 
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ภาพ 36 แนวโนม้ประสิทธิภาพของช่วงเวลาท่ีเหมาะสมของอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีส เม่ือ

บ่มเป็นเวลา 3-13 วนั ในการควบคุมการเจริญของเส้นใยเช้ือรา Colletotrichum 
gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะม่วงบนอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose 
agar อาย ุ7 วนั; NF: อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีไม่กรองเอาเช้ือออก, F: อาหารเล้ียง
เช้ือแอกติโนไมซีสท่ีกรองเอาเช้ือออก และ (---------) แนวโนม้ประสิทธิภาพของ              
อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีไม่กรองเอาเช้ือออก (NF) และอาหารเล้ียงเช้ือ                        
แอกติโนไมซีสท่ีกรองเอาเช้ือออก (F) อาย ุ3-13 วนั 
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ภาพ 37 ค่าเฉล่ียประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีส เม่ือบ่มเป็นเวลา 3 - 15 วนั ใน

การควบคุมการเจริญของเส้นใยเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรค                    
แอนแทรคโนสมะม่วงบนอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar อาย ุ7 วนั 

 
 

2.4.2 การทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลีย้งเช้ือแอกติโนไมซีสในการยบัยั้งการงอก
ของสปอร์เช้ือรา  

 จากการทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีไม่กรองเอาเช้ือออก 
(NF) และอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีกรองเอาเช้ือออก (F) จ านวน 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NSP1, 
NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 และ NSP6 ในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช้ือรา C. gloeosporioides 
สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะม่วง ไอโซเลท NDM_F012 ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุตา้นทานต่อสารก าจดั 
เช้ือราคาร์เบนดาซิมไดร้ะดบัสูง (highly resistance; HR) ดว้ยเทคนิค slide culture โดยน าอาหาร
เล้ียงเช้ือมาทดสอบเม่ือท าการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 3, 5 และ 7 วนั ตามล าดบั เม่ือตรวจวดัผลท่ีเวลา          
0, 6, 12, 18 และ 24 ชัว่โมง พบวา่อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสทั้ง 2 ชนิด ใหป้ระสิทธิภาพใน         
การยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช่นเดียวกบัประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือรา โดย
อาหารเล้ียงเช้ือชนิด NF ใหป้ระสิทธิภาพสูงกวา่อาหารเล้ียงเช้ือชนิด F เน่ืองจากอาหารเล้ียงเช้ือ
ชนิด NF ยงัมีเช้ือแอกติโนไมซีสเจริญอยูใ่นอาหาร ท าใหส้ามารถผลิตสารทุติยภูมิออกมาไดอ้ยา่ง
ต่อเน่ือง จึงมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งโรคไดสู้งกวา่ แต่ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิด F อาจมีสาร              
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ทุติยภูมิอยูใ่นปริมาณจ ากดั ท าใหมี้ประสิทธิภาพไม่เพียงพอต่อการยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช้ือรา
ได ้ ซ่ึงจากการทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสทั้งสองชนิด (NF และ F)  
ในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช้ือรา พบวา่อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสทั้งสองชนิด เม่ือบ่มโดย
เขยา่เป็นเวลา 3 วนั ไม่มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช้ือราสาเหตุโรคได ้ ซ่ึงต่าง
จากประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือรา พบวา่อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีส            
ทั้งสองชนิด (NF และ F) จะเร่ิมมีประสิทธิภาพเม่ือบ่มเป็นเวลา 3 วนั ซ่ึงมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุดเม่ือ
บ่มเป็นเวลา 3 - 4 วนั และประสิทธิภาพจะลดลงเร่ือยๆ 
 อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสทั้งสองชนิด (NF และ F) เม่ือบ่มโดยเขยา่เป็นเวลา 5 วนั มี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์สูงท่ีสุด โดยจากการตรวจการงอกของสปอร์เช้ือราท่ี 6 
ชัว่โมง อาหารเล้ียงเช้ือชนิด NF มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช้ือราไดใ้นช่วง 
70.73 - 88.98 เปอร์เซนต ์ซ่ึงไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุด ไดแ้ก่ NSP4, NSP1 และ NSP2 โดย
มีประสิทธิภาพ 88.98, 88.01 และ 86.25 เปอร์เซนตต์ามล าดบั ส่วนอาหารเล้ียงเช้ือชนิด F มี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช้ือราไดใ้นช่วง 30.25 – 43.30 เปอร์เซนต ์ ซ่ึง                   
ไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุด ไดแ้ก่ NSP2, NSP3, NSP1, NSP4 และ NSP5 โดยมีประสิทธิภาพ 
43.30, 42.26, 41.24, 40.38 และ 39.54 เปอร์เซนต ์ตามล าดบั จากการตรวจการงอกของสปอร์เช้ือรา
เม่ือเวลาผา่นไป 12 ชัว่โมง ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์เร่ิมลดลง โดยท่ีอาหาร  
เล้ียงเช้ือชนิด NF มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช้ือราไดใ้นช่วง 65.86 – 83.28 
เปอร์เซนต ์ซ่ึงไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุด ไดแ้ก่ NSP4 และ NSP1 โดยมีประสิทธิภาพ 83.28 
และ 82.94 เปอร์เซนต ์ตามล าดบั ในขณะท่ีอาหารเล้ียงเช้ือชนิด F มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการ
งอกของสปอร์เช้ือราไดใ้นช่วง 25.52 – 31.88 เปอร์เซนต ์ ซ่ึงไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุด 
ไดแ้ก่ NSP4 และ NSP1 โดยมีประสิทธิภาพ 31.88 และ 30.82 เปอร์เซนต ์ตามล าดบั และจากการ
ตรวจสอบการงอกของสปอร์เช้ือราท่ี 18 ชัว่โมง อาหารเล้ียงเช้ือชนิด NF มีประสิทธิภาพในการ
ยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช้ือราไดใ้นช่วง 67.71 – 54.26 เปอร์เซนต ์ ซ่ึงไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพดี
ท่ีสุด ไดแ้ก่ NSP4   โดยมีประสิทธิภาพ 67.71 เปอร์เซนตส่์วนอาหารเล้ียงเช้ือชนิด F มี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช้ือราไดใ้นช่วง 14.22 - 19.14 เปอร์เซนตซ่ึ์งไอโซเลท
ท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุด ไดแ้ก่ NSP4 โดยมีประสิทธิภาพ 14.22 เปอร์เซนต ์ และจากการตรวจการ
งอกของสปอร์เช้ือราเม่ือเพาะเล้ียงสปอร์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่เส้นใยของเช้ือราเจริญ                 
เตม็ผวิหนา้อาหาร ท าใหไ้ม่สามารถตรวจวดัการงอกของสปอร์ได ้ ในขณะท่ีชุดควบคุมไม่สามารถ
วดัการเจริญของ เช้ือราไดต้ั้งแต่ชัว่โมงท่ี 12  (ตาราง 19; ภาพ 38) 



115 

 

 อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสทั้งสองชนิด (NF และ F)  เม่ือบ่มโดยเขยา่เป็นเวลา 7 วนั มี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์ต ่ากวา่อาหารเล้ียงเช้ือบ่มเป็นเวลา 5 วนั โดยจากการ
ตรวจการงอกของสปอร์เช้ือราท่ี 6 ชัว่โมง อาหารเล้ียงเช้ือชนิด NF มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการ
งอกของสปอร์เช้ือราไดใ้นช่วง 41.20 - 70.30 เปอร์เซนต ์ ซ่ึงไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุด 
ไดแ้ก่ NSP4 และ NSP1 โดยมีประสิทธิภาพ 70.30 และ 66.55 เปอร์เซนต ์ตามล าดบั ส่วนอาหาร
เล้ียงเช้ือชนิด F มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช้ือราไดใ้นช่วง 20.56 – 40.15 
เปอร์เซนต ์ซ่ึงไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุด ไดแ้ก่ NSP4 โดยมีประสิทธิภาพ 40.15 เปอร์เซนต ์
จากการตรวจการงอกของสปอร์เช้ือราเม่ือเวลาผา่นไป 12 ชัว่โมง ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการ
งอกของสปอร์เร่ิมลดลง โดยท่ีอาหารเล้ียงเช้ือชนิด NF มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการงอกของ
สปอร์เช้ือราไดใ้นช่วง 24.55 – 61.43 เปอร์เซนต ์ซ่ึงไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุด ไดแ้ก่ NSP4 
โดยมีประสิทธิภาพ 61.43 เปอร์เซนต ์ ในขณะท่ีอาหารเล้ียงเช้ือชนิด F มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง
การงอกของสปอร์เช้ือราไดใ้นช่วง 8.12 - 38.12 เปอร์เซนต ์ ซ่ึงไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุด 
ไดแ้ก่ NSP4 โดยมีประสิทธิภาพ 38.12 เปอร์เซนต ์แต่ตั้งแต่เวลา 18 ชัว่โมง เป็นตน้ไป พบวา่เส้นใย
ของเช้ือราเจริญเตม็ผวิหนา้อาหาร ท าใหไ้ม่สามารถตรวจวดัการงอกของสปอร์ได ้ ในขณะท่ีชุด
ควบคุมไม่สามารถวดัการเจริญของเช้ือราไดต้ั้งแต่ชัว่โมงท่ี 12  (19; ภาพ 37) 
 จากการตรวจวดัการงอกของสปอร์เช้ือราท่ีทดสอบดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสทั้ง

สองชนิด (NF และ F)  เม่ือบ่มโดยเขยา่เป็นเวลา 5 วนั โดยตรวจสอบการงอกของ germ tube เม่ือ

เปรียบเทียบกบัสปอร์ปกติท่ีเวลา 0 ชัว่โมง ซ่ึงมีขนาดเฉล่ีย 16.46-18.65 × 3.94-4.47 ไมโครเมตร 

พบวา่เม่ือเวลาผา่นไป 6 ชัว่โมง สปอร์เช้ือราท่ีทดสอบดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือชนิด NF germ tube งอก

เป็นความยาวเฉล่ียอยูใ่นช่วง 6.93 – 10.2 ไมโครเมตร ซ่ึงงอกยาวกวา่สปอร์เช้ือราปกติท่ี 0 ชัว่โมง 

ประมาณ 1.5 เท่า  ส่วนสปอร์เช้ือราท่ีทดสอบดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือชนิด F germ tube งอกเป็นความ

ยาวเฉล่ียอยูใ่นช่วง 15.08 – 19.69 ไมโครเมตร ซ่ึงงอกยาวกวา่สปอร์เช้ือราปกติท่ี 0 ชัว่โมง 

ประมาณ 2 เท่า ในขณะท่ีสปอร์ของเช้ือราในชุดควบคุม germ tube งอกเป็นความยาวเฉล่ียอยู่

ในช่วง 31.36 – 38.68 ไมโครเมตร ซ่ึงงอกยาวกวา่สปอร์เช้ือราปกติท่ี 0 ชัว่โมง ประมาณ 3 เท่า 

ส่วนความกวา้งของสปอร์มีขนาดเท่ากบัชุดควบคุม (ตาราง 20) แสดงใหเ้ห็นวา่ อาหารเล้ียงทั้งชนิด 

NF และ F ไม่มีผลตอ้ขนาของเช้ือราสาเหตุโรค แต่มีผลในการชะลอการงอก germ tube และจาก

การตรวจสอบลกัษณะความผดิปกติของสปอร์เช้ือราสาเหตุโรค ท่ีเจริญร่วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือแอก

ติโนไมซีสทั้งอาย ุ5 และ 7 วนั พบสปอร์เช้ือรามีลกัษณะปกติเช่นเดียวกบัสปอร์เช้ือราในชุดควบคุม 
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(ภาพ 38) โดยไอโซเลท NSP4 อาหารเล้ียงเช้ือชนิด NF มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการงอกของ

สปอร์สูงสุดไดถึ้ง 88.98 เปอร์เซนต ์ และอาหารเล้ียงเช้ือชนิด F ท่ีประสิทธิภาพสูงสุด 40.38 

เปอร์เซนต ์ ส่วนไอโซเลท NSP1 อาหารเล้ียงเช้ือชนิด NF มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการงอกของ

สปอร์สูงสุดไดถึ้ง 88.01 เปอร์เซนต ์ และอาหารเล้ียงเช้ือชนิด F ท่ีประสิทธิภาพสูงสุด 41.24 

เปอร์เซนต ์(ตาราง 19) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือราสาเหตุ

โรค แสดงใหเ้ห็นวา่อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสมีผลเพียงชะลอการเจริญของเช้ือราเท่านั้น ไม่มี

ผลต่อการเปล่ียนแปลงลกัษณะทางสัญฐานวทิยาของ เช้ือราแต่อยา่งใด  

 จากการทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีส เม่ือบ่มโดยเขยา่เป็นเวลา 
3, 5 และ 7 วนั ในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุรคแอนแทรคโนส
มะม่วง พบวา่อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสทั้งสองชนิด (NF และ F) ท่ีบ่มเป็นเวลา 3 วนั ยงัไม่มี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช้ือราได ้ แต่จะมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุดเม่ือบ่มเป็นเวลา 
5 วนั และประสิทธิภาพจะลดลงเม่ือบ่มเป็นเวลา 7 วนั สอดคลอ้งกบัหลายรายงาน ไดแ้ก่ จิราภรณ์ 
(2553) ไดท้ดสอบประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสทั้ง 2 ชนิด บ่มเป็นเวลา 5 และ 7 
วนั ในการควบคุมเช้ือราท่ีติดมากบัเมล็ดขา้ว 2 ชนิด ไดแ้ก่ เช้ือรา Curvularia luntana และ 
Helminthosporium oryzae ฉววีรรณ (2553) ไดท้ดสอบประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือ                     
แอกติโนไมซีสทั้ง 2 ชนิด บ่มเป็นเวลา 5 และ 7 วนั ในการควบคุมเช้ือรา Fusarium moniliforme 
สาเหตุโรคถอดฝักดาบของขา้ว ชิงชยั (2553) ไดท้ดสอบประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือ                      
แอกติโนไมซีสทั้ง 2 ชนิด บ่มเป็นเวลา 5 และ 7 วนั ในการควบคุมเช้ือรา F. moniliforme f.sp. 
capsici สาเหตุโรคเห่ียวของพริก และวราพรรณ์ (2553) ไดท้ดสอบประสิทธิภาพของอาหาร            
เล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสทั้ง 2 ชนิด บ่มเป็นเวลา 5 และ 7 วนั ในการควบคุมเช้ือรา F. moniliforme 
f.sp. lycopersici สาเหตุโรคเห่ียวของมะเขือเทศ ซ่ึงใหผ้ลสอดคลอ้งกนั เน่ืองจากอาหารเล้ียงเช้ือทั้ง
สองชนิด มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการงอกของสปอร์เช้ือราสาเหตุโรคเม่ือบ่มเป็นเวลา 5 วนั 
และเร่ิมลดลงเม่ือบ่มเป็นเวลา 7 วนั แต่ใหผ้ลการทดลองแตกต่างจากรายงานของ จนัทร์ฉาย (2553) 
ซ่ึงไดท้ดสอบประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสทั้ง 2 ชนิด บ่มเป็นเวลา 5 และ 7 วนั 
ในการควบคุมเช้ือรา Fusarium moniliforme ท่ีติดมากบัเมล็ดขา้ว พบวา่อาหารเล้ียงเช้ือ                      
แอกติโนไมซีสท่ีบ่มเป็นเวลา 7 ยงัคงมีประสิทธิภาพเทียบเท่ากบัอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ี
บ่มเป็นเวลา 5 วนั  
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ตาราง 19 ประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีส ในการควบคุมการงอกของสปอร์เช้ือรา Colletotrihum gloeosporioides สาเหตุโรค                             

