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บทสรุปส ำหรับผู้บริหำร 

(Exeutive Summary) 

 

ข้าพเจ้า ผศ. ดร. วิทวัส แจ้งเอี่ยม ได้รับทุนสนับสนุนโครงการวิจัยจากมหาวิทยาลัยบูรพา ประเภท

งบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) มหาวิทยาลัยบูรพา  

โครงการวิจัยเรื่อง (ภาษาไทย) การศึกษาการยับยั้งเชื้อราคอลเลโททริคัมที่ก่อโรคในพืชจากเชื้อแอคติ

โนมัยซีทส์ 

(ภาษาอังกฤษ) Study of Inhibition of Colletotrichum species Fungal Plant Pathogens from 

Actinomycetes 

รหัสโครงการ …………………………….. สัญญาเลขท่ี ๓๔/๒๕๖๐ (เพ่ิมเติม) ได้รับงบประมาณรวมทั้งสิ้น 438,000 

บาท ระยะเวลาด าเนินการ 1 ปี  8 เดือน  ตั้งแต่วันที่  5 กรกฎาคม พ.ศ. 2560 

 

บทคัดย่อ  

เชื้อรา  Colletotrichum spp. เป็นสาเหตุของโรคแอนแทรคโนส โรคผลเน่า โรคใบจุด พบการ

ระบาดมากในช่วงฤดูฝน โดยมักก่อโรคในพืชที่ส าคัญต่อเศรษฐกิจของประเทศ อาทิ เงาะ มังคุด ทุเรียน มะม่วง 

มะละกอ ยางพารา มันส าปะหลัง ลองกอง กล้วยไม้ เชื้อราชนิดนี้สามารถเข้าท าลายพืชทั้งในระยะอ่อนแอ 

และระยะสมบูรณ์ ก่อนการเก็บเก่ียว ระหว่างการเก็บเกี่ยว และหลังการเก็บเก่ียว  

การศึกษาวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียแอคติโนมัยซีสต์จากดินในพ้ืนที่การเกษตร 

เพ่ือหาเชื้อที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Colletotrichum spp. เชื้อแอคติโนมัยซีสต์จ านวน 150 

ไอโซเลท ถูกน ามาทดสอบด้วยวิธี Dual culture technique จากผลการทดสอบพบว่า มีเชื้อ 23 ไอโซเลทที่

สามารถต้านการเจริญของเชื้อรา Colletotrichum spp. ได้ คือ Act-62, 75, 79, 81, 85, 86, 114, 116, 

117, 118, 120, 124, 125, 127, 130, 131, 132, 133, 135, 136, 141, 142 และ 147 และเมื่อท าการสุ่ม

เชื้อแอคติโนมัยซีทส์จ านวน 3 ไอโซเลท คือ Act-120, Act-133 และ Act-135 เพ่ือท าการวิเคราะห์ล าดับเบส



 

ข 

 

ของยี น ส์  1 6 S rRNA พบว่ า คื อ เ ชื้ อ  Streptomyces purpurascens, Streptomyces silaceus แ ล ะ 

Streptomyces cavourensis ตามล าดับ  

ผลจากงานวิจัยนี้มีความเป็นไปได้ที่จะน าเชื้อกลุ่มแอคติโนมัยซีสต์นี้ไปใช้เพ่ือการควบคุมทางชีวภาพ 

(biocontrol) เพ่ือลดการใช้สารเคมีและส่งเสริมการเกษตรแบบอินทรีย์  

 

Output / Outcome  

1. บทความวิจัยระดับชาติ 1 เรื่อง (ร่างบทความวิจัยได้แนบท้ายไว้ในรายงานวิจัยฉบับสมบูรณ์)  

2. การพัฒนาบัณฑิตในระดับปริญญาโท คณะวิศวกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา  

3. สร้างความร่วมมือระหว่างวิทยาเขต ในงานวิจัยนี้ได้ท างานร่วมกับอาจารย์ที่วิทยาเขตจันทบุรี  

4. พบเชื้อกลุ่มแอคติโนมัยซีทส์ 23 ไอโซเลทจากท่ีได้ท าการทดลอง 150 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 

15.3 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Colletotrichum spp.  

 

ข้อเสนอแนะ  

ควรท าการวิจัยต่อยอดเพ่ือหาสารที่ออกฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา Colletotrichum spp. หรือน าเชื้อ

แอคติโนมัยซีทส์เหล่านี้ไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ เช่น ปุ๋ยอัดเม็ดที่มีส่วนผสมของเชื้อแอคติโนมัยซีทส์ 
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บทที่ 1 

 

บทนํา 

 

1.1 ความสําคญัและท่ีมาของปัญหาท่ีทําการวิจัย 

ภาคตะวันออกของประเทศไทย ประกอบด้วย 7 จังหวัด คือ จันทบุรี ชลบุรี ตราด ระยอง 

ฉะเชิงเทรา ปราจีนบุรี และสระแก้ว เป็นภาคที่มีอาณาเขตติดชายฝั่งอ่าวไทยด้านตะวันออก นับเป็น

อีกภูมิภาคหน่ึงที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ เ น่ืองจากพ้ืนที่กลุ่มจังหวัดภาคตะวันออกมี

ทรัพยากรธรรมชาติที่ค่อนข้างอุดมสมบูรณ์ เป็นทุนทางธรรมชาติที่ก่อให้เกิดประโยชน์ทั้งในด้านการ

ท่องเที่ยว อุตสาหกรรม และการเกษตร สินค้าการเกษตรกลุ่มจังหวัดที่สําคัญด้านเกษตรกรรมคือ พืช

ไร่ ได้แก่ ยางพารา อ้อย มันสําปะหลัง สับปะรด ปาล์ม ข้าว และเป็นศูนย์กลางการผลิตและส่งออก

ผลไม้สําคัญทางเศรษฐกิจของไทย เช่น ลองกอง ลําไย เงาะ มังคุด และทุเรียนซึ่งเป็นผลไม้ที่ถือว่าเป็น

ราชาแห่งผลไม้ไทยมีปริมาณการส่งออกมากเป็นลําดับต้นๆ ของประเทศ โดยมีมูลค่าการส่งออกในปี 

2558 เป็นจํานวน 381,469.5 ตัน คิดเป็นมูลค่ากว่า 15,563 ล้านบาท (สํานักวิจัยเศรษฐกิจ

การเกษตร, 2559)  

โรคศัตรูพืชที่ทําลายความเสียหายทางเศรษฐกิจให้กับผลไม้ของภาคตะวันออกมากที่สุดโรค

ห น่ึ ง คื อ  โ ร ค ติ ด เ ช้ื อ ร า  Colletotrichum spp. ซึ่ ง เ ช้ื อ น้ี เ ป็ น ร าที่ จั ด อ ยู่ ใ น  Subdivision 

Deuteromycotina, Class Coelomycetes, Order Melanconiales, Family Melanconiaceae 

(Ainsworth, 1973) โดยก่อให้เกิดความสูญเสียกับพืชและผลไม้เศรษฐกิจ ส่งต่อให้ผลผลิตลดลง และ

คุณภาพของผลผลิตลดลงด้วย โดยเช้ือน้ีสามารถก่อให้เกิดโรคในพืชได้มากถึง 470 สกุล ทั้งพืชตระกูล

ถั่ว หญ้า ผัก ไม้ผล และไม้ประดับ (Bailey and Jeger, 1992) ทําให้ผลผลิตเน่าเสียอายุการเก็บเก่ียว

สั้น ไม่สามารถขนส่งระยะไกลได้ การระบาดของโรคเกิดขึ้นรวดเร็วและรุนแรงในเขตที่มีอุณหภูมิและ

ความช้ืนสูง เช้ือราสามารถเข้าทําลายได้ทุกส่วนของพืชต้ังแต่ลําต้น ใบ ก้าน ดอก ผล และเมล็ด ซึ่ง

การเข้าทําลายของในส่วน ราก และหัว ที่อยู่ใต้ดิน ทําให้เกิดโรคแอนแทรคโนส โดยการเข้าทําลาย



2 
 

ของเช้ืออาจเป็นได้ทั้งแบบมีเช้ือหลายสปีชีส์เข้าทําลายพืชชนิดเดียว หรือเช้ือสปีชีส์เดียวเข้าทําลายพืช

หลายชนิดก็ได้ เช้ือรา Colletotrichum spp. สามารถเข้าทําลายเซลล์พืชโดยตรงไม่ต้องผ่านช่องเปิด

ธรรมชาติหรือบาดแผล สามารถเข้าทําลายผลผลิต ต้ังแต่ระยะดอก ผลอ่อน โดยยังไม่แสดงอาการ

ของโรค จัดเป็นการเข้าทําลายแบบแฝง (quiescent infection) จะแสดงอาการชัดเจนเมื่อผลผลิตแก่

หรือเริ่มสุก ดังน้ัน การเข้าทําลายจะเร่ิมต้ังแต่อยู่ในแปลงปลูก โรคน้ีพบกระจายอยู่ทั่วโลกโดยเฉพาะ

ในเขตร้อนช้ืนจะพบการระบาดอย่างรุนแรง การระบาดของเช้ืออาศัยลม ฝน หรือแมลงที่บินมาเกาะ

บริเวณแผลทําให้สปอร์แพร่กระจายไปยังที่ต่างๆเมื่อถูกความช้ืนก็สามารถงอกเจริญได้ (Bailey and 

Jeger, 1992) 

เช้ือรา Colletotrichum spp. สาเหตุโรคแอนแทรคโนส ใบจุด หรือโรคผลเน่า มีพืชอาศัย

กว้างพบในพืชอาศัยหลายชนิด เช่น มะม่วง มะละกอ พริก ขนุน ชมพู่ ฝรั่ง เงาะ พืชตระกูลถั่ว อะโว

กาโด มังคุด สตรอเบอร์รี่ องุ่น กล้วย มะเขือเทศ ข้าวโพด กล้วย เมลอน แอปเป้ิล  ทุเรียน ลองกอง 

ลิ้นจี่ แก้วมังกร มะปราง พริก และมันสําปะหลัง (หทัยชนก คงแก้ว, 2546; สุธาสินี  ชัยชนะ , 2550; 

กรมส่งเสริมการเกษตร, 2541; Cook, 1975; Alvarez and Nishijima, 1987; Smith and Black, 

1990; Bailey and Jeger, 1992) ความรุนแรงในการระบาดของโรคแอนแทรคโนสจะมีความ

แตกต่างกันขึ้นอยู่กับสายพันธ์ุและชนิดของพืช และพืชที่ถูกเช้ือรา Colletotrichum spp. เข้าทําลาย

พบว่าจะปรากฏลักษณะอาการท่ีหลากหลาย (หทัยชนก คงแก้ว , 2546)  ทั้ง น้ียังขึ้นอยู่กับ

สภาพแวดล้อม ได้แก่ ความช้ืนหรือปริมาณนํ้าฝน อุณหภูมิ และบริเวณส่วนต่างๆของพืช (รังษี  เจริญ

สถาพร และอมรรัชฏ์ คิดใจเดียว, 2553) โดยความรุนแรงของโรคมี  2 ลักษณะ คือหากเกิดโรคใน

ระยะก่อนเก็บเก่ียวจะส่งผลต่อการเจริญของผล แต่หากเกิดโรคในช่วงระยะการเก็บเก่ียวจะทําให้

ผลผลิตเสียหายซึ่งเป็นปัญหาสําคัญในการผลิตส่วนใหญ่การเกิดโรคมักเกิดกับส่วนของพืชที่อยู่เหนือ

ดิน บางครั้งส่วนที่อยู่ใต้ดิน เช่น ราก หรือหัว ก็มีโอกาสได้รับผลกระทบเช่นกัน (Freeman et al., 

1998) โดยอาการจะเริ่มแสดงบริเวณขอบใบ แผลสีนํ้าตาล และลุกลามทําให้ใบร่วง เมื่อเป็นมากจะมี

อาการยืนต้นตาย อาการบริเวณผลจะมีจุดแผลสีนํ้าตาลขนาดไม่เท่ากัน และขยายใหญ่ขึ้นจนเป็นแผล

ฉ่ํานํ้ากลุ่มของโคนีเดียจะแพร่ระบาดไปกับฝน (รัฐกร ศรีสุทธี, 2549; เนตรนภิส เขียวขํา และ สมศิริ 
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แสงโชติ, 2551) ต่อมา รัฐกร ศรีสุทธี  (2549) ได้ทําการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธ์ุกรรมของ

เช้ือรา Colletotrichum spp.สาเหตุโรคแอนแทรคโนสพบว่าสามารถจําแนกได้เป็น 4 สปีชีส์ ดังน้ี C. 

gloeosporioides, C. musae, C. acutatum และ C. capsici และสายพันธ์ุที่มักพบเป็นสาเหตุของ

การติดเช้ือในพืชผลการเกษตรของประเทศไทย คือ C. gloeosporioides, C. musae, C. acutatum 

และ C. capsici (รัฐกร ศรีสุทธี และสรัญยา ณ ลําปาง, 2550; พรพิมล อธิปัญญาคม, สุณีรัตน์ สี

มะเด่ือ  และชนินทร ดวงสอาด, 2554) ในปี 2561 ยางพาราซึ่งจัดเป็นพืชเศรษฐกิจที่สําคัญของไทย

เป็นอันดับที่ 2 ซึ่งสามารถรายได้เข้าประเทศอย่างมหาศาล ตามมาด้วยมันสําปะหลัง(ศูนย์วิเคราะห์

เศรษฐกิจทีเอ็มบี, 2561) ในขณะเดียวกันพบว่ายางพาราที่เป็นพืชเศรษฐกิจมักประสบปัญหากับโรค

