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บทคัดย่อ
เชื้อรา	Pestalotiopsis	 spp. เป็นสาเหตุของโรคใบจุดในมะม่วง	 ซึ่งก่อความเสียหายต่อผลไม้และพืชเศรษฐกิจหลายชนิด	 โดย

เฉพาะมะม่วง	 ยิ่งไปกว่านั้นเชื้อราชนิดนี้ยังท�าให้ผลผลิตทางการเกษตรลดลง	 ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา

ประสิทธิภาพของเชื้อ	Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF1	ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา	Pestalotiopsis	spp. ที่แยกได้จาก

โรคใบจุดในมะม่วง	จ�านวน	10	ไอโซเลต	ด้วยวิธีเลี้ยงเชื้อร่วมกัน	(dual	culture	method)	พบว่า	เชื้อ	Streptomyces	sp.	ไอโซ

เลต	SRF1	มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา	Pestalotiopsis	spp. ทั้ง	10	ไอโซเลต	อยู่ในช่วง	73.37-91.51	

เปอร์เซ็นต์	จากนั้นเมื่อน�าน�้าเลี้ยงของเชื้อ	Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF1	ที่เลี้ยงในอาหารเหลว	AGMS	ที่มีอาร์จินีนมา

ทดสอบการยับยั้งการเจริญของเส้นใยราด้วยวิธี	agar	well	diffusion	พบว่า	น�้าเลี้ยงของ	Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF1	

สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยราได้	เมื่อน�าน�้าเลี้ยงเชื้อมาทดสอบการยับยั้งการเจริญของเส้นใยราและการงอกของสปอร์รา	

พบว่าสามารถยบัยัง้การเจรญิของเส้นใยราและการงอกของสปอร์ราได้	เมือ่น�าเส้นใยและสปอร์ของเชือ้ราทีส่มัผสักบัน�า้เลีย้งเชือ้

มาตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์	พบว่า	ลักษณะเส้นใยมีความผิดปกติ	และ	germ	tube	สั้นเมื่อเทียบกับชุดควบคุม	และน�้า

เลี้ยงเชื้อยังสามารถลดขนาดแผลและความรุนแรงของโรคบนใบและผลที่ได้รับการปลูกเชื้อด้วยเชื้อสาเหตุโรคด้วย

คำาสำาคัญ:	โรคใบจุดในมะม่วง	Pestalotiopsis	spp.	Streptomyces	sp.

Abstract
Pestalotiopsis	spp. is	a	causal	agent	of	leaf	spot	of	many	fruits	and	economic	crops,	especially	mango.	In	addition,	

this	fungal	pathogen	causes	production	yield	losses.	The	purpose	of	this	study	was	to	evaluate	the	antifungal	efficacy	

of	Streptomyces	sp.	SRF1	against	10	isolates	of	Pestalotiopsis	spp. isolated	from	mango	leaf	spot	disease	using	dual	

culture	method.	The	results	showed	that	Streptomyces	sp.	SRF1	could	inhibit	the	mycelial	growth	of	all	tested	isolates	

of	Pestalotiopsis	spp. in	the	range	73.37-91.51%.	The	culture	filtrate	of	Streptomyces	sp.	SRF1	in	AGMS	medium	
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containing	arginine	was	also	used	to	determine	the	antifungal	activity	by	agar	well	diffusion	assay.	The	results	revealed	

that	the	culture	filtrate	from	arginine	media	had	antifungal	activity. Moreover,	the	culture	filtrates	were	used	to	evaluate	

the	inhibition	of	fungal	mycelial	growth	and	spore	germination.	The	results	revealed	that	the	culture	filtrate	also	inhibited	

fungal	mycelial	growth	and	spore	germination.	In	addition,	abnormal	mycelial	and	short	germ	tubes	of	spore	were	

observed	when	compared	with	the	control	treatment.	The	culture	filtrate	effectively	reduced	the	size	of	the	disease	

lesion	and	disease	severity	on	mango	leaf	and	fruits	after	inoculation	with	the	plant	pathogenic	fungi.

Keywords	:	mango	leaf	spot,	Pestalotiopsis	spp.,	Streptomyces	sp.

บทนำา	
มะม่วง	(Mangifera	indica	L.)	จัดอยู่ในวงศ์	Anacardiaceae	

เป็นผลไม้เขตร้อนท่ีมคีวามส�าคญัทางเศรษฐกจิ	โดยเกษตรกร

ผู้ปลูกมะม่วงมักประสบปัญหาเกี่ยวกับโรคและแมลงท้ังก่อน

และหลังการเก็บเกี่ยวโดยเฉพาะโรคพืชที่เกิดจากเชื้อรา	 เช่น	

เชื้อรา	 Pestalotiopsis	 mangiferae	 (syn.	 Pestalotia	

mangiferae),	Botryodiplodia	theobromae	และ	Macrophoma	

mangiferae1	 ซึ่งสามารถเข้าท�าลายพืชได้ทุกระยะการเจริญ

เติบโตของมะม่วงตลอดฤดูการปลูก	

	 โดยเชื้อรา	 Pestalot iopsis	 spp.	 จัดอยู ่ ในวงศ	์

Amphisphaeriaceae	มหีลายสปีชส์ีทีเ่ป็นสาเหตขุองโรคในพชื	

เช่น	 เชื้อรา	Pestalotia	 longisetula	 เป็นสาเหตุโรคเน่าใน 

สตรอเบอรี2 P.	fici	เป็นสาเหตโุรคผลเน่าและใบไหม้ในมะกอก3 

P.	uvicola	และ	P.	clavispora	เป็นสาเหตุของโรคใบจุดสีเทา

ในมะม่วง4	เป็นต้น	โดยในการป้องกนัก�าจดัเชือ้สาเหตโุรคชนดิ

นี้เกษตรกรนิยมการใช้สารเคมี	เนือ่งจากได้ผลเรว็	แต่อย่างไร

ก็ตามการใช้สารเคมีเป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อมและมนุษย์	 อีกท้ัง