แอนแทรคโนสมะม่วง บนอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar ตรวจสอบผลภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 100 เท่า ท่ีเวลา 6, 12 
และ 18 ชัว่โมง 

 

เช้ือแอกตโินไมซีส 
(ไอโซเลท) 

เปอร์เซนต์ยบัยั้งการงอกของสปอร์เช้ือรา (%)1/ 

อาหารเลีย้งเช้ือแอกตโินไมซีสบ่มเป็นเวลา 5 วนั อาหารเลีย้งเช้ือแอกตโินไมซีสบ่มเป็นเวลา 7 วนั 

NF2/ F NF F 

6 ชม. 12 ชม. 18 ชม. 6 ชม. 12 ชม. 18 ชม. 6 ชม. 12 ชม. 18 ชม. 6 ชม. 12 ชม. 18 ชม. 
NSP1 88.01 a3/ 82.94 a 65.04 ab 41.24 a 30.82 a 18.55 ab 66.55 a 50.20 b -4/ 35.42 b 24.29 b - 
NSP2 86.25 a 76.71 b 59.88 c 43.30 a 28.59 ab 18.25 ab 53.23 b 24.55 e - 20.56 d 8.12 d - 
NSP3 79.36 b 72.71 b 57.42 cd 42.26 a 27.94 ab 17.42 ab 41.20 c 42.15 c - 25.14 c 21.18 c - 
NSP4 88.98 a 83.28 a 67.71 a 40.38 a 31.88 a 19.14 a 70.30 a 61.43 a - 40.15 a 38.12 a - 
NSP5 77.16 b 65.86 c 60.85 bc 39.54 a 27.94 ab 16.51 b 45.79 c  33.95 d - 22.11 cd 10.14 d - 
NSP6 70.73 c 66.34 c 54.26 d 30.25 b 25.52 b 14.22 c 42.00 c 40.81 c - 22.03 cd 21.95 bc - 
%CV 3.84 3.39 4.04 7.50 8.65 6.83 5.10 6.54 - 7.53 8.29 - 

LSD0.05 5.58 4.50 4.37 5.27 4.43 2.11 4.84 4.90 - 3.69 3.04 - 
1/ค่าเฉล่ียจ านวน 3 ซ ้ า 
2/NF = อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีไม่กรองเอาเช้ือออก, F = อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีกรองเอาเช้ือออก 
3/ค่าเฉล่ียตวัอกัษรแสดงวา่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% เปรียบเทียบโดยวธีิ LSD (Least Significant Difference) 
4/เสน้ใยเจริญจนไม่สามารถวดัค่าได ้ 

1
1
7
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ตาราง 20 ความยาว germ tube ของสปอร์เช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรค            
แอนแทรคโนสมะม่วง ท่ีทดสอบดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีส อาย ุ 5 วนั                     
บนอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar ตวรจสอบผลภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 
100 เท่า ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง 

 

เช้ือแอกติโนไมซีส 
(ไอโซเลท) 

ขนาดสปอร์ของเช้ือราสาเหตุโรค (µm)1/ 

ความยาว germ tube  ความกว้างของสปอร์ 

NF2/ NF NF F 

NSP1 7.163/ 15.98 4.09 4.31 
NSP2 8.16 16.12 4.13 4.23 
NSP3 7.28 17.83 3.96 3.99 
NSP4 6.93 15.08 3.89 4.38 
NSP5 8.25 18.61 4.17 4.01 
NSP6 10.2 19.69 4.39 4.58 

1/ ค่าเฉล่ียจ านวน 10 ซ ้ า 
2/ NF = อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีไม่กรองเอาเช้ือออก, F = อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีกรองเอา               
เช้ือออก 

3/ เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม ซ่ึงมีความยาว germ tube เฉล่ียอยูใ่นช่วง 31.36 – 38.68 µm และมีความกวา้งของ
สปอร์ในช่วง 3.86 - 4.62 
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ภาพ 38 ลกัษณะของสปอร์เช้ือรา Colletotrihum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนส
มะม่วง ภายหลงัจากการทดสอบดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีส ไอโซเลท NSP4 บ่ม
เป็นเวลา 5 วนั ท่ีเวลา 0, 6, 12, 18 และ 24 ชัว่โมง ตามล าดบั ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
ก าลงัขยาย 1000 เท่า; NF: อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีไม่กรองเอาเช้ือออก                        
และ F: อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีกรองเอาเช้ือออก 

 
 

control         NF    F 

 
0 hr 

 
 

 
6 hr 

 
 
 

12 hr 
 
 
 

18 hr 
 
 
 

24 hr 
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2.3.4 การทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลีย้งเช้ือแอกติโนไมซีสในการยบัยั้งเกดิโรค

แอนแทรคโนสจากเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides บนผลมะม่วง 
จากการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแอกติโนไมซีส จ านวน 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NSP1, 

NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 และ NSP6 ในการยบัย ั้งการเกิดโรคแอนแทรคโนสจากเช้ือรา                    
C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะม่วง จ านวน 1 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NDM_F012 ซ่ึง
เป็นสายพนัธ์ุตา้นทานต่อสารก าจดัเช้ือราคาร์เบนดาซิมไดร้ะดบัสูง โดยการปลูกเช้ือบนผลมะม่วง
พนัธ์ุน ้าดอกไมท่ี้ปราศจากโรคและแมลง น ามาลา้งท าความสะอาด แลว้ฆ่าเช้ือท่ีผวิดว้ย                       
70% ethanol ผึ่งใหแ้หง้ จากนั้นปลูกเช้ือบนผลมะม่วงโดยเตรียมเช้ือรา C. gloeosporioides ในรูป 
spore suspension ท่ีความเขม้ขน้ 106 สปอร์ต่อมิลลิลตร ใชไ้มโครปิเปตดูด spore suspension และ
อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีไม่กรองเอาเช้ือออก (NF) หรืออาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ี                  
กรองเอาเช้ือออก (F) อยา่งละ 150 ไมโครลิตร แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ บนัทึกผลในวนัท่ี 4 หลงัการ               
ปลูกเช้ือ โดยบนัทึกผลจากการวดัขนาดเส้นผา่นศูนยข์องแผล แลว้ค านวณหาเปอร์เซนตย์บัย ั้งการ
เกิดโรคเทียบกบัชุดควบคุม คือ ปลูกเช้ือดว้ย spore suspension ของเช้ือราสาเหตุโรคเพียงอยา่งเดียว 
พบวา่อาหารเล้ียงเช้ือชนิด NF ท่ีบ่มเป็นเวลา 5 วนั มีประสิทธิภาพในการลดการเกิดโรคไดใ้นช่วง 
22.55 - 37.80 เปอร์เซนต ์ซ่ึงไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุด ไดแ้ก่ NSP4, NSP3 และ NSP5 โดย
มีประสิทธิภาพ 37.80 34.69 และ 34.69 เปอร์เซนต ์ตามล าดบั ในขณะท่ีอาหารเล้ียงเช้ือชนิด F ท่ีบ่ม
เป็นเวลา 5 วนั สามารถลดการเกิดโรคในช่วง 16.56 - 28.62 เปอร์เซนต ์ ซ่ึงไอโซเลทท่ีมี
ประสิทธิภาพดีท่ีสุด ไดแ้ก่ NSP4 และ NSP3 โดยมีประสิทธิภาพ 28.62 และ 27.24 เปอร์เซนต ์
ตามล าดบั ส่วนอาหารเล้ียงเช้ือชนิด NF ท่ีบ่มเป็นเวลา 7 วนั ลดการเกิดโรคไดใ้นช่วง 24.14 - 33.24 
เปอร์เซนต ์ซ่ึงไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุด ไดแ้ก่ NSP4 โดยมีประสิทธิภาพ 33.24 เปอร์เซนต ์
ในขณะท่ีอาหารเล้ียงเช้ือชนิด F ท่ีบ่มเป็นเวลา 7 วนั ลดการเกิดโรคในช่วง 15.17 - 22.69 
เปอร์เซนต ์ซ่ึงไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพดีท่ีสุด ไดแ้ก่ NSP3 โดยมีประสิทธิภาพ 22.69 เปอร์เซนต ์                  
(ตาราง 21; ภาพ 39) ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการลดการเกิดโรคไดใ้นระดบัต ่า (ภาคผนวก ก)                  
ส่วนอาหารเล้ียงเช้ือทั้ง 2 ชนิด ท่ีบ่มเป็นเวลา 3 วนั ไม่สามารถลดการเกิดโรคแอนแทรคโนสบนผล
มะม่วงได ้ สอดคลอ้งกบัประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเส้นใย และการงอกของสปอร์             
เช้ือรา เน่ืองจากทั้งอาหารเล้ียงเช้ือทั้งชนิด NF และ F จะเร่ิมมีประสิทธิภาพสูงสุดเม่ืออาย ุ5 วนั และ
มีประสิทธิภาพลดลงเม่ืออายุของอาหารเล้ียงเช้ือเพิ่มข้ึน  

จากการทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือชนิด NF และอาหารเล้ียงเช้ือชนิด F ใน
การยบัย ั้งการเกิดโรคแอนแทรคโนสบนผลมะม่วงนั้น จะเห็นไดว้า่อาหารเล้ียงเช้ือทั้งสองชนิดมี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเกิดโรคไดใ้กลเ้คียงกนั โดยอาหารเล้ียงเช้ือชนิด NF จะมี
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ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเกิดโรคไดสู้งกวา่เล็กนอ้ย ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากอาหารเล้ียงเช้ือชนิด NF 
ยงัมีเช้ือแอกติโนไมซีสเจริญอยูใ่นอาหาร ท าใหส้ามารถผลิตสารทุติยภูมิออกมาไดอ้ยา่งต่อเน่ือง จึง
มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งโรคไดสู้งกวา่ แต่ในอาหารเล้ียงเช้ือชนิด F อาจมีสารทุติยภูมิอยูใ่น
ปริมาณจ ากดั ท าใหมี้ประสิทธิภาพไม่เพียงพอต่อการยบัย ั้งการเกิดโรคได ้ สอดคลอ้งกบัรายงาน
ของ Mutitu et al. (2008) ท่ีใชส้ารทุติยภูมิท่ีไดจ้ากการเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสในอาหารเหลวมาฉีด
พน่บนตน้กลา้มะเขือเทศก่อนและหลงัการปลูกเช้ือรา Phytophthora sp. สาเหตุโรคใบไหมใ้น
มะเขือเทศ พบวา่สารทุติยภูมิท่ีไดจ้ากเช้ือแอกติโนไมซีส ไอโซเลท 28P และ CS35 สามารถควบคุม
การเจริญของเช้ือราสาเหตุได ้30.8 และ 19.8 เปอร์เซนต ์ตามล าดบั นอกจากน้ี พรนภา (2554) ไดใ้ช้
อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสทั้ง 2 ชนิด (NF และ F) ในการควบคุมเช้ือรา C. gloeosporioides และ 
C. capsici บนเมล็ดพริก โดยปลูกเช้ือบนเมล็ดพริกดว้ยการแช่ใน spore suspension ความเขม้ขน้ 
106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร พบวา่เมล็ดพริกปลูกเช้ือราทั้ง 2 ชนิด คือ C. gloeosporioides และ                         
C. capsici อาหารเล้ียงเช้ือทั้ง 2 ชนิด ให้ประสิทธิภาพเท่ากนั คือ อาหารเล้ียงเช้ือชนิด NF สามารถ
ยบัย ั้งการเกิดโรคได ้ 65.33 เปอร์เซนต ์ ส่วนอาหารเล้ียงเช้ือชนิด F สามารถยบัย ั้งการเกิดโรคได ้
63.33 เปอร์เซนต ์ ตามล าดบั และมีเปอร์เซนตค์วามงอกเท่ากบั 83.33 และ 76.67 เปอร์เซนต ์
ตามล าดบั  

ส าหรับผลของอาหารเล้ียงเช้ือทั้ง 2 ชนิด (NF และ F) ต่อมะม่วง พบวา่อาหารเล้ียงเช้ือ                             
แอกติโนไมซีสไม่มีผลกระทบใดๆ ต่อผลมะม่วง ซ่ึงจะเห็นไดจ้ากบริเวณท่ีหยดอาหารเล้ียงเช้ือ 
แอกติโนไมซีส ไม่พบอาการผดิปกติใดๆ มีเพียงรอยช ้าท่ีเกิดจากการท าแผลเท่านั้น (ภาพ 39)               
แต่ในการศึกษาคร้ังน้ี ยงัไม่ประสบความส าเร็จในการน าอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสไปในการ
ลดการเกิดโรคแอนแทรคโนสบนผลมะม่วง ซ่ึงเห็นไดจ้ากเปอร์เซนตก์ารลดการเกิดโรค (อยูใ่นช่วง 
15.17 – 37.80 เปอร์เซนต)์ ยงัอยูใ่นระดบัต ่า (ภาคผนวก ก) ดงันั้นจึงตอ้งมีการศึกษาดา้นการน าไป
ประยกุตใ์ชเ้พิ่มเติม เช่น การฉีดตั้งแต่ระยะออกดอก เป็นตน้ เพื่อให้เกิดประสิทธิภาพในการป้องกนั
และควบคุมโรค เน่ืองจากโรคแอนแทรคโนสเป็นโรคแฝง (latent infection) สามารถท าใหเ้กิดโรค
ข้ึนไดก้บัทุกระยะการเจริญเติบโตของผลมะม่วง โดยทัว่ไปแลว้การติดเช้ือนั้นจะเกิดข้ึนในระหวา่ง
การพฒันาของผลมะม่วงแต่อยูใ่นลกัษณะของการเขา้ท าลายแบบแฝงก่อนท่ีผลจะสุก (Spould และ 
Shrenk, 2000) โดยเช้ือจะมีการพกัแฝงตวัอยูใ่นผลมะม่วงในรูปของเส้นใยท่ีเจริญแทรกอยูร่ะหวา่ง
เซลลใ์นชั้น epidermis และ subepidermis ลึกลงไปในผวิผลมะม่วง 2 - 3 ชั้นของผวิของเซลล์            
จากผวินอกสุด ซ่ึงจะยงัไม่มีการแสดงอาการของโรค และเร่ิมมีการพฒันาเป็นอาการของ              
โรคแอนแทรคโนสเม่ือผลมะม่วงเร่ิมสุก ภายหลงัการเก็บเก่ียว ซ่ึงสร้างความเสียหายใหก้บัผลิตผล
ไดเ้ป็นอยา่งมาก (นิพนธ์, 2542) รวมถึงการทดสอบในดา้นของการป้องกนั โดยการหยดอาหาร
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เล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสทิ้งไวก่้อนการปลูกเช้ือ เพื่อทดสอบประสิทธิภาพในของอาหารเล้ียงเช้ือ
แอกติโนไมซีสในการป้องกนัโรคแอนแทรคโนสบนผลมะม่วง และเพื่อทดสอบในแง่ของการ
กระตุน้ใหพ้ืชเกิดความตา้นทานโรคในการสร้างภูมิคุม้กนัอีกดว้ย 