พืชอย่างอาการใบจุดโดยทําให้เกิดแผลต้ังแต่ขนาดเล็กจนถึงขนาดใหญ่ ซึ่งเช้ือสาเหตุที่สําคัญคือเช้ือ

รา C. gloeosporioides ซึ่งมักพบการระบาดในช่วงฤดูฝนสอดคล้องกับสภาพภูมิประเทศทางภาคใต้

ของไทยซึ่งมีฝนชุกตลอดปี และเป็นแหล่งเพาะปลูกยางพาราแหล่งใหญ่ที่สุดของประเทศไทย ซึ่งใน

พ้ืนที่เพาะปลูกยางพาราสามารถรวบรวมเช้ือ Colletotriclum สายพันธ์ุก่อโรคได้มากถึง 27 สาย

พันธ์ุ พบว่า สายพันธ์ุ สายพันธ์ุที่มีความรุนแรงระดับ 0-1 มี จํานวน 7 สายพันธ์ุ ความรุนแรงระดับ  

1-2 มี จํานวน 7 สายพันธ์ุ  ความรุนแรงระดับ 2-3 มี จํานวน 8 สายพันธ์ุ  ความรุนแรงระดับ 3-4  มี 

จํานวน 5 สายพันธ์ุ และเป็นสายพันธ์ุเจริญเร็ว ซึ่งมีอัตราการเจริญอยู่ระหว่าง 4. 27- 5. 60 มิลลิเมตร

ต่อวัน เช้ือรา C. gloeosporioides เป็นสาเหตุของโรคใบจุด และโรคใบร่วงชนิดหน่ึงในยางพารา 

สามารถเข้าทําลายทั้งใบ ก่ิงก้าน และฝักยาง โดยในระยะยางผลิใบใหม่ทําให้ใบเห่ียวและหลุดร่วง

ทันที ในระยะที่ใบเจริญแล้วจะเห็นเป็นจุดนูน และบางส่วนของใบบิดงอ ถ้าเข้าทําลายส่วนยอดหรือ

ก่ิงก้าน จะทําให้ยอดน้ันแห้งตาย ด้วยเหตุน้ีโรคที่เกิดจาก Colletotrichum จึงเป็นโรคที่สําคัญที่

ก่อให้เกิดผลเสียหายทางเศรษฐกิจของยางพารา ซึ่งเป็นสินค้าเกษตรที่เป็นรายได้หลักของประเทศ 

(นริสา  จันทร์เรือง, อุไร จันทรประทิน, พเยาว์  ร่มรื่นสุขารมย์, บุตรี พุทธรักษ์ และบัญญัติ สิทธิผล, 

2552) ในขณะที่มันสําปะหลังซึ่งเป็นผลิตผลเกษตรที่สําคัญทั้งภายในประเทศและส่งออกต่างประเทศ

รองจากยางพารา และปัจุบันมันสําปะหลังถือเป็นพืชเศรษฐกิจที่มีความสําคัญเป็นอันดับ 5 ของโลก 

(เจริญศักด์ิ โรจนฤทธ์ิพิเชษฐ์, 2550; หนังสือพิมพ์มติชนเทคโนโลยีเกษตร, 2557) แต่ปัญหาการ
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ระบาดของเช้ือรา Colletotrichum ทําให้มีการสูญเสียรายได้ส่วนหน่ึงของประเทศ และลดความ

เช่ือมั่นของประเทศคู่ค้าจากการระบาดของเช้ือ Colletotrichum จากการศึกษาพบว่าจากเช้ือที่แยก

ได้ทั้งหมดจํานวน 38 ไอโซเลท เช้ือจํานวน 34 ไอโซเลท อยู่ในกลุ่มเจริญเติบโตเร็วและ 4 ไอโซเลท 

อยู่ในกลุ่มเจริญเติบโตช้า ซึ่งสายพันธ์ุที่พบก่อโรคมากที่สุดคือ Colletotriclum  gloeosporioides 

(รุ่งทิพย์ สังข์เผือก, 2554)  ปัจจุบันในประเทศไทย พบว่าโรคแอนแทรคโนสสร้างความเสียหายให้กับ

พืชเศรษฐกิจหลายชนิดเช่น เงาะ มะม่วง มะละกอ ขนุน กล้วย องุ่น สตรอเบอร์รี่  ฝรั่ง มังคุด ทุเรียน 

และมันสําปะหลังเป็นต้น นอกจากน้ีเช้ือราก่อโรคแอนแรกโนสยังมีพืชอาศัยมากถึง 470 ชนิด ความ

เสียหายจึงเกิดได้ในพืชผลหลายกลุ่ม เป็นผลให้ปริมาณและคุณภาพลดลง และไม่เป็นที่ต้องการของ

ตลาดทั้งในและต่างประเทศ จึงจัดเป็นโรคที่สําคัญอย่างย่ิงในประเทศไทย (รัฐกร ศรีสุทธี, 2549) 

ดังน้ันวิธีที่ใช้ในการป้องกันกําจัดโรคดังกล่าวอย่างถูกต้องและมีประสิทธิภาพจึงมีความสําคัญอย่างย่ิง

ในอนาคต 

 ในปัจจุบันเกษตรกรไทยนิยมใช้สารเคมีในการควบคุมศัตรูพืช อาทิสารเคมีจําพวก 

Carbendazim และ Benomyl ในการป้องกัน ดูแลและรักษาการติดเช้ือราดังกล่าว (นิศากร สุวรรณ 

และคณะ 2556) รวมไปถึงการรมผลมังคุดด้วยซัลเฟอร์ไดออกไซด์ (SO2) เพ่ือยับย้ังเช้ือรา 

Colletotrichum spp. หลังการเก็บเก่ียว 

เป็นที่ทราบกันโดยทั่วไปว่า การใช้สารเคมีในการกําจัดเช้ือก่อโรคในผลไม้ก่อให้เกิดผลเสีย

หลายๆ อย่างตามมา เช่น การเกิดสารเคมีตกค้างในผลไม้ที่สูงกว่าเกณฑ์ที่ประเทศคู่ค้ากําหนดไว้ ซึ่งมี

ผลต่อการส่งออกไปยังประเทศต่างๆ โดยเฉพาะในประเทศญี่ปุ่น สหรัฐอเมริกา และกลุ่มประเทศใน

ยุโรป (สํานักวิจัยและส่งเสริมวิชาการเกษตร, 2553)  อีกประการหน่ึงที่สําคัญ คือ ส่งผลให้เช้ือราใน

ธรรมชาติด้ือต่อยา โดยเฉพาะอย่างย่ิงเช้ือ Aspergillus fumigatus ซึ่งจัดเป็นเช้ือฉวยโอกาสที่

ก่อให้เกิดโรคในมนุษย์ที่พบได้ในธรรมชาติโดยทั่วไป ยาฆ่าเช้ือราที่ใช้ในการเกษตรส่งผลให้เช้ือ A. 

fumigatus เกิดการปรับตัวและกลายพันธ์ุทําให้เกิดการด้ือต่อยาที่ใช้รักษาในมนุษย์ (Snelders, van 

der Lee et al. 2008, Snelders, Huis In 't Veld et al. 2009, Snelders, Karawajczyk et al. 

2010, Snelders, Camps et al. 2012) 
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แนวทางหน่ึงที่น่าสนใจอย่างมากในการนํามาประยุกต์ใช้คือ การควบคุมทางชีวภาพ 

(biological control) ความหมายคือการนําจุลินทรีย์ที่มีอยู่ในธรรมชาติ และมีความสามารถในการ

ผลิตสาร secondary metabolite เช่น เช้ือแอคติโนมัยซีทส์ มาใช้ในการควบคุมและยับย้ังการเจริญ

ของเช้ือราที่ก่อโรคในพืช เช้ือแอคติโนมัยซีทส์เป็นเช้ือที่มีความสําคัญอย่างมากทางการแพทย์ เภสัช

กรรม การเกษตรและภาคอุตสาหกรรม เพราะสามารถสร้างสารซึ่งมีคุณสมบัติเป็นสารปฏิชีวนะ ใน

การวิจัยน้ีจะใช้วิธีการควบคุมทางชีวภาพ โดยคัดเลือกหาเช้ือแอคติโนมัยซีทส์ที่แยกได้จากดินในสวน

มังคุดและเงาะที่มีคุณสมบัติในการยับย้ังเช้ือรา Colletotrichum spp. ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคแอน

แทรกโนสและโรคผลเน่าในผลไม้ทั้งก่อนและหลังการเก็บเก่ียว 

ผลสําเร็จจากงานวิจัยน้ี จะทําให้เกิดการลดการใช้สารเคมีกําจัดเช้ือรา ส่งผลให้เกษตรกร

สามารถลดต้นทุนการผลิต เพ่ิมผลผลิตของต้นมังคุดเน่ืองจากต้นสามารถเจริญเติบโตได้ดี ลดการ

ตกค้างของสารเคมีในผลมังคุดและเงาะทําให้ไม่ประสบปัญหาการกีดกันจากการส่งออก จากเหตุผล

ดังกล่าวจะนําไปสู่การนํารายได้เข้าประเทศได้มากขึ้น นอกจากน้ีผลทางอ้อมคือน่าจะลดอัตราการ

กลายพันธ์ุของเช้ือราที่ก่อโรคในมนุษย์ที่ถูกเหน่ียวนําจากการใช้ยากําจัดเช้ือราทางการเกษตรได้ 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

- เพ่ือคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียกลุ่ม Actinomycetes ทีส่ามารถยับย้ังเช้ือรา Colletotrichum 

sp. ได้  

 

1.3 ขอบเขตของการวิจยั 

- เก็บตัวอย่างดินจํานวน 50 ตัวอย่าง จากสวนผลไม้ในภาคตะวันออก มาทําการคัดแยกเช้ือ

แอคติโนมัยซีทส์อย่างน้อยจํานวน 100 ไอโซเลท 

- ทําการแยกเช้ือรา Colletotrichum spp. จากรอยโรค 

- คัดเลือกหาเชื้อกลุ่มแอคติโนมัยซีทส์ที่มคีวามสามารถในการยับย้ังเช้ือ Colletotrichum 

spp. ด้วยวิธี Dual Culture Technique 
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- ทําการสุม่เช้ือ Actinomycetes ที่สามารถยับย้ังเช้ือรา Colletotrichum spp. ได้ มาทํา

การหาลําดับเบสด้วยวิธี DNA sequencing ที่ 16s rRNA 

- ทําการวิเคราะห์ลําดับเบสและจําแนก Genus และ species ของเช้ือกลุ่มแอคติโนมัยซีทส ์

ด้วยฐานข้อมูล National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

 

1.4 ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวคิดของโครงการวิจัย 

เช้ือแบคทีเรียกลุ่มแอคติโนมัยซีทส์สามารถผลิตสาร secondary metabolite ซึ่งมีคุณสมบัติ

ในการยับย้ังเช้ือรา Colletotrichum spp. ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคแอนแทรกโนสได้ 

 

1.5 ผลท่ีคาดว่าจะได้รบั 

ประการที่หน่ึง ได้เช้ือแบคทีเรียกลุ่มแอคติโนมัยซีทส์ที่สามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือ  

Colletotrichum spp. ได้  

 ประการที่สอง พัฒนาบัณฑิตในระดับปริญญาโท คณะวิศวกรรมศาสตร ์

 ประการที่สาม เพ่ิมผลงานวิจัยให้แก่มหาวิทยาลัยบูรพา โดยการนําเสนอผลงานในที่ประชุม

วิชาการ หรือตีพิมพ์ในวารสารระดับชาติ (TCI กลุ่ม 1) หรอืนานาชาติ  
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บทที่ 2 

 

การทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวข้อง 

 

 ในปัจจุบันมีการใช้สารเคมีและยากําจัดศัตรูพืชเพ่ือใช้ในการฆ่าเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคต่างๆ 

ทั้งน้ีเพ่ือการเพ่ิมผลผลิตในภาคการเกษตร ตลอดจนการคงสภาพสินค้าทางการเกษตรในภาคการ

ส่งออก แต่เน่ืองจากสารเคมีเหล่าน้ันส่งผลเสียต่อสภาพแวดล้อม ไม่ว่าจะเป็นการปนเป้ือนใน

สภาพแวดล้อมทางดิน นํ้า และการตกค้างในผลผลิต ทําให้เกิดอันตรายแก่เกษตรกร ชาวบ้านบริเวณ

ใกล้เคียงและผู้บริโภค นอกจากน้ียังเป็นปัจจัยสําคัญที่ก่อให้เกิดการเหน่ียวนําให้เช้ือจุลินทรีย์เกิดการ

กลายพันธ์ุได้ 

 เช้ือกลุ่มแอคติโนมัยซีสท์จัดเป็นแบคทีเรียแกรมบวก บางชนิดติดสี acid fast ส่วนใหญ่มีการ

สร้างเส้นใยสายคล้ายเช้ือรา แต่มีความแตกต่างจากเช้ือรา คือ เป็นสิ่งมีชีวิตชนิด prokaryotic cell 

ไม่มีเย่ือหุ้มนิวเคลียส ไม่มีไมโตคอนเดรีย เช้ือแอคติโนมัยซีสท์สามารถถูกยับย้ังการเติบโตได้โดยสาร

ปฏิชีวนะที่ยับย้ังการเติบโตของแบคทีเรีย แต่ไม่ถูกยับย้ังโดยสารปฏิชีวนะที่ยับย้ังการเติบโตของเช้ือ

รา สามารถพบเช้ือแบคทีเรียชนิดน้ีเจริญในสภาวะแวดล้อมที่หลากหลาย (Cross and Goodfellow, 