ยงัตกค้างในส่ิงแวดล้อมอกีด้วย5	ปัจจุบนัได้มกีารน�าวธิกีารทาง

ชีววิธี	(biocontrol)	ที่ใช้เชื้อปฏิปักษ์มาควบคุมโรค	ซึ่งวิธีการ

ทางชีววิธีเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมและเกษตรกร	 ตัวอย่างเช่น	

การน�าสารสกัดจากเช้ือราในสกุล	Chaetomium	 spp.	 มา

ควบคมุเชือ้	Pestalotia	spp.	พบว่าสารสกดัจากเชือ้ราปฏิปักษ์

สามารถช่วยลดและยบัยัง้การเจรญิและการงอกของสปอร์ของ

เชื้อ	Pestalotia	spp.	ได้6	เป็นต้น	นอกจากนี้ยังพบว่ามีการใช้

เช้ือแบคทีเรยี	Pseudomonas	spp.,	Bacillus	spp.	และ	Strep-

tomyces	 spp.	 ในการควบคุมและยับย้ังการเจริญของเชื้อรา

สาเหตุโรคพืชได้อีกด้วย5,7,8	 ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงได ้

มีการน�าเช้ือแบคทีเรีย	Streptomyces	 sp.	 ไอโซเลต	 SRF1	

ชึ่ ง มี รายงานว ่ าสามารถยับยั้ งการ เจริญของเชื้ อ รา	

Colletotrichum	 gloeosporioides	 และ	Bipolaris	 maydis9  

มาทดสอบการยบัยัง้การเจรญิของเชือ้รา	Pestalotiopsis	spp.	

สาเหตุโรคใบจุดในมะม่วงทั้งในสภาพ	in	vitro	และ	in	vivo

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการศึกษา
	 1.	 การแยกเชื้อราสาเหตุโรคใบจุดจากใบมะม่วง

	 แยกเชือ้ราทีเ่ป็นสาเหตุของโรคในใบมะม่วง	โดยเลอืกเกบ็

ใบมะม่วงทีม่ลีกัษณะอาการของโรคเป็นจดุสนี�า้ตาลเข้มหรอืสี

ด�า	 น�ามาตัดเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมเล็กๆ	 แล้วน�าไปวางบนอาหาร	

Water	Agar	(WA)	จากนัน้น�าไปบ่มไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิองเป็นเวลา	

3-4	วัน	 เพื่อให้เส้นใยของเชื้อราโรคพืชเจริญ	 เมื่อสังเกตเห็น

ว่ามเีส้นใยเจรญิออกมาจากชิน้ของใบมะม่วง	น�าเส้นใยไปวาง

บนอาหาร	 Potato	 Dextrose	 Agar	 (PDA)	 แล้วน�าไปบ่มที่

อณุหภมูห้ิอง	เป็นเวลา	7	วนั	แล้วระบชุนดิเบือ้งต้นของเช้ือรา

ด้วยการสงัเกตลกัษณะทางสณัฐานวทิยา	ได้แก่	เส้นใย	โคโลน	ี

และสปอร์ของเชื้อรา	

	 2.	 การยืนยันผลการระบุชนิดด้วยการหาลำาดับ

นิวคลีโอไทด์ในส่วน	 internal	 transcribed	 spacers	of	

nuclear	ribosomal	DNA	repeats	(ITS)

	 น�าเส้นใยของเชื้อราทั้ง	 10	 ไอโซเลต	 ที่เลี้ยงบนอาหาร	

PDA	 เป็นเวลา	 7	 วัน	 มาสกัด	 ดีเอ็นเอด้วยวิธี	 Phenol:	

Chloroform	 Extraction	 และตรวจสอบจีโนมิกดีเอ็นเอบน	

agarose	gel	ความเข้มข้น	1	เปอร์เซ็นต์	จากนั้นน�าดีเอ็นเอที่

สกัดได้มาเพิ่มปริมาณยีนในส่วน	 ITS	 ด้วยไพรเมอร์	 ITS1	

(5′ -TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′ )	 และ	 ITS4	
(5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′)10	 ตามวิธีการของ	
Jaihan	et	al.11	จากนัน้ตรวจสอบขนาดของผลผลติพซีอีาร์บน	

agarose	gel	ความเข้มข้น	1	เปอร์เซ็นต์	แล้วจึงน�าผลผลิตพี

ซีอาร์ที่ได้ไปหาล�าดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้บริการจากบริษัท	

Macrogen	ประเทศสาธารณรัฐเกาหลี	จากนั้นน�าล�าดับนิวคลี

โอไทด์ที่ได้มาเปรียบเทียบกับล�าดับ	นิวคลีโอไทด์ที่มีรายงาน

มาก่อนในฐานข้อมูล	GenBank	และสร้างสายววิฒันาการด้วย

โปรแกรม	MEGA	412	โดยใช้วธิ	ีNeighbor	–	Joining	ใช้โมเดล	

Kimura	2-parameter	(1,000	boostrap	replications)	ในการ

วิเคราะห์
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	 3.	 การทดสอบความสามารถการก่อโรคของเชือ้รา	

Pestalotiopsis spp. ในใบและผลมะม่วง

	 น�าใบและผลมะม่วงดิบท่ีไม่มีรอยแผล	 มาอย่างละ	 10	

ตัวอย่าง	 ล้างให้สะอาดด้วยน�้า	 แล้วน�าไปแช่ในแอลกอฮอล	์

70%	และน�้ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้วเป็นเวลา	5	นาที	ตามล�าดับ	