 
 
 

 

ตาราง 21 ประสิทธิภาพของอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีส บ่มเป็นเวลา 5 และ 7 วนั ในการยบัย ั้ง
การเกิดโรคแอนแทรคโนสจากเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides บนผลมะม่วง 
ตรวจสอบผลหลงัจากการปลูกเช้ือเป็นเวลา 4 วนั     

 

 เช้ือแอกตโินไมซีส 
(ไอโซเลท) 

ค่าเฉลีย่เปอร์เซนต์ยบัยั้งการเกดิโรคแอนแทรคโนสบนผลมะม่วง (%)1/ 

อาหารเลีย้งเช้ือบ่มเป็นเวลา 5 วนั อาหารเลีย้งเช้ือบ่มเป็นเวลา 7 วนั 

NF2/ F NF F 
NSP1 28.62 ab3/ 21.10 ab 25.58 ab 19.72 ab 
NSP2 28.69 ab 20.62 ab 27.11 ab 16.56 ab 
NSP3 34.69 a 27.24 a 24.14 b 22.69 a 
NSP4 37.80 a 28.62 a 33.24 a 21.18 ab 
NSP5 34.69 a 24.21 ab 31.72 ab 21.04 ab 
NSP6 22.55 b 16.56 b 24.21 b 15.17 b 
%CV 18.30 22.33 16.71 20.20 

LSD0.05 10.15 9.16 8.23 6.97 
1/ค่าเฉล่ียจ านวน 3 ซ ้ า 
2/NF = อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีไม่กรองเอาเช้ือออก, F = อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีกรองเอา              
เช้ือออก 
3/ค่าเฉล่ียตวัอกัษรแสดงวา่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% เปรียบเทียบโดย
วธีิ LSD (Least Significant Difference) 
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ภาพ 39 ลกัษณะอาการของโรคแอนแทรคโนสท่ีเกิดบนผลมะม่วงพนัธ์ุน ้าดอกไม ้ หลงัจากปลูก
ดว้ยเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides ท่ีทดสอบดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีส            
ไอโซเลท NSP4 ท่ีบ่มเป็นระยะเวลา 5 วนั และตรวจสอบผลหลงัจากการปลูกเช้ือเป็น
เวลา 4 วนั; wound: ท าแผล, dH2O: น ้ากลัน่ฆ่าเช้ือ, EPM: อาหารเล้ียงเช้ือ enzyme 
production medium, spore susn หรือ S: spore suspension ของเช้ือรา C. gloeosporioides 
ความเขม้ขน้ 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร, NF: อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีไม่กรองเอา 
เช้ือออก และ F: อาหารเล้ียงเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีกรองเอาเช้ือออก 

 
 
 
 
 
 

incubated in plastic box 

at room temperature 

wound      dH2O 

EPM     spore sus
n
 

S 

NF + S          F + S     

NF               F  
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2.4 การจัดจ าแนกชนิดของเช้ือแอกติโนไมซีส 
2.4.1 การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของโคโลนีและสปอร์ โดยวธีิ inclined 

coverslip 
 เม่ือน าเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีแยกจากดินในเขตป่าในบริเวณต่างๆ ของจงัหวดัเชียงใหม ่
และแม่ฮ่องสอน จ านวน 15 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5, NSP6, NOK7, 
NOK8, NOK9, NOK10, NHK11, NHK12, NOK13, CHK14 และ NHK15 ซ่ึงมีประสิทธิภาพใน
การยบัย ั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะม่วงไอโซเลท 
NDM_F012 ไดม้ากกวา่ 50 เปอร์เซนต ์มาทดสอบลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของโคโลนีและสปอร์ 
โดยเล้ียงเช้ือบนอาหาร yeast extract malt extract agar (ISP-2) เป็นเวลา 15 วนั พบเช้ือ                        
แอกติโนไมซีส ไอโซเลท NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP6, NOK8, NOK9, NHK12, NOK13 
และ NHK15 มีลกัษณะโคโลนีขาว ผวิโคโลนียน่ ขรุขระ เป็นจีบเขา้สู่กลางโคโลนีนูนข้ึน (convex) 
บนอาหาร เล้ียงเช้ือ ยกเวน้ไอโซเลท NSP5, NOK7, NOK10, NHK11 และ CHK14 ซ่ึงมีโคโลนี
แบนราบ (flat) และพบวา่มีเพียง 5 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NSP1, NSP2, NSP3, NSP5 และ NSP6 ท่ีสร้าง
รงควตัถุ (pigment) สีน ้าตาลออกมารอบๆ โคโลนี (ภาพ 40) ส่วนอีก 10 ไอโซเลท ไม่พบการสร้าง              
รงควตัถุบนอาหาร ISP-2 (ตาราง 22)  
 เม่ือตรวจสอบลกัษณะสปอร์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ท่ีก าลงัขยาย 1,000 เท่า ดว้ยวธีิ 
inclined coverslip พบเช้ือแอกติโนไมซีสมีการสร้างสปอร์รูปทรงกลมขนาดเล็ก ซ่ึงมีทั้งลกัษณะ
แบบขดมว้นต่อกนัเป็นวง (coil) คลา้ยขดลวดสปริง (ภาพ 41) ไดแ้ก่ ไอโซเลท NSP1, NSP2, 
NSP3, NSP4, NSP5, NSP6, NOK7, NOK9, NOK13 และ NHK15 และสปอร์แบบต่อกนัเป็น              
สายโซ่ยาว (fragmenting branched aerial hypha) (ภาพ 41) ไดแ้ก่ ไอโซเลท NOK8, NOK10,                     
NHK11, NHK12 และ CHK14 (ภาพ 41; ตาราง 22) ซ่ึงคลา้ยกบัลกัษณะของสายสปอร์ของเช้ือ     
แอกติโนไมซีสในจีนสั Streptomyces ตามรายงานของ Cross (1970) กล่าววา่เช้ือแอกติโนไมซีสท่ีมี
การสร้างสปอร์แบบสายโซ่ยาว (polysporous) จีนสั Streptomyces เป็นตวัอยา่งท่ีดีในการศึกษา
สปอร์กลุ่มน้ี เน่ืองจากมีการสร้างสปอร์บน aerial mycelium เป็นสายโซ่ยาวโดยมีจ านวนสปอร์
มากกวา่ 50 สปอร์  
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ภาพ 40 ลกัษณะรงควตัถุ (pigment) เช้ือแอกติโนไมซีส บ่มเป็นเวลา 15 วนั ท่ีสร้างข้ึน บนอาหาร 

yeast extract-malt extract agar (ISP-2) 
 