1973) ในปี ค.ศ. 1997 Stackebrandt และคณะได้เสนอการจัดหมวดหมู่ของเช้ือแบคทีเรียแบบใหม่ 

โดยอาศัยความสัมพันธ์ของลําดับเบสของ 16s rRNA โดยเช้ือแอคติโนมัยซีสท์จัดอยู่ใน Class 

Actinobacteria วงศ์ Actinomyceteales (Cano and Gene, 2004) 

เช้ือกลุ่มแอคติโนมัยซีทส์ (Actinomycetes) เป็นจุลินทรีย์กลุ่มที่มีการนําไปใช้ในการควบคุม

โรคพืช เน่ืองจากเป็นเช้ือสามารถผลิตสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพได้ ซึ่งในปัจจุบันมากกว่า 90 

เปอร์เซ็นต์ ผลิตมาจากแบคทีเรียในกลุ่มน้ี (Goodfellow et al., 1988; Schwyn and Neilands, 

1996) รายงานการวิจัยหลายรายงานช้ีให้เห็นว่าเช้ือกลุ่มกลุ่มแอคติโนมัยซีทส์สามารถถูกนํามาใช้

ทางการควบคุมทางชีวภาพ (biological control) ได้ เช่น Samac et al. (2003) รายงานว่า เช้ือ 
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Streptomyces sp. ที่อาศัยอยู่กับรากพืชในกลุ่ม alfalfa สามารถผลิตสารปฏิชีวนะที่ป้องกันการเกิด

โรคใบจุดได้อย่างดี และสามารถนําไปใช้ในการควบคุมเช้ือราที่ก่อให้เกิดโรคที่ระบบรากและเมล็ดใน

พืชชนิดอ่ืนได้ เช้ือกลุ่มแอคติโนมัยซีทส์ จีนัส Streptomyces และ Micromonospora สามารถผลิต

สารปฏิชีวนะพวก beta-lactams, polyethers, nonpolyenic, macrolides, และ azalomycin B 

เพ่ือใช้ต้านแบคทีเรียและเช้ือรา (Gesheva 2002) นอกจากยับย้ังการเจริญของเช้ือจุลินทรีย์ศัตรูพืช

ได้แล้ว เช้ือกลุ่มแอคติโนมัยซีทส์สามารถผลิตเอนไซม์ที่ขับออกนอกเซลล์ (extracellular enzyme) 

เพ่ือย่อยสลายสารต่างๆ เช่น ลิกนิน ไคติน เซลลูโลส เป็นต้น ได้ นอกจากน้ีเช้ือกลุ่มแอคติโนมัยซีทส์ 

บางชนิดสามารถย่อยสลายยากําจัดศัตรูพืชได้ เช่นย่อยสลาย diuron (Castillo et al., 2006) และ 

alachlor ซึ่งเป็นยาปราบศัตรูพืชที่มีพิษรุนแรง (Sette et al., 2005) และย่อยสลายยาฆ่าแมลง 

gamma-hexachloro cyclohexane (Benimeli et al., 2008) 

โรคศัตรูพืชที่ทําลายความเสียหายทางเศรษฐกิจให้กับผลไม้ของภาคตะวันออกมากที่สุดโรค

ห น่ึ ง คื อ  โ ร ค ติ ด เ ช้ื อ ร า  Colletotrichum spp. ซึ่ ง เ ช้ื อ น้ี เ ป็ น ร าที่ จั ด อ ยู่ ใ น  Subdivision 

Deuteromycotina, Class Coelomycetes, Order Melanconiales, Family Melanconiaceae 

(Ainsworth, 1973; Holliday, 1980) โดยก่อให้เกิดความสูญเสียกับพืชและผลไม้เศรษฐกิจ ส่งต่อให้

ผลผลิตลดลง และคุณภาพของผลผลิตลดลงด้วย โดยเช้ือน้ีสามารถก่อให้เกิดโรคในพืชได้มากถึง 470 

สกุล ทั้งพืชตระกูลถั่ว หญ้า ผัก ไม้ผล และไม้ประดับ (Bailey and Jeger, 1992) ทําให้ผลผลิตเน่า

เสียอายุการเก็บเก่ียวสั้น ไม่สามารถขนส่งระยะไกลได้ การระบาดของโรคเกิดขึ้นรวดเร็วและรุนแรงใน

เขตที่มีอุณหภูมิและความช้ืนสูง เช้ือราสามารถเข้าทําลายได้ทุกส่วนของพืชต้ังแต่ลําต้น ใบ ก้าน ดอก 

ผล และเมล็ด ซึ่งการเข้าทําลายของในส่วน ราก และหัว ที่อยู่ใต้ดิน ทําให้เกิดโรคแอนแทรคโนส โดย

การเข้าทําลายของเช้ืออาจเป็นได้ทั้งแบบมีเช้ือหลายสปีชีส์เข้าทําลายพืชชนิดเดียว หรือเช้ือสปีชีส์

เดียวเข้าทําลายพืชหลายชนิดก็ได้ เช้ือรา Colletotrichum spp. สามารถเข้าทําลายเซลล์พืชโดยตรง

ไม่ต้องผ่านช่องเปิดธรรมชาติหรือบาดแผล สามารถเข้าทําลายผลผลิต ต้ังแต่ระยะดอก ผลอ่อน โดย

ยังไม่แสดงอาการของโรค จัดเป็นการเข้าทําลายแบบแฝง (quiescent infection) จะแสดงอาการ

ชัดเจนเมื่อผลผลิตแก่หรือเร่ิมสุก ดังน้ัน การเข้าทําลายจะเร่ิมต้ังแต่อยู่ในแปลงปลูก โรคน้ีพบกระจาย
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อยู่ทั่วโลกโดยเฉพาะในเขตร้อนช้ืนจะพบการระบาดอย่างรุนแรง การระบาดของเช้ืออาศัยลม ฝน 

หรือแมลงที่บินมาเกาะบริเวณแผลทําให้สปอร์แพร่กระจายไปยังที่ต่างๆ เมื่อถูกความช้ืนก็สามารถ

งอกเจริญได้ (กรมส่งเสริมการเกษตร, 2541) 

ปัจจุบันพบว่ารา Colletotrichum มีจํานวนมากกว่า 20 species บนพืชอาศัยต่างๆ กัน 

ส่วนใหญ่ทําให้เกิดโรคใบจุดหรือโรคแอนแทรคโนส (Hyde et al., 2009) ได้รายงาน 2 species ซึ่ง

ในบางคร้ังเป็นราดิน (soil-borne) ได้แก่ Colletotrichum gloeosporioides (teleomorph คือรา 

Glomerella cingulata ส ร้ า ง  conidia รู ป ท ร ง ก ร ะบอก  หั ว ท้ า ย มน  ไ ม่ มี  setae แ ล ะ 

Colletotrichum dematium สร้าง conidia รูปพระจันทร์เสี้ยว และมี setae ลักษณะสําคัญของรา 

Coelomycetes จีนัสน้ีคือการสร้าง acervuli อยู่ใต้ epidermis ของพืช บนวุ้นอาหารจะพบลักษณะ

คล้าย sporodochia ราสร้าง phialides ไม่มีสี เกิดรวมเป็นกลุ่มหนาแน่น บาง species จะพบ 

setae สีดําปลายแหลม เกิดจากฐานของ stroma ลักษณะ conidia เป็นรูปทรงกระบอก หรือ

พระจันทร์เสี้ยว มี 1 เซลล์ ไม่มีสี ผนังเรียบ มักเกิดอยู่ในกลุ่มสารเมือกเหลวสี ครีม ส้ม แดง หรือ

นํ้าตาล ลักษณะสําคัญอีกประการหน่ึงของราจีนัสน้ีคือการสร้าง appressoria เกิดจากการงอกของ 

conidia มีสีนํ้าตาลรูปร่างกลม หรือมีส่วนที่โป่งหรือย่ืนออก (lobed) การจัดจําแนกของราในกลุ่มน้ี

อาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา เช่น ลักษณะของสปอร์ การมีหรือไม่มี setae การสร้าง sclerotia 

ลักษณะของโคโลนีบนอาหารต่างๆ (พรพิมล อธิปัญญาคม, สุณีรัตน์ สีมะเด่ือ และ ชนินทร์ ดวงสอาด, 

2554; Liu et al., 2016) ดังแสดงในรูปที่ 2-1  และมีวงจรในการแพร่กระจายของโรคที่เกิดจากเช้ือ

รา Colletotrichum spp. ในแต่ละฤดูกาล และการเข้าทําลายแต่ละส่วนของพืชได้แสดงให้เห็นดัง 

รูปที่ 2-2 ลักษณะของผลไม้ที่มีการเข้าทําลายโดยเช้ือ Colletotrichum gloeosporioides ทําให้ผล

ของฝรั่งมีอาการเน่า ยังผลให้ศัตรูพืชอ่ืนๆ อย่างเช่นแมลงและหนอน รวมถึงเช้ือก่อโรคอ่ืนๆ สามารถ

เข้าทําลายได้ผลไม้ได้ง่ายและมากย่ิงขึ้น ดังแสดงในรูปที่ 2-3 และลักษณะอาการของโรคที่เกิดกับ

องุ่นดังแสดงในรูปที่ 2-4 

จากข้อมูลของรัฐกร ศรีสุทธ์ิ และสรัญยา ณ ลําปาง (2559) ระบุว่าการระบาดของโรคแอน-

แทรคโนส (anthracnose) พบได้ทั่วประเทศไทย โดยโรคแอนแทรคโนส (anthracnose) หรือโรคกุ้ง
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แห้งสาเหตุเกิดจากเช้ือราในสกุล Colletotrichum ได้แก่ Colletotrichum gloeosporioides และ 

Colletotrichum capsici เช้ือสาเหตุสามารถถ่ายทอดจากผลพริกที่เป็นโรคสู่เมล็ดและต้นกล้าได้

ส่งผลให้ปริมาณ และคุณภาพของผลผลิตลดลงอย่างมากรวมทั้งสามารถเข้าทําลายพริกได้ ทุกระยะ

การเจริญเติบโตเมื่อระบาดอย่างรุนแรงทําให้ผลผลิตลดลงถึง 50 เปอร์เซ็นต์ โดยเฉพาะในแปลง

เพาะปลูกที่มีการจัดการไม่ดีและไม่มีการป้องกันกําจัดโรคที่เหมาะสมจะเป็นแหล่งสะสมของเช้ือ

สาเหตุโรคและก่อให้เกิดปัญหาในฤดูปลูกถัดไป พรพิมล อธิปัญญาคม และคณะ (2552) ทําการศึกษา

ความรุนแรงของโรคที่สําคัญในผลไม้อย่างแก้วมังกร และหาสาเหตุของโรคที่สําคัญ พบว่ามีเช้ือในกลุ่ม 

Colletotrichum ที่เป็นสาเหตุของโรคในแก้วมังกร C. capsica และ C. gloeosporioides เข้า

ทําลายที่ผลของแก้วมังกรทําให้เกิดโรคผลเน่ามากถึง 2 สายพันธ์ุ โดยโรคที่เกิดกับแก้วมังกรส่วนใหญ่

พบในแหล่งปลูกแก้วมังกรในภาคกลางและภาคตะวันออก และมีความรุนแรงมากที่สุดในจังหวัด

จันทบุรีและ C. capsici มีเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคและความรุนแรงของโรคมากที่สุด เท่ากับ 32.50 

และ 10.00 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ นอกจากน้ีในช่วงต้นปี 25561 ที่ผ่านมา ได้เกิดการระบาดครั้งใหญ่

ของโรคแอนแทรกโนสในต้นกาแฟทางภาคเหนือของประเทศไทย เน่ืองจากสภาพอากาศมีความ

แปรปรวนหนัก ประกอบกับการละเลยในการเฝ้าระวังการระบาดของเช้ือ C. gloeosporioides ทํา

ให้ทุกพ้ืนที่ที่มีการปลูกกาแฟมีการติดเช้ือโดยประมาณ 20 – 30 เปอร์เซ็นต์ของพ้ืนที่ โรคแอนแทรก-

โนสมีความอันตรายต่อพืชอย่างมาก เพราะเช้ือสามารถอาศัยได้ทั้งบนต้นกาแฟและในดิน ที่สําคัญ

ลักษณะการไหม้ของใบหรือผลไม่ได้ต่างจากการถูกแดดจัดเผา เลยทําให้เกษตรกรสังเกตได้ยากว่า ต้น

กาแฟที่เป็นโรคเกิดจากสาเหตุใด อีกทั้งเช้ือชนิดน้ีสามารถเข้าทําลายพืชได้ แม้จะไม่มีบาดแผลใดๆ 

ปร ากฎม าก่ อ น  (Cannon, Damm, Johnston and  Weir, 2012) นอกจ าก น้ี เ ช้ื อ ร า กลุ่ ม 

Colletotrichum spp. ยังสามารถก่อให้เกิดโรคในพืชต่างๆ ได้มากมายหลายชนิด ดังสรุปไว้ใน 

ตารางที่ 2-1 

ในปี 2560 จนถึงปัจจุบัน ได้มีกลุ่มนักวิจัยจํานวนมากได้ทําการวิจัยและผลิตสารควบคุมโรค

จากแบคทีเรียปฏิปักษ์ และเกษตรกรเองได้ให้ความสนใจในการนําแบคทีเรียปฏิปักษ์มาใช้ในการ

ควบคุมเช้ือราที่เป็นศัตรูของพืชมากย่ิงขึ้น ดังรายงานการวิจัยของบุญญวดี จิระวุฒิ และคณะ, 2560 
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พบว่าเงาะเ ป็นพืชที่ มี เ ช้ือราที่ เ ป็นศัตรู เ ป็นจํ านวนมาก  อาทิ เ ช่น  เ ช้ือรา  Lasiodiplodia 

theobromae, Gliocephalotrichum spp., C. gloeosporioides, Pestalotiopsis sp. แ ล ะ 