ผึ่งให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง	 จากน้ันใช้เข็ม	 (needle)	 เจาะหรือ

ท�าให้เกิดแผล	 แล้วจึงหยดสปอร์ของเชื้อรา	 Pestalotiopsis	

spp. ที่ความเข้มข้น	 104	 สปอร์ต่อมิลลิลิตร	 จ�านวน	 10	

ไมโครลติร	หลงัจากนัน้น�าไปใส่ไว้ในกล่องชืน้ทีส่ะอาด	แล้วบ่ม

ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา	7	วัน	สังเกตอาการของโรคที่เกิดขึ้น

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม	

	 4.	 การทดสอบประสทิธภิาพของเชือ้ปฏปัิกษ์	Strep-

tomyces sp.	ไอโซเลต	SRF	1	ในการยับยัง้เช้ือรา	Pestalo-

tiopsis spp. ด้วยวิธีเลี้ยงเชื้อร่วมกัน

	 น�าเชื้อแบคทีเรีย	Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF	1	ที่

แยกได้จากดนิในแปลงนาข้าวทีเ่คยมรีายงานมาก่อนว่ามคีวาม

สามารถในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืช9	 โดยการวางแผน

การทดลองแบบสุ่มสมบรูณ์	 (Completely	 Randomized	

Design;	CRD)	ท�าการทดลองจ�านวน	3	ซ�้า	ด้วยการน�าเชื้อ	

Streptomyces	ไอโซเลต	SRF	1	มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ	

PDA	 โดยวิธีการขีดเช้ือลงบนผิวอาหารครึ่งจานอาหารเลี้ยง

เชื้อ	จากนั้นน�าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง	 เป็นเวลา	7	วัน	แล้วใช้	

cork	borer	ขนาด	0.9	เซนติเมตร	เจาะเส้นใยเชื้อรา	Pestalo-

tiopsis	 spp. อายุ	 7	 วัน	 วางด้านตรงข้ามกับเช้ือแบคทีเรีย 

Streptomyces	 sp.	 ไอโซเลต	 SRF	 1	 ส�าหรับชุดควบคุม	

(control)	 น�าเช้ือรา	Pestalotiopsis	 spp. ไปวางไว้ที่ฝั่งใด 

ฝ่ังหนึง่ของจานอาหารเลีย้งเชือ้	PDA	แล้วน�าไปบ่มทีอ่ณุหภูมิ

ห้อง	เป็นเวลา	7	วัน	สังเกตและบันทึกผล	จากนั้นวัดรัศมีการ

เจริญของเส้นใยเชื้อรา	Pestalotiopsis	 spp. ในจานทดสอบ

และจานควบคมุ	น�าค่าทีไ่ด้มาค�านวณหาเปอร์เซน็ต์การยบัยัง้

การเจริญเติบโต	จากสูตรดังต่อไปนี้	

	 %	การยับยั้งการเจริญของเชื้อ	=	[(A-B)	/	A]	×	100

	 A	=	ค่าเฉลี่ยของรัศมีของโคโลนีเชื้อรา

	 	 บนจานอาหารชุดควบคุม

	 B	=	ค่าเฉลี่ยของรัศมีของโคโลนีเชื้อรา

	 	 บนอาหารที่ทดสอบกับเชื้อปฏิปักษ์	

	 	 Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF	1

	 5.	 การทดสอบประสิทธิภาพนำ้าเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย	

Streptomyces sp.	ไอโซเลต	SRF	1	ในอาหาร	AGMS	ที่มี

อาร์จินีนที่ระยะ	7,	14,	21	และ	28	วัน	ในการยับยั้งเชื้อรา	

Pestalotiopsis spp. โดยวิธี	agar	well	diffusion

	 ท�าการทดลองโดยใช้แผนการทดลองแบบ	CRD	จ�านวน	

3	 ช�้า	 โดยเริ่มต้นด้วยการใช้	 cork	 borer	 เจาะอาหาร	 PDA	

จ�านวน	5	หลุม	จากนั้นหยดน�้าเลี้ยงของเชื้อแบคทีเรีย	Strep-

tomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF1	ที่ระยะเวลา	7,	14,	21	และ	28	

วัน	ตามล�าดับ	ปริมาตร	100	ไมโครลิตร	จ�านวน	4	หลุม	และ

ใส่อาหารเหลว	 AGMS	 จ�านวน	 1	 หลุม	 ปริมาตร	 100	

ไมโครลิตร	 จากนั้นจึงใช้	 cork	 borer	 เจาะเส้นใยเชื้อรา	

Pestalotiopsis	 spp. ที่เลี้ยงบนอาหาร	PDA	 ไปไว้ตรงกลาง

จานอาหาร	ส่วนชดุควบคมุวางเชือ้รา	Pestalotiopsis	spp. ไว้

ตรงกลางจานอาหารเลีย้งเชือ้	หลงัจากนัน้น�าไปบ่มทีอ่ณุหภมิู

ห้อง	แล้วสังเกตการเจริญ	เป็นเวลา	4	วัน

	 6.	 การศึกษาความผิดปกติของเส ้นใยเช้ือรา	

Pestalotiopsis spp. เมื่อทดสอบด้วยนำ้าเลี้ยงจากเชื้อ

แบคทีเรีย	Streptomyces sp.	ไอโซเลต	SRF	1	ที่เลี้ยงใน

อาหารเหลว	AGMS	เป็นเวลา	21	วัน	

	 ใช้	cork	borer	เจาะเส้นใยของเชือ้รา	Pestalotiopsis	spp. 