 
 
 

   
 

 
ภาพ 41 ลกัษณะสปอร์ของเช้ือแอกติโนไมซีส บ่มเป็นเวลา 15 วนั ท่ีสร้างข้ึน บนอาหาร yeast 

extract malt-extract agar (ISP-2) ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1000 เท่า; A: สปอร์
แบบขดมว้นต่อกนัเป็นวง (coil) คลา้ยขดลวดสปริง และ B: สปอร์แบบต่อกนัเป็น              
สายโซ่ยาว (fragmenting branched aerial hypha) 

  
 

A B 
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ภาพ 42 ลกัษณะของเช้ือแอกติโนไมซีสไอโซเลทต่างๆ บนอาหารเล้ียงเช้ือ yeaset extract-malt 

extract agar (ISP-2) บ่มเป็นเวลา 15 วนั; (A) ลกัษณะโคโลนีบนอาหารเล้ียงเช้ือ ISP-2 
และ (B) ลกัษณะสปอร์ของเช้ือแอกติโนไมซีสภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1000 
เท่า 

A             B 

 
NSP1 

 
 

 

 
NSP2 

 
 
 

 
NSP3 

 
 
 
 
 
 

NSP4 
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ภาพ 42 (ต่อ) ลกัษณะของเช้ือแอกติโนไมซีสไอโซเลทต่างๆ บนอาหารเล้ียงเช้ือ yeaset extract-

malt extract agar (ISP-2) บ่มเป็นเวลา 15 วนั; (A) ลกัษณะโคโลนีบนอาหาร              
เล้ียงเช้ือ ISP-2 และ (B) ลกัษณะสปอร์ของเช้ือแอกติโนไมซีสภายใต ้                         
กลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1000 เท่า 

 

A             B 

 
NSP5 

 
 

 

 
NSP6 

 
 
 

 
NOK7 

 
 
 
 
 
 

NOK8 
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ภาพ 42 (ต่อ) ลกัษณะของเช้ือแอกติโนไมซีสไอโซเลทต่างๆ บนอาหารเล้ียงเช้ือ yeaset extract- 

malt extract agar (ISP-2) บ่มเป็นเวลา 15 วนั; (A) ลกัษณะโคโลนีบนอาหาร              
เล้ียงเช้ือ ISP-2 และ (B) ลกัษณะสปอร์ของเช้ือแอกติโนไมซีสภายใต ้                          
กลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1000 เท่า 

A             B 

 
NOK9 

 
 

 

 
NOK10 

 
 
 

 
NHK11 

 
 
 
 
 
 

NHK12 
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ภาพ 42 (ต่อ) ลกัษณะของเช้ือแอกติโนไมซีสไอโซเลทต่างๆ บนอาหารเล้ียงเช้ือ yeaset extract-

malt extract agar (ISP-2) บ่มเป็นเวลา 15 วนั; (A) ลกัษณะโคโลนีบนอาหาร              
เล้ียงเช้ือ ISP-2 และ (B) ลกัษณะสปอร์ของเช้ือแอกติโนไมซีสภายใต ้                          
กลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1000 เท่า 

 
 
 
 
 

A             B 

 
NHK13 

 
 

 

 
CHK14 

 
 
 

 
NHK15 
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ตาราง 22 เปรียบเทียบลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีแยกจากดินในเขตป่าในบริเวณต่างๆ ของจงัหวดัเชียงใหม่ 
 

ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 

โครงสร้างทางสัณฐานวิทยา* 

NS
P1

 

NS
P2

 

NS
P3

 

NS
P4

 

NS
P5

 

NS
P6

 

NO
K7

 

NO
K8

 

NO
K9

 

NO
K1

0 

NH
K1

1 

NH
K1

2 

NO
K1

3 

CH
K1

4 

NH
K1

5 

1. โคโลนีสีขาวครีม / / / / / / / / / / / / / / / 
2. โคโลนีเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลเทาเม่ือแก่ / X / / X / X X X X X X X X X 

3. โคโลนีเปล่ียนเป็นสีเทาด าเม่ือแก่ X / X X / X / / X / / / / / / 
4. ของโคโลนียน่ / / / / X / X / / X X / / X / 
5. การสร้างรงควตัถุ (pigment) / / / X / / X X X X X X X X X 

6. การสร้างสปอร์ / / / / / / / / / / / / / / / 
7. สายสปอร์แบบ coil / / / / / / / X / X X X / X / 
8. สายสปอร์แบบ fragmenting branched X X X X X X X / X / / / X / X 
*โครงสร้างทางสณัฐานวทิยา; / มีโครงสร้างทางสณัฐานวทิยา, X ไม่มีโครงสร้างทางสณัฐานวทิยา 
 

1
3
0
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2.4.2 การวเิคราะห์องค์ประกอบผนังเซลล์ diaminopimelic acid (DAP) ของเช้ือ                     
แอกติโนไมซีส 

เม่ือน าเช้ือแอกติโนไมซีสจากดินท่ีแยกไดจ้  านวน 15 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NSP1, NSP2, 
NSP3, NSP4, NSP5, NSP6, NOK7, NOK8, NOK9, NOK10, NHK11, NHK12, NOK13,                
CHK14 และ NHK15 ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือรา C. gloeosporioides 
สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะม่วงไอโซเลท NDM_F012 ไดม้ากกวา่ 50 เปอร์เซนต ์ มาวเิคราะห์
องคป์ระกอบในผนงัเซลลเ์ช้ือแอกติโนไมซีส เทียบกบัสารละลายมาตรฐาน 0.01 M LL,                     
meso – A2pm โดยใชเ้ทคนิคโครมาโทกราฟี (Thin Layer Chromatography; TLC) พบเช้ือ                      
แอกติโนไมซีสทั้ง 15 ไอโซเลท มีองคป์ระกอบของผนงัเซลล ์ DAP ชนิด LL (ภาพ 43) ซ่ึงเช้ือ             
แอกติโนไมซีสท่ีมีองคป์ระกอบของผนงัเซลล ์DAP ชนิด LL มีทั้งหมด 5 จีนสั ไดแ้ก่ Streptomyces, 
Sporichthya, Streptoverticillium, Microellobospora และ Nocardioides (Microbiologyprocedure, 
2009) แต่ในการระบุสปีชีส์ท่ีแน่นอนยงัตอ้งมีการตรวจสอบดว้ยวธีิอ่ืนๆ เพิ่มเติม ไดแ้ก่ การศึกษา
ลษัณะทางสัณฐานวทิยา และการศึกษาล าดบัเบสของยนี 16S rDNA เป็นตน้  

 

 

 
 

 

ภาพ 43 การตรวจสอบ diaminopimelic acid (DAP) องคป์ระกอบผนงัเซลลข์องเช้ือ                       
แอกติโนไมซีส โดยวธีิ thin layer chromatography (TLC); Standard solution = 
สารละลายมาตรฐาน 0.01 M LL and meso A2pm) 
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2.4.3 การจัดจ าแนกเช้ือแอกติโนไมซีสด้วยเทคนิคทางอณูชีววทิยา โดยใช้แทคนิค        
16S rDNA sequencing 