Phomopsis sp. โดยเฉพาะอย่างย่ิงเช้ือรา C. gloeosporioides ที่เจริญอย่างรวดเร็วและสามารถ

เข้าทําลายพืชได้ทุกระยะ และเป็นปัญหาสําคัญที่ทําให้คุณภาพของผลเงาะลดลงอายุการเก็บรักษาสั้น 

ก่อให้เกิดอาการผลเน่าเป็นจุดสีนํ้าตาลและเน่าลามอย่างรวดเร็วทั่วทั้งผล จึงได้สนใจการควบคุมโรค

ผลเน่าโดยการใช้เช้ือจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในการป้องกันและกําจัดโรคที่มีความปลอดภัยต่อผู้ผลิตและ

ผู้บริโภค ผลการวิจัยพบว่าเมื่อพ่นด้วยแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ได้ปรับความเข้มข้นของเช้ือให้มีค่า OD 

เท่ากับ 0.2 ที่ความยาวของคลื่นแสง 600 นาโนเมตร (108 CFU/ml) ลงบนเงาะที่ได้รับการปลูกเช้ือ

ก่อโรค เปรียบเทียบกับพ่นด้วยนํ้า และสารอิมาซาลิล 500 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (กรรมวิธีควบคุม) 

พบว่าแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธ์ุ DL9, PN10 และ DL7 สามารถยับย้ังความรุนแรงของโรคผลเน่า

ของเงาะ และมีประสิทธิภาพในการยับยัง ความรุนแรงของโรคไดดีกว่าอิมาซาลิล 500 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร นอกจากน้ียังมีประสิทธิภาพในการยับย้ังการงอกของสปอร์เช้ือรา C. gloeosporioides 

ด้วย 
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รูปที่ 2-1 แสดงลักษณะมหสณัฐานและจลุสัณฐานของเช้ือรา Colletotrichum spp. ชนิดต่างๆ 

(A) ลักษณะของโคโลนีที่เจริญบนอาหาร PDA; (B) ลักษณะด้านล่างของโคโลนีที่เจริญบนอาหาร 

PDA; (C) ลักษณะของ conidia; (D) ลักษณะของ conidial appressoria; (E) ลักษณะของ 

mycelial appressoria; (F) ลักษณะของ conidiophores. Scale bars = 10 μm สําหรับ (C–E) 

และ20 μm สาํหรับ (F). 

ที่มา : Liu F., Tang G., Zheng X. et al., 2016 
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รูปที่ 2-2 วัฏจกัรการทําให้เกิดโรคของเช้ือ Colletotrichum spp. 

ที่มา : Cacciola et al., 2012 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2-3 อาการของโรคแอนแทรคโนสบนผลฝร่ัง ที่เกิดจากเช้ือรา C. gloeosporioides 

ที่มา: สํานักวิจยัและพัฒนาวิทยาการหลังการเก็บเก่ียวและแปรรูปผลิตผลเกษตร กรมวิชาการเกษตร, 

2557 
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รูปที่ 2-4 ลักษณะอาการของโรคแอนแทรคโนสขององุ่นที่เกิดจากเช้ือรา Colletotrichum sp.  
 ที่มา: ปัญจมา กวางต๊ิด, 2540 

 

ตารางที่ 2-1 แสดงชนิดของเช้ือรา Colletotrichum sp. ที่เป็นสาเหตุของโรคในพืชชนิดต่างๆ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ที่มา : พรพิมล อธิปัญญาคม สุณีรัตน์ สมีะเด่ือ และ ชนินทร์ ดวงสอาด, 2554 
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ในปัจจุบันแนวทางหน่ึงที่น่าสนใจอย่างมากในการนํามาประยุกต์ใช้คือ การควบคุมทาง

ชีวภาพ (biological control) ความหมายคือการนําจุลินทรีย์ที่มีอยู่ในธรรมชาติและมีความสามารถ

ในการผลิตสาร secondary metabolite เช่น เช้ือแอคติโนมัยซีทส์มาใช้ในการควบคุมและยับย้ังการ

เจริญของเช้ือราที่ก่อโรคในพืช ในการวิจัยน้ีจะใช้วิธีการควบคุมทางชีวภาพ โดยคัดเลือกหาเช้ือแอคติ

โนมัยซีทส์ที่แยกได้จากดินในสวนผลไม้ที่มีคุณสมบัติยับย้ังเช้ือรา Colletotrichum spp. เพ่ือลดการ

ลดการใช้สารเคมีในขบวนการผลิตต้ังแต่แปลงปลูกจนถึงผู้บริโภคโดยการควบคุมโรคด้วยการใช้

เช้ือจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในการป้องกันและกําจัดโรคที่มีความปลอดภัยต่อผู้ผลิตและผู้บริโภค อีกทั้งการ

ใช้เช้ือปฏิปักษ์สามารถเจริญและเพ่ิมจํานวนได้ในธรรมชาติ ไม่ก่อให้เกิดสารพิษตกค้าง และปกป้อง

พืชจากเช้ือก่อโรคได้อย่างยาวนาน 
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บทที่ 3 

 

วิธีการดําเนินงานวิจัย 

 

3.1 วัสดุอุปกรณ์ สารเคมี และเชื้อ ท่ีเก่ียวข้องกับการวิจัย 

 

3.1.1 เชื้อราและแบคทีเรีย 

- เช้ือ Colletotrichum spp. ที่แยกได้จากผลไม้ชนิดต่างๆ ในพ้ืนที่สวนผลไม้ของจังหวัดใน

ภาคตะวันออก  

- เช้ือกลุ่ม Actinomycetes ซึ่งแยกได้จากดินในพ้ืนที่สวนผลไม้ของจังหวัดจันทบุรี ตราด 

และชลบุรี 

 

3.1.2 อาหารเลี้ยงเช้ือ 

- อาหารเลี้ยงเช้ือ Potato dextrose agar (Himedia Laboratories PVt. Ltd.)  

- อาหารเลี้ยงเช้ือ Starch casein agar (SCA) ที่มียา cycloheximide และ nalidixic acid 

- อาหารเลี้ยงเช้ือ ISP-2 

 

3.1.4 อุปกรณ์ 

- Plate เพาะเช้ือ petri dish  

- Filter กรองสารขนาดรูกรอง 0.22 μm (Corning) 

- Microcentrifuge tube 1.5 ml (Kirgen) 

- หลอดพลาสติกขนาด 15 และ 50 ml (Corning) 

- Autopipett และ tip ขนาดต่างๆ 
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- Slide และcover slip 

- กระบอกฉีดยา 

- ขวดใส่สารขนาดต่างๆ (schott duran) 

- ขวดรูปชมพู่ขนาดต่างๆ (schott duran)  

- บีกเกอร์ขนาดต่างๆ (schott duran) 

- กระบอกตวง (witeg®) 

- หลอดทดลองขนาดต่างๆ 

- ตะขอเขี่ยเช้ือ (hook) 

- Cotton swap sterile 

- แผ่นอลูมิเนียม (aluminium foil) 

- ถุงมือยาง 

- Autoclave tape  

- ปากกา label  

- กรรไกร 

- Scotch tape 

- กระดาษชําระ 

- ถุงพลาสติกขนาดใหญ่ 

 

3.1.5 เครื่องมือ 

- ตู้บ่มเช้ือ incubator (CONTHERM scientific Ltd.) 

- เครื่องวัดความขุ่น densitometer (Grant-bio) 

- เครื่องป่ันเหว่ียง centrifuge (Labnet) 

- กล้องจุลทรรศน์ (Olympus) 

- เครื่องช่ังสาร 
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- เครื่องน่ึงฆ่าเช้ือ autoclave (Hirayama) 

- ตู้อบความร้อน oven (Binder) 

- เครื่อง vortex mixer (vortex-2 GENE®) 

- ตู้แช่เย็น -20 และ 4 ºC 

- ตะเกียงบุนเสน 

 

3.1.6 สารเคมี 

- 0.85% Normal saline solution (NSS) 

- สีย้อม lactophenol cotton blue (LPCB) 

- 70% Ethanol 

- Glycerol 

- นํ้ากลั่นปราศจากเช้ือ 

 

3.2 วิธีการวิจัย 

 

3.2.1 การเก็บตัวอย่างดิน 

 ตัวอย่างดินถูกเก็บจากสวนผลไม้ในจังหวัดจันทบุรี 50 ตัวอย่าง ชลบุรี 50 ตัวอย่าง และตราด 

50 ตัวอย่าง รวม 150 ตัวอย่าง โดยในหน่ึงแปลงเกษตรจะถูกแบ่งเก็บจากบริเวณหัวแปลงกลางแปลง 

และท้ายแปลงตัวอย่างดินถูกเก็บไว้ในหลอดพลาสติกขนาด 15 ml พร้อมทั้งทําการบันทึกข้อมูลของ

บริเวณที่เก็บตัวอย่างดิน หลอดบรรจุตัวอย่างดินถูกเก็บไว้ในในตู้เย็นที่มีอุณหภูมิ 4 ºC เพ่ือรอการ

ทดสอบต่อไป 
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3.2.2 การแยกเช้ือแบคทีเรียกลุ่มแอคติโนมัยซีทส์ 

ช่ังตัวอย่างดิน 1 กรัม ใส่ลงในอาหาร starch casein broth (SCB) และเจือจางตัวอย่างดิน

ให้เป็น 10-4 ถึง 10-6 จากน้ันดูดตัวอย่างดินปริมาตร 100 μl เพ่ือทําการ spread plate ลงบนอาหาร 

starch casein agar (SCA) ที่มียา cycloheximide และ nalidixic acid ผสมอยู่ นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 

30oC เป็นเวลา 7-14 วัน เมื่อได้เช้ือแยกเช้ือแอคติโนมัยซีทส์ได้แล้ว ทําการเก็บ stock เช้ือโดยใช้

อาหาร ISP-2 (Shirling and Gottlieb, 1996; Isaac and Jennings, 1995) 

 

3.2.3 การแยกเช้ือ Colletotrichum spp. 

  การแยกเชื้อ Colletotrichum spp. ทําโดยใช้วิธี tissue transplanting โดยตัดช้ินส่วน

ของตัวอย่างที่มีรอยโรคจากผลไม้ ขนาด 5x5 mm นําไปฆ่าเช้ือภายนอกด้วย 25% Clorox (1.25% 

Sodium hypochloride) ในจานเพาะเช้ือเป็นเวลา 5 นาที แล้วรินนํ้ายาออก ล้างด้วยนํ้าที่ปราศจาก

เช้ือ 3 ครั้ง จากน้ันซับด้วยทิชชูที่ผ่านการฆ่าเช้ือ นําตัวอย่างไปวางในอาหารเลี้ยงเช้ือราชนิด PDA 

(Potato Dextrose Agar) ที่ผสมยาฆ่าเช้ือแบคทีเรีย penicillin-streptomycin เพ่ือยับย้ังการเจริญ

ของแบคทีเรียที่อยู่ในสิ่งแวดล้อม จากนั้นทําการบ่มเช้ือราให้เจริญที่อุณหภูมิ 25oC เป็นเวลา 3-7 วัน 

ตรวจสอบด้วยการย้อมสี lactophenol cotton blue และดูลักษณะโครงสร้างของเส้นใยและโคนิ

เดีย ภายใต้กล้องจุลทรรศน์  

 

3.2.4 การทดสอบความสามารถของเชื้อแอคติมัยซีทส์ในการยับย้ังเชื้อ Colletotrichum spp. 

การทดสอบความสามารถของเช้ือแอคติมัยซีทส์ในการยับย้ังเช้ือรา Colletotrichum spp. 