อาย	ุ7	วนั	ทีเ่ลีย้งไว้บนอาหาร	PDA	น�าไปวางไว้ตรงกลางของ

จานอาหารเลี้ยงเชื้อ	น�ากระจกปิดสไลด์	(cover	slip)	จุ่มลงใน

แอลกอฮอล์แล้วรอจนแห้ง	 น�าไปวางทับบนชิ้นวุ้นที่มีเชื้อรา	

Pestalotiopsis	spp. จากนัน้เทน�า้เลีย้งของเชือ้	Streptomyces 

SRF1	ที่เลี้ยงในอาหารเหลว	AGMS	ที่ระยะเวลา	21	วัน	ลง

ไป	20	มิลลิลิตร	ส�าหรับชุดควบคุม	(control)	เทเฉพาะอาหาร

เหลว	AGMS	ลงไปเท่านัน้	จากนัน้น�าไปบ่มทีอ่ณุหภมูห้ิองเป็น

เวลา	7	วัน	จึงใช้ปากคีบค่อยๆ	ดึงกระจกปิดสไลด์ออก	แล้ว

วางลงบนสไลด์ที่หยดด้วย	 lactophenol	cotton	blue	ไว้แล้ว	

จากนั้นจึงน�าไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์	 (compound	

microscope)	เพือ่ตรวจดคูวามผดิปกตขิองเส้นใยทีก่�าลังขยาย	

1,000	เท่า

	 7.	 การศกึษาประสทิธภิาพของนำา้เลีย้งเชือ้แบคทเีรยี	

Streptomyces sp.	ไอโซเลต	SRF	1	ในการยบัยัง้การงอก

สปอร์เชื้อรา	Pestalotiopsis spp.

	 ท�าการทดลองโดยใช้แผนการทดลองแบบ	CRD	จ�านวน	

3	 ซ�้า	 โดยเร่ิมต้นด้วยการหยดน�้าเลี้ยงจากเชื้อแบคทีเรีย 

Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF1	ที่เลี้ยงในอาหาร	AGMS	

เป็นเวลา	21	วัน	ลงบนอาหาร	PDA	ปริมาตร	100	ไมโครลิตร	

แล้วเกลี่ย	 (spread)	 ให้น�้าเลี้ยงกระจายทั่วจานอาหารเพาะ
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เลี้ยง	 เมื่อผิวหน้าอาหารแห้งแล้วจึงหยดสารแขวนลอยสปอร์

ของเชือ้รา	Pestalotiopsis	spp. แต่ละไอโซเลต	ทีค่วามเข้มข้น	

104	 สปอร์ต่อมิลลิลิตร	 ปริมาตร	 10	 ไมโครลิตร	 ลงไปบน 

จานอาหาร	แล้วเกลีย่ให้สารแขวนลอยสปอร์กระจายให้ทัว่จาน

เพาะเลีย้ง	จากนัน้น�าไปบ่มทีอ่ณุหภมูห้ิองเป็นเวลา	24	ชัว่โมง	

จึงน�าไปตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก�าลังขยาย	 400	 เท่า	

สังเกตการงอกของสปอร์เปรียบเทียบกับการงอกของสปอร์

ปกติในชุดควบคุม

	 8.	 การศึกษาประสิทธิภาพนำ้าเล้ียงเชื้อปฏิปักษ  ์

Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF1	ในการควบคมุการเกดิ

โรคในมะม่วง 

	 ท�าการทดลองโดยใช้แผนการทดลองแบบ	CRD	จ�านวน	

3	 ซ�้า	 โดยในขั้นตอนน้ีเป็นการน�าน�้าเล้ียงของเชื้อปฏิปักษ ์

Streptomyces	 sp.	 ไอโซเลต	 SRF1	 มาทดสอบกับเชื้อรา	

Pestalotiopsis	spp. จ�านวน	10	ไอโซเลต	ในการควบคุมการ

เกิดโรคในมะม่วง	โดยเริ่มจากการน�าใบและผลดิบของมะม่วง

ทีไ่ม่มรีอยแผลมา	ล้างให้สะอาด	แล้วน�าไปแช่แอลกอฮอล์	70%	

และน�้ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้วเป็นเวลา	5	นาที	ตามล�าดับ	ผึ่งให้

แห้งที่อุณหภูมิห้อง	 จากน้ันใช้เข็มเจาะหรือท�าให้เกิดแผล

จ�านวน	4	จุด	(1	จุดเป็นจุดควบคุมที่หยดน�้ากลั่น	และ	3	จุดที่

เหลอืเป็นจดุทีห่ยดสารแขวนลอยสปอร์เชือ้ทดสอบลงไป)	โดย

ก�าหนดการทดลองเป็น	3	กรรมวิธี	คือ

	 กรรมวิธีที่	 1	 ใส่เฉพาะสารแขวนลอยสปอร์ของเชื้อรา	

Pestalotiopsis	spp. ลงไปปริมาตร	10	ไมโครลิตร

	 กรรมวธิทีี	่2	หยดน�า้เลีย้งจากเชือ้ปฏิปักษ์	Streptomyces 

sp.	 ไอโซเลต	 SRF1	 ที่ระยะเวลา	 21	 วัน	 ปริมาตร	 50	

ไมโครลติร	ก่อน	1	วนั	แล้วจึงหยดสารแขวนลอยสปอร์ของเชือ้

รา	Pestalotiopsis	spp. ลงไปปริมาตร	10	ไมโครลิตร

	 กรรมวธิทีี	่3	หยดสารแขวนลอยสปอร์ของเช้ือรา	Pestalo-

tiopsis	spp. ปริมาตร	10	ไมโครลิตร	ก่อน	1	วัน	แล้วจึงหยด

น�้าเลี้ยงจากเชื้อปฏิปักษ	์Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF1	

ที่ระยะเวลา	21	วัน	ลงไปปริมาตร	50	ไมโครลิตร

	 หลังจากปลูกเช้ือแล้ว	 น�าไปเก็บไว้ในกล่องชื้นที่สะอาด	

บ่มท่ีอณุหภมูห้ิอง	เป็นเวลา	7	วนั	แล้วจงึสงัเกตลกัษณะอาการ

และวดัขนาดของแผลทีเ่กดิขึน้เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมทีไ่ด้

รับการปลูกเชื้อ	Pestalotiopsis	spp.