จากการสกดัดีเอน็เอของเช้ือแอกติโนไมซีสท่ีแยกไดจ้ากดิน จ านวน 15 ไอโซเลท ไดแ้ก่ 
NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5, NSP6, NOK7, NOK8, NOK9, NOK10, NHK11,                   
NHK12, NOK13, CHK14 และ NHK15 ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือรา                     
Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสมะม่วงไอโซเลท NDM_F012 ได้
มากกวา่ 50 เปอร์เซนต ์ โดยใชชุ้ดสกดัดีเอน็เอส าเร็จรูป NucleoSpin® Plant Kit ร่วมกบั
ไนโตรเจนเหลว พบวา่สามารถสกดัดีเอ็นเอของเช้ือแอกติโนไมซีสไดทุ้กไอโซเลท เม่ือเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอตรงต าแหน่งบางส่วนของยนี 16S rDNA ดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พร์เมอร์ 2 ชนิด ไดแ้ก่ 
16Sf forward (5’-TCA CGG AGA GTT TGA TCCTG-3’) และ 16Sr reverse (5’-GCG GCT GCT 
GGC ACG TAGTT-3’) สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอไดท้ั้ง 15 ไอโซเลท และเม่ือตรวจสอบโดยใช ้
1% agarose gel electrophoresis พบแถบดีเอน็เอขนาด 500 คู่เบส (ภาพ 44) 

 
 

 
 

 
 
 
 

 

ภาพ 44 การเพิ่มปริมาณบางส่วนของ 16S rDNA gene ท่ีเฉพาะเจาะจงต่อการจดัจ าแนกเช้ือ              
แอกติโนไมซีส ดว้ยวธีิ Polymerace Chain Reaction (PCR) โดยใช ้specific primer (16Sf 
และ 16Sr) และใช ้ 100 คู่เบส ladder เป็น marker ลูกศรช้ีดา้นซา้ยแสดงต าแหน่งของ           
ดีเอ็นเอขนาด 500 คู่เบส และลูกศรท่ีช้ีดา้นขวาแสดงขนาดของแถบดีเอน็เอของเช้ือ                   
แอกติโนไมซีส 
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การท า Transformation และ colony direct PCR 
น าผลผลิตจาก PCR ท่ีไดม้าโหลดบน 1 เปอร์เซนต ์ low melting point gel (Invitrogen®) 

เทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐานต่อ 6X loading dye ในอตัราส่วน 8:2 ไมโครลิตร แลว้ตรวจสอบโดยใช ้                    
1% agarose gel electrophoresis ใชใ้บมีดท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ ตดัเจลบริเวณแถบดีเอ็นเอท่ีตอ้งการ 
(ขนาด 500 คู่เบส) ใส่ลงใน T-vector pGEM® Easy แลว้ดูดลงใน competent cell (Escherichia coli) 
เพื่อท าการตดัต่อยนี จากนั้นดูด competent cell ใส่ลงใน SOC medium บ่มเป็นเวลา 1 ชัว่โมง แลว้
เกล่ียลงบนอาหารแขง็ LB (Luria-Bertani) ท่ีผสม 130 มิลลิโมล ampicillin เคลือบผวิหนา้ดว้ย            
5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-β-D galacto pyranoside (X-gal) และ Isopropyl- β-D -thiogalactopy 
ranoside (IPTG) เพื่อใชใ้นการคดัเลือกโคโลนี 

จากการคดัเลือกโคโลนีของเช้ือ Escherichia coli ท่ีผา่นการถ่ายพลาสมิด T-vector 
pGEM® Easy ซ่ึงมีส่วน insert ของยนี 16S rDNA ขนาด 500 มิลลิโมล โดยคดัเลือกโคโลนีของเช้ือ 
E. coli ท่ีเจริญบนอาหาร LB ผสมสาร ampicillin (ภาพ 45) มาท า colony direct PCR เพื่อตรวจสอบ
เบ้ือตน้วา่โคโลนีท่ีเลือกมานั้น มีส่วนของ insert gene หรือไม่ ซ่ึงจากการท า colony direct PCR 
แลว้น ามาตรวจสอบบน 1% agarose gel electrophoresis พบแถบดีเอน็เอท่ีมีขนาด 500 คู่เบส แสดง
ใหเ้ห็นวา่โคโลนีท่ีคดัเลือกมานั้นมีส่วนของ insert gene ท่ีตอ้งการ จากนั้นคดัเลือกโคโลนีท่ีปรากฏ
แถบดีเอ็นเอมาสกดัเอาส่วนของ plasmid ท่ีมี insert gene ท่ีตอ้งการไปท า PCR โดยใชไ้พรเมอร์ T7 
และ Sp6 ซ่ึงเป็นไพร์เมอร์ท่ีใชส้ าหรับการอ่านล าดบันิวคลีโอไทด์ 

 

 
 
 