ที่เป็นสาเหตุของโรคพืช ด้วยเทคนิค dual culture ทําโดยการลากเช้ือแอคติโนมัยซีทส์ในแนวตั้งฉาก

บนอาหารชนิด PDA (Potato Dextrose Agar) จากน้ันนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 oC เป็นเวลา 7 วัน 

เพ่ือให้เช้ือแอคติมัยซีทส์เจริญเต็มที่ (คาดว่าจะหลั่งสารจําพวก secondary metabolites เช่น ต้าน

เช้ือราสู่อาหารเลี้ยงเชื้อ) จากน้ันนําเช้ือรา Colletotrichum spp. ที่แยกได้จากรอยโรคของพืชวางลง
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บนจานเพาะเลี้ยงเช้ือ โดยให้มีความห่างจากเช้ือแอคติโนมัยซีทส์ที่ระยะประมาณ 3 cm บ่มเช้ือที่

อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 7 วัน  

 

3.2.5 การหาลําดับเบสของ 16S rRNA ของเชื้อแอคติโนมัยซีทส์ 

 สุ่มเช้ือแอคติโนมัยซีทส์จํานวน 3 ไอโซเลทมาทําการเลี้ยงเช้ือในอาหารเฉพาะ และทําการ

สกัด DNA ด้วยชุด kit เมื่อได้ DNA จากเช้ือมาแล้วทําการเพ่ิมจํานวนยีนส์ 16S rRNA ด้วย universal 

primers คือ 27f (5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’ ตําแหน่งที่ 8 ถึง 27 และ 1525r (5’-

AAG GAG GTG WTC CAR CC-3’ ในแต่ละ PCR mixture  (50 μl) ประกอบด้วย ไพร์เมอร์ (20 

μM) , deoxynucleoside triphosphates (25 μM), Taq polymerase buffer, genomic DNA 

(50-300 ng) และ Taq polymerase (2.5 U) ทําการต้ังค่าเคร่ือง PCR ดังน้ีคือ denaturation ที่ 

95ºC เป็นเวลา 5 นาที ต่อด้วย  95ºC  เป็นเวลา 1 นาที 55ºC เป็นเวลา 2 นาที  72ºC เป็นเวลา 3 

นาที ทําซ้ําจํานวน 35 รอบ และขั้นตอน extension ที่อุณหภูมิ 72ºC เป็นเวลา 10 นาที และ PCR 

products ที่ได้จะถูกตรวจสอบผลด้วย electrophoresis โดยใช้ 1% agarose gel ใน TBE buffer 

และทําการย้อมสี DNA ด้วย ethidium bromide หลังจากน้ันจึงทําการส่องดูภายใต้แสง UV การ

วิเคราะห์ลําดับเบสของ 16S rDNA ใช้บริการของบริษัทเอกชนนอกประเทศคือ Macrogen เมื่อได้ผล

จากทางบริษัทแล้ว นําผลของ DNA sequence ที่ได้มาทําการเปรียบเทียบจากฐานข้อมูลใน NCBI 

ด้วยโปรแกรม BLAST เพ่ือทําการระบุชนิดของเช้ือ 



21 
 

บทที่ 4 

 

ผลการวิจัย 

 

4.1  การเก็บตัวอย่างดินในพื้นท่ีเกษตรกรรม  

ทําการสุ่มเก็บตัวอย่างดินจํานวน 50 ตัวอย่าง จากสวนผลไม้ซึ่งมีการเพาะปลูกเงาะ มังคุด 

ลองกอง กล้วย และฟักทอง  ในจังหวัดจันทบุรี ชลบุรี และตราด  

 

 

 

รูปที่ 4-1 พ้ืนที่เก็บตัวอย่างดินในสวนผลไม้ในจังหวัดภาคตะวันออก 
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4.2 การแยกเชื้อกลุ่ม Actinomycetes จากตัวอย่างดิน  

ตัวอย่างดิน 50 ตัวอย่าง ถูกนํามาช่ังให้มีปริมาณ 1 g ใส่ลงในอาหาร starch casein broth 

(SCB) และเจือจางตัวอย่างดินให้เป็น 10-4 ถึง 10-6 จากน้ันดูดตัวอย่างดินปริมาตร 100 μl เพ่ือทํา

การ spread plate ลงบนอาหาร starch casein agar (SCA) ที่มียา cycloheximide, nalidixic 

acid และ fluconazole ผสมอยู่ จากน้ันนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7-14 วัน 

เมื่อแยกเช้ือ Actinomycetes ได้แล้ว (ส่วนใหญ่แล้วโคโลนีจะปรากฎภายใน 7 วัน) ทําการเก็บ 

stock เช้ือโดยใช้อาหาร ISP-2  

 

 

รูปที่ 4-2 การคัดเลือกเช้ือกลุ่ม Actinomycetes จากดินในสวนผลไม้ 
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รูปที่ 4-3 เช้ือกลุ่ม Actinomycetes ที่คดัเลือกจากตัวอย่างดินในสวนผลไม้ของภาคตะวันออก 

 

เมื่อโคโลนีของเช้ือกลุ่ม Actinomycetes ปรากฎบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ ให้เลือกโคโลนีที่มี

ลักษณะขรุขระ ขอบไม่เรียบ โคโลนีแห้ง คล้ายลักษณะของเช้ือราแต่ไม่มีการสร้างเส้นใย ดังแสดงใน

รูปที่ 4-2 เขี่ยในจานอาหารเลี้ยงเช้ือ (cross streak) เพ่ือแยกโคโลนีเด่ียว (single colony) จากน้ัน

ให้ทําการเก็บเช้ือในจานอาหารเลี้ยงเช้ือ ดังแสดงในรูปที่ 4-3 และในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีส่วนผสมของ 

20% glycerol เก็บไว้ที่อุณหภูมิและตู้เย็น -80 องศาเซลเซียส ตามลําดับ  

ผลจากการแยกเช้ือกลุ่ม Actinomycetes จากดินในสวนผลไม้ซึ่งมีการเพาะปลูกมังคุด และ

เงาะในจังหวัดจันทบุรี เงาะและลองกองจากจังหวัดตราด กล้วยและฟักทอง จากจังหวัดชลบุรี พบว่า

สามารถแยกเช้ือกลุ่ม Actinomycetes ได้ 549 ไอโซเลท แต่ทางผู้วิจัยได้นําเช้ือมาทําการทดลองการ

ต้านเช้ือรา Colletotrichum spp. เพียง 150 ไอโซเลท รายละเอียดแสดงไว้ในตารางที่ 4-1 
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ตารางที่ 4-1 แสดงจํานวนของเช้ือกลุ่ม Actinomycetes ที่แยกได้จากสวนผลไมใ้นจงัหวัดจันทบุรี  

      ชลบุรีและตราด 

 

จังหวัด บริเวณที่ปลูกผลไม ้ จํานวน 

Actinomycetes ที่แยก

ได้ 

(n = 549) 

จํานวนที่นํามา

ทดสอบ 

การต้านเช้ือรา 

(n = 150) 

จันทบุรี มังคุด 

เงาะ 

96 

48 

25 

25 

ชลบุรี สวนฟักทอง 

สวนกล้วย 

150 

60 

25 

25 

ตราด เงาะ 

ลองกอง 

100 

95 

25 

25 

 

 

4.3  การแยกเชื้อราก่อโรค Colletotrichum spp. จากผลไม้  

วิธีทํา ทําการแยกเช้ือ Colletotrichum spp.  โดยใช้วิธี tissue transplanting โดยตัด

ช้ินส่วนของตัวอย่าง ขนาด 5x5 มิลลิเมตร นําไปฆ่าเช้ือภายนอกด้วย 25% Clorox ในจานเพาะเช้ือ

เป็นเวลา 5 นาที แล้วรินนํ้ายาออก ล้างด้วยนํ้าที่ปราศจากเช้ือ 3 ครั้ง จากน้ันซับด้วยกระดาษชําระที่

ผ่านการฆ่าเช้ือแล้วและนําไปวางในอาหารเลี้ยงเช้ือราชนิด PDA (Potato Dextrose Agar) ที่ผสมยา

ฆ่าเช้ือแบคทีเรีย penicillin-streptomycin เพ่ือยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียที่อยู่ในสิ่งแวดล้อม 

จากน้ันทําการบ่มเช้ือราให้เจริญที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-7 วัน ตรวจสอบด้วยการ

ย้อมสีและดูลักษณะโครงสร้างของเส้นใยและโคนิเดีย ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
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รูปที่ 4-4 ลักษณะรอยโรคแอนแทรคโนสทีเ่กิดในผลมะมว่งหลังเก็บเก่ียว  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4-5 ลักษณะโคโลนีและแมคโครโคนิเดียของเช้ือรา Colletotrichum spp.  

ที่แยกได้จากผลไม้ที่ติดเช้ือ 

 

4.4  การทดสอบเชื้อ Actinomycetes ปฏิปักษ์ต่อเชื้อรา Colletotrichum spp.   

การคัดเลือกเช้ือ Actinomycetes สายพันธ์ุปฏิปักษ์ต่อเช้ือรา Colletotrichum spp.  ด้วย

เทคนิค dual culture ทําโดยเข่ียเช้ือแอคติโนมัยซีทส์ในแนวต้ังฉากบนอาหารชนิด PDA (Potato 

Dextrose Agar) จากน้ันนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน เพ่ือให้เช้ือแอคติมัย

ซีทส์เจริญและหล่ังสารต้านเช้ือราสู่อาหารเลี้ยงเช้ือ จากน้ันนําเช้ือรา Colletotrichum spp. ที่แยก
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ได้จากรอยโรคของพืชวางลงตรงกลางจานเพาะเลี้ยงให้ห่างจากเช้ือแอคติโนมัยซีทส์ที่ระยะ 3 

เซนติเมตร บ่มเช้ือที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน และทําการอ่านผล ผลการทดลองใน

ภาพท่ี 4-5 คือผลลบต่อการทดสอบ และภาพท่ี 4-6 คือผลบวกต่อการทดสอบ โดยเช้ือ Act-62, 75, 

79, 81, 85, 86, 114, 116, 117, 118, 120, 124, 125, 127, 130, 131, 132, 133, 135, 136, 141, 

142 และ 147 สามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือ Colletotrichum spp.  ได้ โดยลักษณะของโคโลนี

ของเช้ือ Actinomycetes ได้แสดงไว้ในตารางที่ 4-2 

   

รูปที่ 4-6 ผลทดสอบเช้ือกลุ่ม Actinomycetes ที่ไม่สามารถยับย้ังเช้ือรา Colletotrichum spp. 
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รูปที่ 4-7 ผลการทดสอบการต้านการเจริญของกลุ่ม Actinomycetes ที่มีต่อเช้ือรา 

Colletotrichum spp. ด้วยวิธี Dual culture  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Act - 118 POS Act - 135 POS 
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รหัสเช้ือ ลักษณะโคโลนี 

Act-62 โคโลนีสีขาว สร้างพิกเมนต์สีนํ้าตาล  

Act-75 โคโลนีสีขาว สร้างพิกเมนต์สีนํ้าตาล 

Act-79 โคโลนีสีขาว สร้างพิกเมนต์สีนํ้าตาล 

Act-81 โคโลนีสีครีม สร้างพิกเมนต์สีม่วง  

Act-85 โคโลนีสีครีม มนั-วาว สร้างพิกเมนต์สีนํ้าตาลอ่อน 

Act-86 โคโลนีสีขาว สร้างพิกเมนต์สีนํ้าตาล 

Act-114 โคโลนีสีเหลือง ขนาดเล็ก ผิวโคโลนีด้าน  

Act-116 โคโลนีสีครีม ขนาดเล็ก ผิวโคโลนีด้าน 

Act-117 โคโลนีสีเหลืองอ่อน ขนาดเล็ก ผิวโคโลนีด้าน  

Act-118 โคโลนีสีครีม ผวิโคโลนีด้าน  

Act-120 โคโลนีสีม่วง ขนาด 2 มลิลิเมตร สร้างพิกเมนต์สีม่วง 

Act-124 โคโลนีสีครีม โคโลนีแบน สรา้งเส้นใยสีขาว 

Act-125 โคโลนีสีครีม ผวิโคโลนีด้าน สร้างเส้นใยสีขาว 

Act-127 โคโลนีสีครีม ผวิโคโลนีด้าน สร้างเส้นใยสีขาว 

Act-130 โคโลนีสีครีม ผวิโคโลนีด้าน  

Act-131 โคโลนีสีขาว-ครีม ขอบโคโลนีด้าน  

Act-132 โคโลนีสีครีม โคโลนีแบน ขนาดเล็ก  

Act-133 โคโลนีสีครีม อายุมากขึ้นจะมีการสร้างเส้นใย 

Act-135 โคโลนีสีครีม โคโลนีด้าน อายุมากขึ้นมีการสร้างเส้นใยสีขาว  

Act-136 โคโลนีสีครีม เมื่ออายุมากขึ้นจะเป็นสีเหลือง โคโลนีด้าน 

Act-141 โคโลนีสีครีม-ขาว ตรงกลางนูนวาว ผิวรอบโคโลนีด้าน 

Act-142 โคโลนีสีครีม ขนาด 2 มลิลิเมตร โคโลนีแห้ง  

Act-147 โคโลนีสีครีม อายุมากขึ้นมีการสร้างเส้นใยสขีาว 

ตารางที่ 4-2 ลักษณะโคโลนีของเช้ือ Actinomycetes ทีม่ีฤทธ์ิในการยับย้ังเช้ือรา Colletotrichum spp. 
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เมื่อทําการสุ่มเลือกเช้ือ 3 ไอโซเลท จากทั้งหมด 23 ไอโซเลท และนํามาทําการหาลําดับเบส

ของ DNA ของ 16s rRNA เพ่ือทําการระบุชนิดของเช้ือ Actinomycetes พบว่าเช้ือรหัส Act-120, 

Act-133 และ Act-135 คือเช้ือ Streptomyces purpurascens, Streptomyces silaceus และ 

Streptomyces cavourensis ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 4-7 และ 4-8 

รูปที่ 4-8 ลักษณะโคโลนีของ Streptomyces purpurascens, Streptomyces silaceus  

และ Streptomyces cavourensis 

 

 

รูปที่ 4-9 ผลการวิเคราะห์ลําดับเบส DNA ของ 16s rRNA  

ของเช้ือ Act-120 Streptomyces purpurascens  
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รูปที่ 4-10 ผลการวิเคราะห์ลําดับเบส DNA ของ 16s rRNA  

ของเช้ือ Act-133 Streptomyces silaceus 

 

รูปที่ 4-11 ผลการวิเคราะห์ลําดับเบส DNA ของ 16s rRNA  

ของเช้ือ Act-135 Streptomyces cavourensis 
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บทที่ 5 

 

สรุปและอภิปรายผล 

 

การเกษตรในทุกภาคส่วนของประเทศไทย ไม่เว้นแม้แต่จังหวัดจันทบุรี ได้มีการส่งออกสินค้า

ทางการเกษตรเพ่ิมขึ้น โดยเฉพาะอย่างย่ิง ทุเรียน มังคุด เงาะ สละ ฯลฯ ในการทําการเกษตรต่างๆ 

เหล่าน้ีได้มีการใช้ตัวช่วยเพ่ือเพ่ิมผลผลิตให้มีมากขึ้นและเพ่ือป้องกันความเสียหายของพืชผล โดย