	 9.	 การทดสอบคณุสมบตัขิองเชือ้แบคทเีรยี	Strep-

tomyces sp.	 ไอโซเลต	SRF	1	 ในการผลผลิตเอกซ์ตรา

เซลลูไลติกเอนไซม์บางชนิด

	 น�าเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์	Streptomyces	 sp.	 ไอโซเลต	

SRF	 1	 มาขีดตรงกลางจานอาหารเล้ียงเชื้อ	 Starch	 Agar,	

Carboxy	methyl	cellulose	(CMC)	Agar	และ	Lignin	Agar	

เป็นเส้นตรง	จากนั้นน�าไปบ่มที่	37	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	

7	วนั	เมือ่ครบเวลาจึงหยดสารสะลายไอโอดนีลงในจานอาหาร	

Starch	Agar	จนท่วม	ส่วนจานอาหาร	CMC	ท�าการเท	0.2	%	

congo-red	 จนท่วมและตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา	 15	 นาที	 เมื่อครบ

ก�าหนดเทสีทิ้ง	 แล้วล้างสีออกด้วย	 1	M	NaCl	 เป็นเวลา	 15	

นาที	 จากนั้นจึงสังเกตโซนใสและท�าการวัดบริเวณโซนใส	

บันทึกผลการทดลอง	ส่วนจานอาหาร	Lignin	Agar	บันทึกผล

การทดลองเมื่อบ่มเชื้อครบเวลา	7	วัน

	 10.	 การวิเคราะห์ข้อมูล

	 น�าข้อมูลที่ได้ทั้งหมดวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี	 One	

Way	Anova	และเปรยีบเทยีบค่าความแตกต่างของค่าเฉลีย่ที่

ระดับความเชื่อมั่น	95%	ด้วยวิธี	Duncan’s	Multiple	Range	

Test	(DMRT)

ผลการศึกษา
	 1.	 การแยกเช้ือราสาเหตุโรคใบจุดจากใบมะม่วง	 

การทดสอบการเกดิโรคบนใบและผลของมะม่วง	และการ

ระบุชนิดด้วยการหาลำาดับนิวคลีโอไทด์ในส่วน	 internal	

transcribed	spacers	of	nuclear	ribosomal	DNA	repeats	

(ITS)

	 จากการแยกเชื้อราสาเหตุโรคใบจุดจากใบมะม่วงท่ีมี

อาการของโรค	สามารถแยกเชือ้ราได้จ�านวน	10	ไอโซเลต	โดย

แบ่งเป็น	2	กลุ่มคือ	กลุ่มที่	1	มี	4	ไอโซเลต	ได้แก่	ไอโซเลต	

PT1,	 PT2,	 PT3	 และ	 PT4	 มีลักษณะโคโลนีเป็นสีเขียวเมื่อ

เจริญเต็มที่จะเป็นสีด�า	 (Figure	1)	และเมื่อน�าสปอร์มาส่องดู

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์	พบว่า	มีลักษณะของสปอร์เรียว	ยาว	

รูปร่างคล้ายกระสวย	ภายในเซลล์สปอร์มีผนังกั้น	4	ผนัง	มี	5	

ช่อง	 ส่วนปลายของสปอร์มีรยางค์	 2-4	 เส้น	 (Figure	 1B)	

ส�าหรับกลุ่มที่	 2	มี	 6	 ไอโซเลต	ได้แก่	 ไอโซเลต	PT5,	PT6,	

PT7,	PT8,	PT9	และ	PT10	มีลกัษณะโคโลนสีีขาว	(Figure	1)	

สปอร์มลีกัษณะคล้ายกลุม่ที	่1	แต่มลีกัษณะทีส่ัน้กว่า	และเหน็

ช่องภายในสปอร์	3	ช่องตรงกลางชัดเจน	(Figure	1D)	เมื่อน�า

สารแขวนลอยสปอร ์ของเชื้อราที่แยกได ้ 	 มาปลูกเชื้อ	

(inoculation)	ลงไปบนผลและใบของมะม่วง	พบว่า	ภายใน	7	

วัน	เชื้อราทั้ง	10	ไอโซเลต	สามารถก่อโรคได้ทั้งบนใบและผล

ของมะม่วง	และมีอาการเหมือนอาการเริ่มต้นที่น�ามาแยกเชื้อ	

โดยเชื้อรา	Pestalotiopsis	spp.	ไอโซเลต	PT9	แสดงลักษณะ

ของโรครนุแรงทีส่ดุ	ในระยะแรกเกดิจดุสนี�า้ตาลเลก็ๆ	จากนัน้

แผลขยายขนาดขึน้	มรีปูร่างกลมสนี�า้ตาลด�า	มลีกัษณะเป็นมนั	
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ความยาวของแผลประมาณ	15-30	มิลลิเมตร	

 

Figure	1	 Colony	 (A	 and	 C)	 and	 spore	 (B	 and	 D)	

morphology	 of	 Pestalotiopsis	 spp. group	 1	 

	(A	and	B)	and	group	2	(C	and	D).	