ภาพ 45 ลกัษณะโคโลนีของเช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli ท่ีเจริญบนอาหาร Luria-Bertani (LB) 
ผสมสาร 130 mM ampicillin บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง; ลูกศร
ท่ีช้ีคือ โคโลนีท่ีถูกคดัเลือก เน่ืองจากมีส่วนส่วนของ insert gene 
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เม่ือน าเช้ือแอกติโนไมซีสทั้ง 15 ไอโซเลท ไปตรวจสอบและวเิคราะห์นิวคลีโอไทด์และ
จ าแนกชนิดดว้ยเทคนิค 16S rDNA Sequencing โดยใชไ้พรเมอร์ 16Sf และ 16Sr ซ่ึงได ้ PCR 
product ท่ีมีขนาด 500 คู่เบส เพื่อเป็นการยนืยนัความถูกตอ้งในการจดัจ าแนก เม่ือไดล้ าดบัเบสท่ี
ตอ้งการ น าไปเขา้โปรแกรม BLAST เพื่อเปรียบเทียบขอ้มูลใน Gene Bank พบวา่เช้ือ                            
แอกติโนไมซีสทั้ง 15 ไอโซเลท จดัอยูใ่นจีนสั Streptomyces จากนั้นน าล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดม้า
เปรียบเทียบความเหมือนกนัระหวา่งล าดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนของยนี 16S rDNA ของ                       
ทุกตวัอยา่ง เปรียบเทียบความเหมือนกนัระหวา่งกรดอะมิโน โดยใชโ้ปรแกรม MEGA5 แลว้
วเิคราะห์ความสัมพนัธ์โดยใชโ้ปรแกรม PUAP (Bootstrap = 1000) พบวา่จากตวัอยา่งเช้ือ                     
แอกติโนไมซีสทั้ง 15 ไอโซเลท สามารถจดัจ าแนกแบบไดเ้ป็น 4 กลุ่ม (clade) กลุ่มแรก ไดแ้ก่           
ไอโซเลท NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 และ NSP6  กลุ่มท่ีสอง ไดแ้ก่ NOK7 กลุ่มท่ีสาม 
ไดแ้ก่ NOK8, NOK10 และ NHK15 ส่วนกลุ่มท่ีส่ี ไดแ้ก่ NOK9, NHK11, NHK12, NOK13 และ 
CHK14 โดยจากตวัอยา่งเช้ือแอกติโนไมซีสทั้ง 15 ไอโซเลท มีเพียง 3 ไอโซเลท เท่านั้น ท่ีสามารถ
จดัจ าแนกในระดบัสปีชีส์ได ้ ไดแ้ก่ ไอโซเลท NOK8 และ NOK10 มีความคลา้ยคลึงกบัเช้ือ                 
S. parvisporogenes มากท่ีสุด ดว้ยระดบัความคลา้ยคลึง (% similarity) ท่ี 97.98 เปอร์เซนต ์
(ภาคผนวก ง) มีระดบัความเช่ือมัน่ของ bootstrap values บน phylogenetic tree 84 เปอร์เซนต ์(ภาพ 
46) ส่วนไอโซเลท NHK15 มีระดบัความคลา้ยคลึงกบัเช้ือ S. lilacinus มากท่ีสุด ดว้ยระดบัความ
คลา้ยคลึง 97.63 เปอร์เซนต ์ (ภาคผนวก ง) ในขณะท่ีไอโซเลท NHK11, NHK12, NOK13 และ 
CHK14 ท่ีมีระดบัความคลา้ยคลึงกนั 100 เปอร์เซนต ์ (ภาคผนวก ง) มีระดบัความเช่ือมัน่ของ 
bootstrap values บน phylogenetic tree 100 เปอร์เซนต ์(ภาพ 46) และมีความคลา้ยคลึงกบัไอโซเลท 
NOK9 ดว้ยระดบัความคลา้ยคลึง 96.53 เปอร์เซนต ์ (ภาคผนวก ง) มีระดบัความเช่ือมัน่ของ 
bootstrap values บน phylogenetic tree 62 เปอร์เซนต ์ (ภาพ 46) ซ่ึงจดัอยูใ่น basal clade รวมถึง            
ไอโซเลท NOK7 ยงัไม่สามารถจดัจ าแนกในระดบัสปีชีส์ได ้เน่ืองจากไม่มีความคลา้ยคลึงกบัสปีชีส์
ใดบน phylogenetic tree เช่นเดียวกบัแอกติโนไมซีสอีก 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NSP1, NSP2, NSP3, 
NSP4, NSP5 และ NSP6 ท่ีสามารถจดัจ าแนกไดเ้พียงระดบัจีนสัเท่านั้น เน่ืองจากล าดบันิวคลีโอ
ไทดข์องเช้ือแอกติโนไมซีสทั้ง 6 ไอโซเลท มีความแตกต่างจากล าดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือ 
Streptomyces สปีชีส์ต่างๆ ท่ีน ามาจาก Gen bank ทั้งหมดจ านวน 26 ชนิด เห็นไดจ้ากการท่ีเช้ือ           
แอกติโนไมซีสทั้ง 6 ไอโซเลท รวมกลุ่มกนัเป็นกระจุกในแขนงท่ีแยกตวัออกมาจากเช้ือ 
Streptomyces สปีชีส์ต่างๆ ท่ีคดัเลือกไว ้ มีระดบัความเช่ือมัน่ของ bootstrap values บน 
phylogenetic tree 100 เปอร์เซนต ์ (ภาพ 46) และเม่ือดูเปอร์เซนตค์วามคลา้ยคลึง พบวา่เช้ือ              
แอกติโนไมซีสทั้ง 12 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5, NSP6, NOK7, NOK9, 
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NHK11, NHK12, NOK13 และ CHK14 มีความคลา้ยคลึงกบั Streptomyces spp. สปีชีส์อ่ืนใน 
phylogenetic tree ต ่ากวา่ 97 เปอร์เซนต ์ ซ่ึงการท่ีค่าเปอร์เซนตค์วามคลา้ยคลึงของยนี 16S rRNA  
ต ่ากวา่ 97 เปอร์เซนต ์ นั้น คาดวา่เช้ือดงักล่าวน่าจะเป็นเช้ือแอกติโนไมซีสสายพนัธ์ุใหม่                   
(new species) ซ่ึงจากการทดลองอาจเป็นไปไดว้า่เช้ือแอกติโนไมซีสท่ีแยกไดจ้ากดินธรรมชาติมี
ความหลากหลายอยูสู่ง และอาหาร SEA ท่ีใชใ้นการแยกเช้ือแอกติโนไมซีสอาจสามารถแยก
เช้ือจุลินทรียท่ี์ตามปกติไม่เจริญในอาหารทัว่ไปไดดี้ จะเห็นไดว้า่เช้ือแอกติโนไมซีสท่ีมี
ประสิทธิภาพ และเลือกมาท าการศึกษานั้นส่วนมากมาจากเช้ือท่ีแยกไดจ้ากอาหาร SEA สอดคลอ้ง
กบัการรายงานของ Takefumi et al. (2005) พบอาหาร soil extract agar (SEA) สามารถแยก
เช้ือจุลินทรียไ์ดดี้และมีความหลากหลาย โดยพบวา่โคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร SEA มีขนาดโคโลนีท่ี
เล็ก และเจริญชา้ 

ในการจดัจ าแนกเช้ือแอกติโนไมซีสในการศึกษาน้ี ใชล้  าดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนของยนี 
16S rDNA ซ่ึงมีขนาด 500 คู่เบส (จากทั้งหมด 1,500 คู่เบส) ท าใหก้ารจดัจ าแนกเช้ือแอกติโนไมซีส
บางสปีชีส์ใน phylogenetic tree มีความคลา้ยคลึงกนัถึง 100 เปอร์เซนต ์ ไดแ้ก่ S. violaceusniger,             
S. sporocinereus และ S. hygroscopicus ท่ีมีความคลา้ยคลึงกนัถึง 100 เปอร์เซนต ์ มีระดบัความ
เช่ือมัน่ของ bootstrap values บน phylogenetic tree 70 เปอร์เซนต ์หรือ S. albofaciens, S. rimosus 
subsp. Paromomycinus และ S. chrestomyceticus ท่ีมีความคลา้ยคลึงกนัถึง 100 เปอร์เซนต ์มีระดบั
ความเช่ือมัน่ของ bootstrap values บน phylogenetic tree 65 เปอร์เซนต ์ เป็นตน้ (ภาพ 46) แต่เม่ือ
ตรวจสอบล าดบั นิวคลีโอไทดท์ั้ง 1,500 คู่เบสแลว้ พบวา่มีนิวคลีโอไทดห์ลายต าแหน่งท่ีมีความ
แตกต่างกนั แสดงใหเ้ห็นวา่ หากใชล้ าดบันิวคลีโอไทด์ทั้ง 1500 คู่เบส ในการจดัจ าแนกจะท าให้
เกิดความแตกต่างมากกวา่น้ี เช่นเดียวกบัตวัอยา่งเช้ือแอกติโนไมซีสไอโซเลท NHK11, NHK12, 
NOK13 และ CHK14 ท่ีมีความคลา้ยคลึงกนัถึง 100 เปอร์เซนต ์ มีระดบัความเช่ือมัน่ของ bootstrap 
values บน phylogenetic tree 100 เปอร์เซนต ์หากใชล้ าดบันิวคลีโอไทด ์ 1,500 คู่เบส อาจสามารถ
จดัแนกความแตกต่างไดม้ากข้ึน หรืออาจสามารถยนืยนัไดแ้น่ชดัวา่เป็นสปีชียเ์ดียวกนัก็ได ้ ดงันั้น
จึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมให้เหมาะสมกบัการน าไปใชต่้อไป 
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ภาพ 46 Phylogenetic tree ของเช้ือแอกติโนไมซีสไอโซเลท NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5, 

NSP6, NOK7, NOK8, NOK9, NOK10, NHK11, NHK12, NOK13, CHK14 และ NHK15 
 