เกษตรกรส่วนใหญ่มักจะเลือกใช้สารเคมี อาทิ สารกําจัดวัชพืช สารกําจัดแมลง และสารกําจัดเช้ือรา 

(กรมวิชาการเกษตร, 2557) ซึ่งสารเคมีต่างๆ เหล่าน้ีส่งผลต่อระบบนิเวศน์ การเปลี่ยนแปลงของ

สิ่งมีชีวิตในสิ่งแวดล้อมอย่างมาก โดยเฉพาะอย่างย่ิงการใช้สารกําจัดเช้ือราเพ่ือป้องกันพืชเศรษฐกิจ

จากโรคเช้ือราเป็นจํานวนมาก และเป็นเวลานานหลายปี ยังผลให้เช้ือราหลายชนิดที่อาศัยอยู่ใน

สิ่งแวดล้อมหรือดินในพ้ืนที่การเกษตรต่างๆ อาจเกิดการปรับตัวด้ือต่อยาที่ใช้ในทางเกษตรกรรม ทั้งที่

เ ป็ น เ ช้ื อ ร า ที่ ก่ อ โ ร ค ใ น พื ช เ ช่ น  Erysiphe spp., Sphaerotheca sp., Phyllactinia spp., 

Phyllachora sp. และ Glomerella spp. (Klaassen, C. H., et al., 2010) และเช้ือราฉวยโอกาสที่

อยู่ในสิ่งแวดล้อมและสามารถก่อให้เกิดโรคในมนุษย์ได้ เช่น Aspergillus fumigatus 

จากเหตุผลข้างต้น คณะผู้วิจัยจึงได้พยายามทําการวิจัยเพ่ือใช้การควบคุมทางชีวภาพ 

(biological control) มาใช้แทนการใช้สารเคมีหรือเพ่ือลดการใช้สารเคมี การควบคุมทางชีวภาพน้ี

ความหมายคือการนําจุลินทรีย์ที่มีอยู่ในธรรมชาติและมีความสามารถในการผลิตสาร secondary 

metabolite เช่น เช้ือแอคติโนมัยซีทส์ มาใช้ในการควบคุมและยับย้ังการเจริญของเชื้อราที่ก่อโรคใน

พืช เช้ือแอคติโนมัยซีทส์เป็นเช้ือที่มีความสําคัญอย่างมากทางการแพทย์ เภสัชกรรม การเกษตรและ

ภาคอุตสาหกรรม เพราะสามารถสร้างสารซึ่งมีคุณสมบัติเป็นสารปฏิชีวนะ ในการวิจัยน้ีจะใช้วิธีการ

ควบคุมทางชีวภาพ โดยคัดเลือกหาเช้ือแอคติโนมัยซีทส์ที่แยกได้จากดินในสวนมังคุดและมีคุณสมบัติ

ยับย้ังเช้ือรา Colletotrichum spp. ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคใบไหม้และโรคผลเน่าหลังการเก็บเก่ียว 
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ผลการศึกษาวิธีการควบคุมทางชีวภาพ โดยคัดเลือกเช้ือ Actinomycetes จากดินในสวน

มังคุดและเงาะในจังหวัดจันทบุรีและตราด ที่มีคุณสมบัติในการยับย้ังเช้ือรา Colletotrichum spp. 

ด้วยวิธี Dual Culture Technique พบว่าเช้ือ Actinomycetes จํานวน 23 ไอโซเลท ได้แก่ Act-62, 

75, 79, 81, 85, 86, 114, 116, 117, 118, 120, 124, 125, 127, 130, 131, 132, 133, 135, 136, 

141, 142 และ Act-147 สามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือรา Colletotrichum spp. ได้ และเมื่อทํา

การสุ่มเลือกเช้ือ 3 ไอโซเลท จากทั้งหมด 23 ไอโซเลท เพ่ือนํามาทําการหาลําดับเบสของ DNA ของ 

16s rRNA สําหรับการระบุชนิดของเช้ือ Actinomycetes พบว่าเช้ือรหัส Act-120, Act-133 และ 

Act-135 คือเช้ือ Streptomyces purpurascens Streptomyce silaceus และ Streptomyces 

cavourensis ตามลําดับ เช้ือทั้งสามชนิดที่ได้ พบว่าไม่ปรากฎหลักฐานทางวิทยาศาสตร์ และ

การแพทย์ว่าเป็นเช้ือก่อโรคในคน สัตว์ และในพืช ดังน้ันจึงมีความเป็นไปได้อย่างสูงในการนําเช้ือทั้ง

สามไอโซเลทน้ีมาทําการพัฒนาเพ่ือใช้ยับย้ังโรคติดเช้ือราจาก Colletotrichum spp. 

การศึกษาเก่ียวกับวิธีการควบคุมทางชีวภาพโดยเช้ือ Actinomycetes น้ันมีการศึกษา

คุณสมบัติกันอย่างหลากหลาย เช่น anti-bacterial activity โดยพบว่าเช้ือ Actinomycetes ที่แยก

ไ ด้ จ า ก ดิ นส าม า ร ถ ยั บ ย้ั ง เ ช้ื อ แบคที เ รี ย ใ น กลุ่ ม  Gram positive bacteria โ ด ย เ ฉพ า ะ 

Staphylococcus aureus (Procopio, Silva, Martins, Azevedo, & Araujo, 2012)  

Actinomycetes ที่แยกได้จากดิน สามารถยับย้ังเช้ือที่ก่อโรคในมนุษย์ได้ แต่ยับย้ังเช้ือแบคทีเรียใน

กลุ่ม Gram negative bacteria และเช้ือในกลุ่มยีสต์ได้เพียงเล็กน้อยซึ่งอาจจะมีผลมากจากลักษณะ

ของเย่ือหุ้มเซลล์ที่แตกต่างกัน สามารถยับย้ังเช้ือแบคทีเรียได้ถึง 40 % นอกจากคุณสมบัติ anti-

bacterial activity ยังพบว่า เช้ือ Actinomycetes ยังมีคุณสมบัติ antifungal activity ที่มีคุณสมบัติ

เป็นเช้ือปฏิปักษ์ โดยสามารถยับย้ังการเจริญของ Phytophthora spp. ที่เป็นสาเหตุของโรค die-

back disease ในพืช (Kamara and Gangwar, 2015) และสอดคล้องกับงานวิจัยของ Shimizu, 

(2010) ซึ่งได้กล่าวว่าเช้ือ Actinomycetes สามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือรา Phytophthora 

cinnamomi, Colletotrichum orbiculare  และ  Pestalotiopsis sydowiana ไ ด้  และส า ร 

secondary metabolite จากเช้ือ Actinomycetes ที่ถูกสกัดด้วย acetone มีคุณสมบัติในการ
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ยับย้ังการเจริญของแบคทีเรีย ยีสต์และเช้ือรา รวมถึงสามารถยับย้ังเช้ือราที่ก่อให้เกิดโรคในพืชชนิด

อ่ื น ๆ  ไ ด้ แ ก่  Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, Helminthosporium oryzae, 

Macrophomina phaseolina, Penicillium sp., Rhizoctonia solani และ  Sclerotium rolfsii 

(Kamara and Gangwar, 2015) โดยเช้ือ Actinomycetes อาจจะมีฤทธ์ิทางชีวภาพต่อการดูดซึม

อาหาร และสาร secondary metabolites ยับย้ังการเจริญของเช้ือราก่อโรคในพืช รายงานการวิจัย

ก่อนหน้า พบว่าเช้ือ Actinomycetes มากกว่าร้อยละ 49 สามารถผลิตสาร metabolites ที่มีฤทธ์ิ

ต้านเช้ือรา ส่วนจะยับย้ังการเจริญของเช้ือราก่อโรคชนิดใดนั้น ขึ้นกับสกุลและชนิดของเช้ือ (Lemriss 

et al, 2003) 

ผลการวิจัยน้ีช้ีให้เห็นว่าเช้ือ Actinomycetes มีประโยชน์หลากหลาย มีแนวโน้มว่าสามารถ

นํามาใช้เป็นสารควบคุมทางชีวภาพต่อเช้ือราพืชได้ โดยเฉพาะอย่างย่ิงเช้ือ Colletotrichum spp. ที่

เป็นสาเหตุของโรคแอนแทรกโนสและผลเน่าในผลไม้หลายชนิด รวมไปถึงพืชทางเศรษฐกิจที่สําคัญ

ของประเทศและทั่วโลก 

ผลสําเร็จจากงานวิจัยน้ี จะทําให้เกิดการลดการใช้สารเคมีกําจัดเช้ือรา ส่งผลให้เกษตรกร

สามารถลดต้นทุนการผลิต เพ่ิมผลผลิตของต้นมังคุดเน่ืองจากต้นสามารถเจริญเติบโตได้ดี ลดการ

ตกค้างของสารเคมีในผลไม้ทําให้ไม่ประสบปัญหาการกีดกันจากการส่งออก จากเหตุผลดังกล่าวจะ

นําไปสู่การนํารายได้เข้าประเทศได้มากขึ้น  
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รายงานสรุปการเงิน 
เลขทีโ่ครงการระบบบริหารงานวิจัย (NRMS) ……………………. สัญญาเลขท่ี 34/2560 (เพิ่มเติม) 

โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) 
ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2560 มหาวิทยาลัยบูรพา 

 
ชื่อโครงการ การศึกษาการยับยั้งเชื้อราคอลเลโททริคัมที่ก่อโรคในพืชจากเชื้อแอคติโนมัยซีทส์ 
ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน    ผศ.ดร.วิทวัส แจ้งเอี่ยม 
รายงานในช่วงตั้งแต่วันที่  1 ตุลาคม พ.ศ.2559  ถึงวันที่  25 กุมภาพันธ์ พ.ศ.2562 
ระยะเวลาด าเนินการ    1  ป ี 8 เดือน  ตั้งแต่วันที่  5 กรกฎาคม พ.ศ. 2560 
    
 

รายรับ 
จ านวนเงินที่รับ 
งวดที่ 1 (50%)          219,000 บาท เมื่อวันที ่  15/07/2560 
งวดที ่2 (40%)          175,200 บาท เมื่อวันที ่  27/03/2561 
งวดที ่3 (10%)          43,800 บาท เมื่อวันที ่  27/02/2562 
รวม                        438,000 บาท 
 
 

รายจ่าย 
 

รายการ งบประมาณที่ตั้งไว้ งบประมาณที่ใช้จริง จ านวนเงินตงเหลือ/เกิน 
1. ค่าตอบแทน 
1.1 ค่าตอบแทนผู้วิจัย 
(10%) 

 
43,800 

 
43,800 

 
0 

2. ค่าจ้าง 
2.1 ค่าจ้างผู้ช่วยวิจัย 
(12 เดือน) 

 
144,000 

 
144,000 

 
0 

3. ค่าวัสดุ 
3.1 วัสดุส านักงานต่างๆ 
3.2 วัสดุเพื่อใช้ในการ

ทดลองต่างๆ 
- ค่าวัสดุฟุ่มเฟือยใช้

แล้วทิ้ง เช่น 
plastic wares 
จ าพวก 6-well 
plates, หลอดเก็บ

 
5,000 

171,400 

 
5,000 

171,400 

 
0 
0 
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ตัวอย่างดินขนาด 
15 และ 50 ml, 
จานอาหารเลี้ยง
เชื้อ, tip, หัวกรอง
ยาขนาด 0.22 
ไมโครเมตร 

- เครื่องแก้วต่างๆ 
- ค่ายาปฏิชีวนะ

ส าหรับฆ่าเชื้อ
แบคทีเรีย  

- ค่ายาปฏิชีวนะ
ส าหรับยับยั้งเชื้อรา  

- ค่าอาหารเลี้ยงเชื้อ
ชนิดต่างๆ ที่ใช้เลี้ยง
เชื้อราและ
แบคทีเรีย เช่น 
PDA, YPD 

- ค่าสารเคมีอ่ืนๆ เช่น 
ethanol, NaCl, 
cholrox และอ่ืนๆ 

4. ค่าใช้สอย 
4.1 ค่าเชื้อเพลิงรถยนต์ 

ส าหรับเดินทาง 
4.2 ค่าเก็บตัวอย่างดิน

และผลไมท้ี่มีรอย
โรคในพื้นที่
เกษตรกรรม 

 
15,000 

 
15,000 

 
 

 

 
15,000 

 
15,000 

 
 

 

 
0 
 
0 
 
 

 
5. ค่าครุภัณฑ ์ 0 0 0 
6. ค่าใช้จ่ายอ่ืนๆ 
6.1 ค่าสาธารณูปโภค 
(10%) 

43,800 43,800 0 

รวม 438,000 438,000 0 
                         

……............................................... 

ลงนามหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน 
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การจําแนกเช้ือแอคติโนมัยซีสต์จากดินบริเวณรากของพืชเพื่อศึกษากิจกรรมการต้านการเจริญของเช้ือ 

Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุของโรคแอนแทรกโนส 

Actinomycetes isolate from plant rhizosphere soils against Colletotrichun gloeosporioides cause of 

Anthracnose 

อภิญญา บุญเขียน1, พรทิพย์ พลาดิศัยเลิศ2, มณรัีตน์ คูหาพทัิกษ์ธรรม3,  

มารุต ตั้งวฒันาชุลีพร1,2 และวทิวสั แจ้งเอ่ียม4,* 

Apinya Bunkhean1, Pornthip Paladisailerd2, Maneerat Koohapitagtam3 ,  

Marut Tangwattanachuleeporn 1,2 and  Wittawat jeangaium4,* 

บทคดัย่อ 

 เช้ือรา  Colletotrichum spp.เป็นสาเหตุของโรคแอนแทรคโนส โรคผลเน่า โรคใบจุด มกัพบระบาด

ในช่วงฤดูฝน ท่ีเขา้ทาํลายพชืท่ีสาํคญัต่อเศรษฐกิจหลายชนิด อาทิ เงาะ มงัคุด ทุเรียน มะม่วง มะละกอ ยางง

พารา มนัสาํปะหลงั ลองกอง กลว้ยไม ้ เป็นตน้ เช้ือราชนิดน้ีสามารถเขา้ทาํลายพืชทั้งในระยะอ่อนแอ และ

ระยะสมบูรณ์ ก่อนการเกบ็เก่ียว ช่วงของการเกบ็เก่ียว และหลงัการเกบ็เก่ียว สายพนัธ์ุก่อโรครุนแรงส่วน

ใหญ่อยูใ่นกลุ่มเจริญเร็ว ดงันั้นเป้าหมายของการศึกษาน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อคดัเลือกเช้ือแอคติโนมยัซีสต์

จากดินในพื้นท่ีการเกษตร ท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Colletotrichum spp.จากนั้น

ทดสอบกิจกรรมการตา้นการเจริญของแอคติโนมยัซีสตจ์าํนวน 150 ไอโซเลท ดว้ยวธีิ Dual culture technique 

จากผลการทดสอบพบวา่ มี 23 ไอโซเลทท่ีสามารถตา้นการเจริญของเช้ือรา Colletotrichum spp.ได ้ภายหลงั

ทาํการสุ่มเช้ือแอคติโนมยัซีทส์จาํนวน 3 ไอโซเลท คือ Act-120, Act-133 และ Act-135 เพื่อทาํการวิเคราะห์

ลาํดบัเบสของยนีส์ 16S rRNA พบวา่คือเช้ือ Streptomyces purpurascens, Streptomyces silaceus และ 

Streptomyces cavourensis  
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คาํสําคญั : Colletotrichum spp, แอคติโนมยัซีสต,์ ตา้นการเจริญของเช้ือรา 

บทนํา 

แอคติโนมยัซีสตเ์ป็นกลุ่มของแบคทีเรียแกรมบวก ส่วนใหญ่มีการสร้างสปอร์ และหลายสายพนัธ์ุมี

การสร้างเส้นใย ทั้งเส้นใยชนิดท่ีเจริญเหนือผิวหนา้อาหาร (Aerial mycelium) และเจริญบนผิวหนา้อาหาร

และใตผ้วิหนา้อาหาร แหล่งท่ีอยูอ่าศยัพบมากในดิน ตลอดจนในพื้นท่ีหนาวเยน็อยา่ง Antarctica (Moncheva, 

Tishkv, Dimitrova, Chipeva, Antonova, & Bogatzevska, 2012) นอกจากน้ีแอคติโนมยัซีสตย์งัเป็นกลุ่มของ

จุลินทรียท่ี์มีคุณสมบติัของแบคทีเรียท่ีช่วยส่งเสริมการเจริญของพืชโดยการทาํให้สารอาหารท่ีจาํเป็นต่อพืช

อยู่ในลกัษณะท่ีพืชสามารถนาํไปใชไ้ดโ้ดยตรง ทาํให้พืชมีความทนทานต่อภาวะเครียด ตลอดจนการผลิต

ฮอร์โมนอยา่งเช่น  Phytohormones และเป็นจุลินทรียค์วบคุมทางชีวภาพในการตา้นการเจริญของแบคทีเรีย

และราก่อโรคพืชดว้ยการสร้างสาร Antifungal และ Antibacterial (Nath, Verma, Singh, Singh Chauahan, 

Suman , & Kumar, 2017)  

Colletotrichum gloeosporioides คือเช้ือราท่ีเป็นสาเหตุของโรคแอนแทรกโนส และโรคผลเน่า 

สามารถทาํให้พืชหลากหลายชนิดทัว่โลกเกิดโรค อาทิ ไมด้อกไมป้ระดบัพืชไร่และวชัพืช อีกทั้งยงัพบว่า

เป็นชนิดท่ีก่อโรคมากท่ีสุด เม่ือเปรียบเทียบกบัเช้ือราในกลุ่ม Colletotrichum (รัฐกร ศรีสุทธี และสรัญย ณ 

ลาํปาง, 2550) โดยเฉพาะอยา่งยิ่งในไมผ้ลท่ีเช้ือราดงักล่าวสามารถเขา้ทาํลายพืชให้เกิดความเสียหายไดใ้น

ทุกระยะของการเจริญ นบัตั้งแต่ระยะตน้อ่อน เจริญบนแปลงเพาะปลูก ตลอดจนช่วงของการเก็บเก่ียวและ

ระยะหลงัเก็บเก่ียวผลผลิต เช้ือราชนิดน้ียงัสามารถทาํให้เกิดการเน่าเสียของผลอ่อนและผลสุกของพืชผล 

(สาํนกัวิจยัและพฒันาการเกษตร) จนทาํให้เช้ือราก่อโรคพืช C. gloeosporioides ชนิดน้ีจดัอยูใ่นเช้ือรา 1 ใน 
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10 ชนิดท่ีสร้างความเสียหายอยา่งมากให้แก่เกษตรกรผูเ้พาะปลูก (Dean, Rudd, Dickman, Kahmann, Ellis, 

& Foster, 2012) ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือรา เม่ือเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA โคโลนีในระยะ

เร่ิมแรกจะมีสีขาวเม่ืออายมุากข้ึนจะมีสีเทาอ่อน สร้างโคนิเดียสีส้มเรียงเป็นวง C. gloeosporioides จะมีการ

สร้างฟรุตต้ิงบอด้ีแบบอะเซอวลูสั ภายในประกอบดว้ยโคนิดิโอฟอร์และโคนิเดีย มีลกัษณะทรงกระบอก หวั

ทา้ยมน ไม่มีสี ลกัษณะอาการของโรคเร่ิมแรกเป็นจุดแผลฉํ่านํ้ า แผลยุบตวัลง ขยายเน่าลาม แผลเป็นวง 

ต่อมาเช้ือราสร้างกลุ่มของสปอร์เป็นเมือกเหนียว (slimy mass) สีชมพู สีส้ม หรือสีแดงอมส้มบนแผลบนผล

ของผลไม ้(กรมวิชาการเกษตร)  

ถึงแมว้่าในปัจจุบนัมีผลิตภณัฑห์ลากหลายประเภทท่ีใชก้าํจดัจุลินทรียก่์อโรคพืชดงักล่าว แต่การ

สารเคมีกาํจดัโรคแต่ละคร้ังนั้นมีขอ้ดีเพียงการกาํจดัเช้ือราชัว่คราว แต่กลบัสร้างผลกระทบระยะยาวให้กบั

หลายดา้น นับตั้งแต่ล่างสุดคือผืนดิน นํ้ า ตลอดจนอากาศ ทางดา้นสาธารณสุข และผูใ้ชเ้อง ดงัท่ีกล่าวมา

ทั้งหมดน้ีจึงไดส้ร้างงานวิจยัน้ีข้ึนเพื่อหาแนวทางในการแกปั้ญหาให้แก่เกษตรกรท่ีตน้เหตุ และไม่ก่อเกิด

ผลกระทบในทางลบต่อดา้นต่างๆ  

วธีิการแยกเช้ือ Colletotrichum spp.ด้วยวธีิ tissues  transplanting method 

 เก็บตวัอยา่งใบและส่วนของก่ิงจากตน้มงัคุด เงาะ และทุเรียน ท่ีมีอาการของโรคใบไหม ้จากนั้นใช้

มีดหรือกรรไกรท่ีปราศจากเช้ือตดัช้ินส่วนพืชท่ีเป็นโรคขนาด 3x5 เซนติเมตร ทาํการฆ่าเช้ือพื้นผิวของ

ช้ินส่วนพืชดว้ยการนาํช้ินส่วนแช่ทั้งหมดแช่ลงในสารสารละลายคลอร๊อกซ์ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์เป็น

ระยะเวลา 2 – 4 นาที จากนั้นลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่ปราศจากเช้ือ 3 คร้ัง นาํช้ินส่วนพืชท่ีมีรอยโรคทั้งหมดวางลง

บนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA นาํจานอาหารทั้งหมดไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส บ่มเช้ือไวน้าน 2-3 วนั 

จากนั้นใชเ้ขม็เข่ีย เข่ียปลายเส้นใยเล้ียงในจานอาหาร PDA ใหม่จนไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ ศึกษาลกัษณะของโคโลนี 

ทาํสไลดเ์พื่อศึกษารูปร่างดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ พบว่าเป็นเช้ือ Colletotrichum spp. (พีระวรรณ พฒันาวิภาส, 

บูรณี พัว่วงษแ์พทย,์ ทศันาพร ทศัดร และศิวิไล ลาภบรรจง, 2551) 
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วธีิการแยกเช้ือแอคติโนมัยซีสต์จากดิน  

 เก็บตวัอยา่งดินจากพื้นท่ีในการเกษตรในแต่ละพื้นท่ีโดยเลือกเก็บในบริเวณใกลก้บัรากพืชปริมาณ 

1 กรัม ละลายใน 100 มิลลิลิตร ดว้ยสารละลาย NaCl 0.85% จากนั้นทาํการเจือจางจนถึงระดบัการเจือจางท่ี 

10-5 ดูดสารละลายในแต่ละค่าการเจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ NA ท่ีผสมยาปฏิชีวนะ 

cycloheximide และ nalidixic acid เพื่อยบัย ั้งการปนเป้ือนของเช้ือราและแบคทีเรียบางกลุ่ม จากนั้นนาํไปบ่ม

ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง หลงัจากนั้นทาํการคดัเลือกแอคติโนมยัซีสตเ์บ้ืองตน้ดว้ย

ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา จึงทาํการยอ้มสีดว้ยวิธี Gram staining ติดสี Gram positive คดัแยกให้บริสุทธ์ิ ทาํ

การรักษาเช้ือท่ี 4 องศาเซลเซียส (Komar, Kant, Mishra, & Pachouri, 2010) 

ทดสอบกิจกรรมการต้านเช้ือรา 

 ทดสอบความสามารถของแอคติโนมัยซีสต์ของแต่ละไอโซเลทกับเ ช้ือราก่อโรคพืช  C. 

gloeosporioides ดว้ยวิธี Dual culture โดยการขีดเช้ือแอคติโนมยัซีสตบ์นอาหาร PDA ทั้ง 4 ดา้น ของจาน

อาหาร บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั จากนั้นใชค้อ็กบอยเลอร์ตดัปลายเส้นใยของเช้ือราท่ี

กาํลงัเจริญ วางท่ีจุดก่ึงกลางจานอาหาร บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 25 องศาเซลเซียส หลงั 7 วนั ทาํการเช็คผล โดย

เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม ทาํการทดสอบ 2 ซํ้ า (Krucharoenphaisan, Rodbagpong, Saengpaen, & Sinma, 

2016). 

ผลการทดสอบ 

 ผลการทาํ tissues  transplanting method พบว่าเป็นเช้ือ Colletotrichum spp.ภาพท่ี1 แอคติโนมัย

ซีสต์ทั้งหมดท่ีคดัเลือกจากดินภาพท่ี2 และลกัษณะโคโลนีไดบ้นัทึกดงัตารางท่ี1 จากนั้นเล้ียงให้บริสุทธ์ิ 

นาํไปทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา  Colletotrichum spp.ทุกโอโซเลทจะถูกทดสอบ

ประสิทธิภาพการยบัย ั้งโดยประเมินจากการเจริญของเส้นใยดว้ยวิธี Dual culture บนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 
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ภาพท่ี3 ในการรายงานผลการทดสอบใชก้ารสังเกตการเจริญของเส้นใยเช้ือราท่ีเจริญบนผวิหนา้อาหาร หาก

แอคติโนมยัซีสต์มีการผลิตสารตา้นเช้ือราท่ีส่งผลต่อการเจริญของเส้นใย จะพบว่าเส้นใยของเช้ือราไม่

สามารถเจริญสัมผสักบัรอยการเจริญของเช้ือแอคติโนมยัซีสตจึ์งให้ผลเป็นบวก นอกจากน้ีทุกไอโซเลทมี

การผลิตสารท่ีมีผลตา้นการเจริญของเช้ือรา Colletotrichum spp.ซ่ึงจะแพร่ในอาหารเล้ียงเช้ือ และทาํให้

อาหารเล้ียงเช้ือมีสีท่ีเปล่ียนไป จาก สีเหลืองอ่อนใส ไปเป็นสีเหลือง สีนํ้ าตาล และสีม่วง-แดง หลงัจากบ่มให้

เจริญเป็นระยะเวลา 7 วนั พบว่าเส้นใยเช้ือรามีการเจริญท่ีไม่สมบูรณ์ในบริเวณท่ีสารแพร่ไปถึง จากผลการ

ทดสอบพบวา่เช้ือแอคติโนมยัซีสต ์Act-62, Act-75, Act-79, Act-81, Act-85, Act-86, Act-114, Act-116, Act-

117, Act-118, Act-120, Act-124, Act-125, Act-127, Act-130, Act-131, Act-132, Act-133, Act-135, Act-136, 

Act-141, Act-142 และ  Act-147 มีความสามารถในการต้านการเจริญของเส้นใยเ ช้ือราก่อโรคพืช 

Colletotrichum spp.และจากผลการสุ่มแอคติโนมยัซีสต์จาํนวน 3 ไอโซเลท ดังน้ี Act-120, Act-133 และ 

Act-13 เพื่อทาํการวิเคราะห์ลาํดบัเบสของยนีส์ 16S  rRNA พบวา่  Act-120 โคโลนี สีม่วง ขนาด 2 มิลลิเมตร 