	 และเมื่อระบุชนิดของเชื้อราสาเหตุโรคทั้ง	 10	 ไอโซเลต	

ด้วยการหาล�าดับนิวคลีโอไทด์	 พบว่าเชื้อราทั้งหมดมีล�าดับ 

นวิคลโีอไทด์ในส่วน	ITS	เหมอืนกบัเชือ้รา	Pestalotiopsis	spp. 

มากที่สุด(Figure	 2)	 โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนอยู่ในช่วง	

95-100	 เปอร์เซ็นต์	 ดังนั้นเมื่อพิจารณาจากลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา	 ความสามารถในการท�าให้เกิดโรค	 และข้อมูล 

ล�าดับนิวคลีโอไทด์จึงสามารถยืนยันและระบุชนิดของเชื้อรา

สาเหตุโรคใบจุดบนมะม่วงได้เป็นเชื้อ	Pestalotiopsis	spp.

	 2.	 การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเ ช้ือรา	

Pestalotiopsis spp. โดยเชื้อปฏิปักษ์	Streptomyces sp.	

ไอโซเลต	SRF	1	โดยวิธีเลี้ยงเชื้อร่วมกัน

	 เมื่อน�าเชื้อปฏิปักษ์	Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF	1	

มาทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือรา	

Pestalotiopsis	spp. บนอาหารเลี้ยงเชื้อ	PDA	หลังจากเลี้ยง

เชือ้ร่วมกนัเป็นเวลา	7	วนั	พบว่า	เชือ้ปฏปัิกษ์	Streptomyces	

sp.	ไอโซเลต	SRF	1	สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อ

รา	Pestalotiopsis	spp. ได้ทัง้	2	กลุ่ม	โดยเปอร์เซน็ต์การยบัย้ัง

เส้นใยเชื้อราด้วยเชื้อปฏิปักษ์มีความแตกต่างกันขึ้นอยู่กับ 

ไอโซเลตของเชือ้รา	Pestalotiopsis	spp. (Table	1)	และยงัพบ

ว่าเชื้อปฏิปักษ์	Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF1	สามารถ

ยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา	 Pestalotiopsis	 spp.	

ไอโซเลต	PT7	ได้สูงสุด	91.51	เปอร์เซ็นต์	และไอโซเลต	PT1	

ต�า่สดุ	73.37	เปอร์เซน็ต์	(Table	1)	และเมือ่น�าข้อมลูการยบัยัง้

การเจริญของเส้นใยเชื้อราท้ัง	 10	 ไอโซเลต	 มาวิเคราะห์

ทางสถิติ	 พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ

ทีร่ะดบัความเชือ่มัน่	95	เปอร์เซน็ต์	(P<0.05)	และจากผลการ

ทดลองการยับย้ังเชื้อท้ัง	 10	 ไอโซเลต	 จึงยืนยันได้ว่าเชื้อ	

Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF	1	มีความสามารถในการ

ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา	Pestalotiopsis	spp. ได้จริง	

Figure	2	 Phylogenetic	 relationships	 of	 10	 isolate	 of	

Pestalotiopsis	and	the	6	related	Pestalotiopsis 

species	 and	 one	 out	 group	 (Penicillium	

expansum)	 based	 on	 partial	 ITS	 gene	

sequences.	Neighbor	 Joining	 (NJ)	 tree	was	

constructed	 using	 Mega	 4.	 Percentages	

expressed	above	the	branches	are	frequencies	

with	which	a	given	branch	appeared	in	1000	

bootstrap	 replications	 when	 using	 the	 NJ	

method	(branches	corresponding	to	partitions	

reproduced	in	<50	%	were	collapsed)
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Table	1	 Inhibitory	effects	of	Streptomyces	sp.	isolate	SRF	1	on	mycelial	growth	of	ten	plant	pathogenic	Pestalotiopsis	

spp. by	dual	culture	method.	

Isolate of Pestalotiopsis spp. Percentage	of	mycelial	growth	reduction	(%)*

PT1 73.37±1.04c

PT2 88.96±1.46ab

PT3 81.49±4.81abc

PT4 81.71±0.96abc

PT5 79.91±6.71bc

PT6 83.59±3.35abc

PT7 91.51±2.61a

PT8 84.11±0.90	abc

PT9 81.43±3.79abc

PT10 89.72±1.55ab

*	Different	lower	case	letters	denote	significant	differences	(P <	0.05)	between	the	different	isolates	of	Pestalotiopsis	spp. in	the	same	

column.

	 3.	 การทดสอบประสิทธิภาพนำ้าเล้ียงเช้ือปฏิปักษ	์

Streptomyces sp.	ไอโซเลต	SRF	1	ในอาหาร	AGMS	ที่

ระยะ	 7,	 14,	 21	 และ	 28	 วัน	 ในการยับย้ังเชื้อรา	

Pestalotiopsis spp. โดยวิธี	Agar	well	diffusion

	 จากการน�าน�้าเล้ียงจากเชื้อปฏิปักษ์	Streptomyces	 sp.	

ไอโซเลต	SRF	1	ทีร่ะยะเวลา	7,	14,	21	และ	28	วนั	มาทดสอบ

การยับยั้งเชื้อรา	 Pestalotiopsis	 spp. โดยวิธี	 agar	 well	

diffusion	พบว่าน�้าเลี้ยงที่ระยะเวลา	7,	14,	21	และ	28	วัน	มี

ประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของเส ้นใยเชื้อรา	

Pestalotiopsis	spp. ทั้ง	10	ไอโซเลต	เมื่อน�าไปเปรียบเทียบ

กับชุดควบคุมที่มีเชื้อรา	Pestalotiopsis	spp. เจริญบนอาหาร	

PDA	 เพียงอย่างเดียวอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติท่ีระดับความ

เชือ่มัน่	95	เปอร์เซน็ต์	โดยน�า้เลีย้งเชือ้สามารถยับยัง้การเจรญิ

ของเส้นใยเชือ้ราไอโซเลต	PT4	ได้ดีทีสุ่ด	ขณะทีส่ามารถยบัยัง้

เชื้อราไอโซเลต	PT9	ได้น้อยที่สุด	และนอกจากนี้ยังพบว่าน�้า

เลี้ยงที่ระยะเวลา	21	และ	28	วัน	มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง

การเจริญของเส้นใยราได้ดีกว่าน�้าเลี้ยงที่ระยะเวลา	7	และ	14	

วนั	เมือ่พจิารณาจากค่าเฉลีย่ความยาวเส้นใยในแต่ละไอโซเลต	

(Table	2	และ	Figure	3)	นอกจากนี้ยังพบว่าน�้าเลี้ยงที่ระยะ

เวลา	21	และ	28	วัน	มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งที่ไม่แตกต่างกัน

อย่างมีนัยส�าคัญ	โดยน�้าเลี้ยงที่ระยะ	21	วัน	มีเปอร์เซ็นต์การ

ยบัยัง้อยูใ่นช่วง	16.00-58.00	เปอร์เซน็ต์	ขณะทีน่�า้เลีย้งทีร่ะยะ	

28	 วัน	 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งอยู ่ในช่วง	 20.91-60.78	

เปอร์เซ็นต์	(Table	2)
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Table	2	 Inhibitory	effects	of	the	culture	filtrate	of	Streptomyces	sp.	isolate	SRF	1	on	mycelial	growth	of	ten	plant	

pathogenic	Pestalotiopsis	spp. by	agar	well	diffusion	method.	

Isolate of 

Pestalotiopsis spp.

Percentage	of	mycelial	growth	reduction	(%)	by	culture	filtrate	

from	different	time	point*

7	Days 14	Days 21	Days 28	Days

PT1 32.84±6.57B,	abc 37.65±6.41B,	ab 45.51±5.61AB,	abc 58.38±2.96A,	a

PT2 15.29±7.58B,	de 16.67±10.14B,	cd 38.86±5.66AB,	d 48.95±6.05A,	ab

PT3 12.64±3.23B,	e 18.66±2.08B,	bcd 42.50±3.82A,	abc 47.92±2.08A,	ab

PT4 47.00±4.36B,	a 41.72±6.69AB,	a 58.00±4.16A,	a 60.78±1.68A,	a

PT5 7.02±7.02	B,	e 17.19±9.22AB,	cd 29.12±9.57AB,	cde 35.61±2.95A,	bc

PT6 36.53±2.27C,	ab 39.20±0.44BC,	a 47.16±1.93AB,	abc 51.11±3.87A,	a

PT7 18.82±5.03B,	cde 44.60±6.91A,	a 53.95±4.29A,	ab 55.18±5.15A,	a

PT8 10.67±5.81A,	de 19.67±2.60A,	bcd 22.33±3.84A,	de 25.00±5.13A,	cd

PT9 7.67±3.93	A,	e 9.33±2.33A,	d 16.00±4.58A,	e 20.91±5.84A,	d

PT10 27.14±5.88B,	bcd 32.34±4.10AB,	abc 40.37±8.12AB,	abc 48.42±4.83A,	ab

*	Different	capital	letters	denote	significant	differences	(P <	0.05)	between	the	times	in	the	same	row.

*	Different	lower	case	letters	denote	significant	differences	(P <	0.05)	between	the	different	isolates	of	Pestalotiopsis	spp. in	the	same	

column.

	 4.	 การศึกษาความผิดปกติของเส ้นใยเชื้อรา	

Pestalotiopsis spp. เม่ือทดสอบด้วยนำ้าเล้ียงจากเช้ือ

ปฏิปักษ์	Streptomyces sp.	 ไอโซเลต	SRF	1	ที่เล้ียงใน

อาหารเหลว	AGMS	ที่ระยะเวลา	21	วัน

	 จากการน�าน�้าเล้ียงของเชื้อปฏิปักษ์	Streptomyces	 sp.	

ไอโซเลต	SRF	1	ที่เลี้ยงในอาหารเหลว	AGMS	ที่ระยะเวลา	

21	วนั	มาทดสอบกบัเส้นใยเชือ้รา	Pestalotiopsis	spp. ทัง้	10	

ไอโซเลต	 พบว่า	 เส้นใยที่สัมผัสกับน�้าเลี้ยงจากอาหารเหลว	

AGMS	มีการเจริญได้น้อย	เมื่อน�าเส้นใยมาตรวจสอบภายใต้

กล้องจลุทรรศน์พบว่า	เส้นใยมลีกัษณะทีผ่ดิปกต	ิไม่มกีารแตก

แขนงของเส้นใย	เส้นใยมลีกัษณะโป่งพอง	เมือ่เปรยีบเทยีบกบั

เส้นใยในชุดควบคุม	(Figure	3)	 Figure	3	 Effects	of	culture	filtrate	of	Streptomyces	sp.	

isolate	SRF1	on	fungal	mycelia	of	Pestalotio-

psis	spp. isolate	PT5	(A	and	B)	and	PT6	(C	

and	D)	under	bright	field	microscopy	(1,000X);	

control	treatment	(A	and	C)	and	tested	treat-

ment	(B	and	D).
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 5.	การศกึษาประสทิธภิาพของนำา้เลีย้งเชือ้แบคทเีรยี	

Streptomyces sp.	ไอโซเลต	SRF1	ในการยับยั้งการงอก

สปอร์เชื้อรา	Pestalotiopsis spp.