ผิวหยาบ สร้างเส้นใยและสร้างพิกเมนต์สีแดง คือ Streptomyces purpurascens Act-133 โคโลนีสีครีมทึบ

แสง อายุมากข้ึนโคโลนีจะแตกออกและสร้างพิกเมนต์สีเหลือง คือ Streptomyces silaceus และ Act-135 

โคโลนีสีครีม นูน ทึบแสง ดา้น อายมุากข้ึนมีผงสีขาว สร้างพิกเมนตสี์นํ้ าตาล คือ Streptomyces cavourensis 

ซ่ึงทุกชนิดจดัอยูใ่นอาณาจกัรของแบคทีเรีย วงศ ์Streptomycetaceae และอยูใ่นสกุล Streptomyces และเป็น

แบคทีเรียแกรมบวกทั้งหมด  

 

อภิปรายผลการทดสอบ 

จากผลการทดสอบดว้ยวิธี Dual culture technique ของเช้ือแอคติโนมยัซีสตจ์าํนวน 150 ไอโซเลท

กบัเช้ือราก่อโรคแอนแทรกโนส Colletotrichum spp.โดยดาํเนินการสองขั้นตอน ขั้นตอนแรก นาํเช้ือแอคติ

โนมยัซีสตบ์ริสุทธ์ิขีดลงบนอาหารเล้ียงเช้ือให้เช้ือเจริญมีอายุ 7 วนัท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ขั้นตอน
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ต่อมาคือการนาํช้ินวุน้ท่ีมีเส้นใยเช้ือรา Colletotrichum spp.ท่ีมีความสมบูรณ์ และอยู่ในสภาวะกาํลงัเจริญ 

ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของช้ินวุน้ประมาณ 6 มิลลิเมตร ซ่ึงไดจ้ากการตดัโดยใชค้อกบอยเลอร์ บ่มภายใต้

อุณหภูมิหอ้ง 25 องศาเซลเซียส หลงั 7 วนั ทาํการเช็คผล โดยเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม ทาํการทดสอบ 2 ซํ้า 

ซ่ึงพบว่า มี 23 ไอโซเลท สามารถตา้นการเจริญ Colletotrichum spp.ได ้และแอคติโนมยัซีสตท์ั้งหมดเป็นแก

รมบวก มีการผลิตรงควตัถุสีต่างๆ เช่น แดง เหลือง นํ้าตาล และแสดงใหเ้ห็นอยา่งชดัเจนวา่แอคติมยัซีสตมี์ 

ประสิทธิภาพมากพอท่ีจะใชเ้ป็นตวัควบคุมทางชีวภาพของเช้ือราก่อโรคแอนแทรกโนสในพืชเพื่อลดความ

สูญเสียท่ีเกิดจาก Colletotrichum spp.แอคติโนมยัซีสตจ์าํนวน 3 ไอโซเลท ท่ีทาํการสุ่ม พบว่าไม่อยูใ่นกลุ่ม

ของแบคทีเรียก่อโรคติดเช้ือท่ีมีสาเหตุจากเช้ือ Streptomyces  หรือก่อให้เกิดโรคมะเร็งตามท่ีได้มีการ

รวบรวมขอ้มูลของผูป่้วยติดเช้ือในกรณีต่างๆ อาทิ ในกลุ่มผูป่้วยท่ีมีภาวะปอดอกัเสบ กลุ่มผูป่้วยติดเช้ือใน

กระแสเลือด กลุ่มผูป่้วยปอดอกัเสบภูมิไวเกิน (HP) กลุ่มผูป่้วยมะเร็ง และกลุ่มผูป่้วยภูมิคุม้กนับกพร่อง และ

กลุ่มผูป่้วยท่ีมีการใชส้ายสวนหลอดเลือดดาํส่วนกลาง (Kapadia, Rolston, & Han, 2007) 

Streptomyces parvus ท่ีแยกไดจ้ากดินในบริเวณท่ีมีการเจริญของพืชผล มีความสามารถในการยบัย ั้ง

การเจริญของเช้ือรา Colletotrichum spp.ไดด้งัผลการทดลองท่ีไดแ้สดงก่อนหนา้ เช้ือแบคทีเรียชนิดน้ียงั

สามารถเจริญไดใ้นส่ิงแวดลอ้มทางทะเล และสามารถผลิตสารตา้นการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคแกรมบวก

และแกรมลบอีกหลายชนิด ตา้นการเจริญของเช้ือราก่อโรคอ่ืนๆ รวมถึงการตา้นการเจริญของมะเร็งหลาย

ชนิด และมีประสิทธิภาพในการตา้นมะเร็งมากกวา่ 53 เปอร์เซ็นต ์(Elnaby, Elala, Raouf, Abd-elwahab, & 

Hamed, 2016; Naine, Devi, Mohanasrinivasan, & Vaishnavi, 2015)  

Streptomyces silaceus เป็นแอคติโนมยัซีสตท่ี์ยงัไม่การรายงานท่ีเก่ียวขอ้งในการใชเ้ป็นจุลินทรีย์

ควบคุมทางชีวภาพในพืช หรือการนาํมาใชใ้นงานทางการแพทยอ่ื์นๆ แต่มีการรายงานการคน้พบเช้ือน้ีคร้ัง

แรกจากมา้ท่ีมีภาวะของการแทง้ และแยกไดจ้ากรอยแผลบนรกของมา้ จึงตั้งช่ือตามลกัษณะของโคโลนีท่ีมี

สีเหลืองเขม้ (Labeda, Price, Kroppenstedt, Donahue, Williams, & Sells, 2009)  
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Streptomyces purpurasce ไดรั้บความสนใจจากนกัวิจยัเป็นอยา่งมากเน่ืองจากความสามารถในการ

ผลิตอะโรมาติกโพลีคลีไทดใ์นการเป็นสารประกอบในการรักษาทางการแพทยท์ั้งความสามารถในการเป็น

ยาตา้นจุลชีพและมะเร็ง และมีการสร้างสารประกอบ 3 ชนิด คือ Rhodomycin, Epelmycin และ Obelmycin 

(Bundale, Besde, Pillai, Gangwani, Nashikkar, Kadam, & Upadhyay, 2018; Holkar, Begde, Nashikkar, 

Kadam, & Upadhyay, 2013) นอกจากน้ียงัพบว่า S. purpurasce มีความสามารถในการงอกของสปอร์เช้ือรา 

Colletotrichum spp.และการเจริญของเส้นใย ท่ีเป็นสาเหตุของโรคใบจุดในมนัเทศสีม่วงในประเทศบราซิล

ซ่ึงถือว่าเป็นพืชท่ีเป็นแหล่งอาหารสําคัญของประเทศ (Soares, Sousa, Silva Garrido, Jane, & Almeida, 

2006)  

Streptomyces cavourensis นอกจากแสดงถึงกิจกรรมการตา้นการเจริญของเช้ือราท่ีก่อให้เกิดโรค

แอนแทรกโนส แลว้ยงัมีการรายงานผลการศึกษาว่ามีความสามารถในการเป็นเช้ือควบควบคุมทางชีวภาพ

ของโรค Dieback ของตน้มะม่วงท่ีมีสาเหตุมาจากเช้ือรา Lasiodiplodia theobromae รวมถึงมีประสิทธิภาพ

ในการยบัย ั้งการทาํลายของเช้ือบนแผลของผลมะม่วงทาํให้แผลผลมะม่วงไม่เกิดการแผ่ขยายมากข้ึน ผนงั

เซลล์ของเช้ือราถูกทาํลาย นอกจากน้ียงัพบว่าเช้ือแอคติโน S. cavourensis ท่ีนอกจากจะผลิตสารตา้นการ

เจริญของเช้ือก่อโรคแลว้ยงัพบวา่มีการผลิตสาร Chitinase และ Siderophores ท่ีช่วยส่งเสริมการเจริญของพืช

อีกด้วย (Kamil, Saeed, Tarabily, & AbuQamar, 2018) ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยของ Lee, Tindwa, Lee, 

Naing, Hong, Nam and Kim (2012) พบว่าเช้ือแอคติโน S. cavourensis เป็นเช้ือปฏิปักษต่์อเช้ือราก่อโรคพืช 

C. gloeosporioides ท่ีติดเช้ือในตน้พริกดว้ยการผลิต  lytic enzymes อยา่งเช่น β-1,3 glucanase, chitinase, 2-

furancarboxaldehyde, lipase และ protease ท่ีสามารถยบัย ั้งการงอกของสปอร์ และการเจริญของเสน้ใยไดสู้ง

ถึง 92.9%  

ความสําคญัและความสามารถของเช้ือแอคติโนมยัซีสตเ์หล่าน้ี นอกจากมีการผลิตสารท่ีเป็นสาร

ตา้นการเจริญของเช้ือราก่อโรคแอนแทรกโนสแลว้ เช้ือแอคติโนมยัซีสต์เหล่าน้ียงัมีความทนทานต่อ
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สภาพแวดลอ้มท่ีหลากหลาย และสามารถเจริญอยูไ่ดอ้ยา่งยาวนาน และดว้ยคุณสมบติัท่ีคลา้ยกบัเช้ือราเช่น 

การสร้างสปอร์ และเสน้ใย และดว้ยคุณสมบติัเหล่าน้ีหากมีการนาํไปพฒันาเพื่อเพิ่มทางเลือกดา้นการเกษตร

ในอนาคต จะทาํให้มีการลดจาํนวนลงของการใช้สารเคมี และสนับสนุนการวิจัยไทยเพื่อการเกษตร

ทางเลือกใหม่อีกดว้ย  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2 ลกัษณะของแอคติโนมยัซีสตบ์างไอโซเลท ( Act-120, Act-127 
และ Act-135) ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 400 เท่า ท่ีมีกิจกรรมการตา้นการ
เจริญของเสน้ใยเช้ือรา Colletotrichum spp. 
 

ภาพท่ี 1 ก: ลักษณะของโคโลนีเช้ือรา Colletotrichum spp.ท่ีเจริญบน
อาหาร PDA ระยะเวลา 7 ข: ลกัษณะโคนิดิโอฟอร์และโคนิเดีย  

ข  ก 
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รหสัเช้ือ ลกัษณะโคโลนี 

Act-62 โคโลนีสีขาว สร้างพิกเมนตสี์นํ้าตาล  
Act-75 โคโลนีสีขาว สร้างพิกเมนตสี์นํ้าตาล 

Act-79 โคโลนีสีขาว สร้างพิกเมนตสี์นํ้าตาล 
Act-81 โคโลนีสีครีม สร้างพิกเมนตสี์ม่วง  

Act-85 โคโลนีสีครีม มนั-วาว สร้างพิกเมนตสี์นํ้าตาลอ่อน 

Act-86 โคโลนีสีขาว สร้างพิกเมนตสี์นํ้าตาล 

Act-114 โคโลนีสีเหลือง ขนาดเลก็ ผวิโคโลนีดา้น  
Act-116 โคโลนีสีครีม ขนาดเลก็ ผวิโคโลนีดา้น 
Act-117 โคโลนีสีเหลืองอ่อน ขนาดเลก็ ผวิโคโลนีดา้น  
Act-118 โคโลนีสีครีม ผวิโคโลนีดา้น  

Act-120 โคโลนีสีม่วง ขนาด 2 มิลลิเมตร สร้างพิกเมนตสี์ม่วง 

Act-124 โคโลนีสีครีม โคโลนีแบน สร้างเสน้ใยสีขาว 

Act-125 โคโลนีสีครีม ผวิโคโลนีดา้น สร้างเสน้ใยสีขาว 

Act-127 โคโลนีสีครีม ผวิโคโลนีดา้น สร้างเสน้ใยสีขาว 
Act-130 โคโลนีสีครีม ผวิโคโลนีดา้น  

Act-131 โคโลนีสีขาว-ครีม ขอบโคโลนีดา้น  

Act-132 โคโลนีสีครีม โคโลนีแบน ขนาดเลก็  

Act-133 โคโลนีสีครีม อายมุากข้ึนจะมีการสร้างเสน้ใย 
Act-135 โคโลนีสีครีม โคโลนีดา้น อายมุากข้ึนมีการสร้างเสน้ใยสีขาว  

Act-136 โคโลนีสีครีม เม่ืออายมุากข้ึนจะเป็นสีเหลือง โคโลนีดา้น 

Act-141 โคโลนีสีครีม-ขาว ตรงกลางนูนวาว ผวิรอบโคโลนีดา้น 
Act-142 โคโลนีสีครีม ขนาด 2 มิลลิเมตร โคโลนีแหง้  

ตารางท่ี 1 ผลการทดสอบแอคติโนมยัซีสตท่ี์คดัเลือกจากดินบริเวณรากพืช พบว่ามีจาํนวน 23 

ไอโซเลท ท่ีมีกิจกรรมการตา้นการเจริญของเช้ือรา Colletotrichum spp. 
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Act-147 โคโลนีสีครีม อายมุากข้ึนมีการสร้างเสน้ใยสีขาว 

ภาพท่ี 3 การทดสอบกิจกรรมการตา้นการเจริญของแอคติโนมยั
ซีสต์ท่ีมีต่อเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides ดว้ยวิธี Dual 
culture 

ภาพท่ี 4 แผนผงัตน้ไมแ้สดงอนุกรมวิธานของเช้ือ Streptomyces purpurascens รหัสเช้ือ 120 
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ภาพท่ี 5 แผนผงัตน้ไมแ้สดงอนุกรมวิธานของเช้ือ Streptomyces silaceus รหัสเช้ือ 133 

ภาพท่ี 6 แผนผงัตน้ไมแ้สดงอนุกรมวิธานของเช้ือ Streptomyces cavourensis รหัสเช้ือ 135 
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