	 จากการทดสอบประสิทธิภาพน�้าเล้ียงจากเชื้อแบคทีเรีย 

Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF1	ที่ระยะเวลา	21	วัน	ใน

อาหารเหลว	 AGMS	 ในการยับยั้งการงอกของสปอร์ของเชื้อ

รา	Pestalotiopsis	spp. ทั้ง	10	ไอโซเลต	พบว่า	น�้าเลี้ยงจาก

เชื้อปฏิปักษ์	 Streptomyces	 sp.	 ไอโซเลต	 SRF1	 สามารถ

ยับยั้งการงอกของสปอร์เชื้อรา	Pestalotiopsis	spp. ได้ทั้ง	10	

ไอโซเลต	และเมือ่น�าผลการยบัยัง้การงอกของสปอร์ไปทดสอบ

ทางสถิติ	พบว่า	น�้าเลี้ยงเชื้อ	Streptomyces	ไอโซเลต	SRF	1	

มีความสามารถในการยับย้ังการงอกของสปอร์ของเชื้อรา	

Pestalotiopsis	spp.	ทั้ง	10	ไอโซเลต	ได้แตกต่างกันอย่างมี

นยัส�าคญัทางสถติทิีร่ะดบัความเชือ้มัน่	95	เปอร์เซน็ต์	โดยผล

การยบัย้ัง	พบว่า	ไอโซเลต	PT1	ถกูยบัยัง้ได้สงูทีส่ดุ	คอื	74.15	

เปอร์เซ็นต์	ส่วนไอโซเลต	PT5	ถูกยับยั้งได้ต�่าสุด	คือ	52.13	

เปอร์เซ็นต์	 เม่ือเทียบกับชุดควบคุม	 (Table	 3)	 นอกจากนี้

ลกัษณะของสปอร์ทีต่รวจพบในชดุทดสอบมลีกัษณะของ	germ	

tube	ที่สั้น	โป่งพอง	ผิดปกติเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม

Table	3	 Effects	of	21	days	old	culture	filtrate	of	Streptomyces	sp.	isolate	SRF1	on	the	fungus	Pestalotiopsis	spp. 

spore	germination	

Isolate of Pestalotiopsis spp. Percentage of inhibition of spore germination (%)

Control 00.00±0.00e

PT1 74.15±4.71d

PT2 64.91±9.30abcd

PT3 68.65±2.16bcd

PT4 69.63±2.07cd

PT5 52.13±10.44a

PT6 56.30±9.68ab

PT7 64.56±5.96abcd

PT8 54.08±6.32a

PT9 59.31±7.65abc

PT10 60.14±7.74abc

*	Different	lower	case	letters	denote	significant	differences	(P <	0.05)	between	the	different	isolates	of	Pestalotiopsis	spp. in	the	same	

column.

	 6.	 ประสิทธิภาพของนำ้าเล้ียงจากเชื้อแบคทีเรีย 

Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF1	ในการควบคมุการเกดิ

โรคบนใบและผลมะม่วง	

	 จากการทดสอบการใช ้น�้าเ ล้ียงของเช้ือแบคทีเรีย 

Streptomyces	 sp.	 ไอโซเลต	 SRF1	 ที่เลี้ยงในอาหารเหลว	

AGMS	เป็นระยะเวลา	21	วัน	 ในการควบคุมการเกิดโรคบน

ใบและผลของมะม่วงที่เกิดจากเชื้อราทั้ง	10	ไอโซเลต	พบว่า	

ผลการทดสอบกับเชื้อราทั้ง	 10	 ไอโซเลต	 เป็นไปในทิศทาง

เดียวกัน	 คือ	 กรรมวิธีที่หยดน�้าเลี้ยงของเชื้อแบคทีเรีย 

Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF1	1	วนั	ก่อนการใส่สารแขวน 

ลอยสปอร์ของเชื้อรา	Pestalotiopsis	 spp. สามารถควบคุม 

การเกดิโรคในพชืได้ดีกว่ากรรมวิธทีีใ่ส่สารแขวนลอยสปอร์ของ

เชื้อรา	Pestalotiopsis	 spp. ก่อนการหยดน�้าเล้ียงของเชื้อ

แบคทีเรีย	 Streptomyces	 sp.	 ไอโซเลต	 SRF1	 ขณะท่ีชุด

ควบคุมแสดงอาการของโรคอย่างชัดเจน	(Figure	4)	โดยเมื่อ

เปรียบเทียบขนาดของแผล	พบว่าในชุดควบคุม	และกรรมวิธี

ที่ใส่สารแขวนลอยสปอร์ของเชื้อรา	Pestalotiopsis	spp. ก่อน

การหยดน�้าเล้ียงของเชื้อแบคทีเรีย	 Streptomyces	 sp.	 

ไอโซเลต	SRF1	มีขนาดของแผลใกล้เคียงกัน	มีค่าเฉลี่ยของ

แผลบนผลและใบ	 เท่ากับ	 20-30	 และ	 5-10	 มิลลิเมตร	 
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ตามล�าดับ	 ขณะที่กรรมวิธีที่หยดน�้าเล้ียงของเชื้อแบคทีเรีย 

Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF1	1	วนั	ก่อนการใส่สารแขวน 

ลอยสปอร์ของเชื้อรา	Pestalotiopsis	 spp. ขนาดของแผล 

บนผลและใบเฉล่ียเท่ากับ	5-10	และน้อยกว่า	5	มลิลิเมตร	ตาม

ล�าดับ	 และเมื่อน�าขนาดของแผลจากกรรมวิธีท่ีหยดน�้าเลี้ยง

ของเชื้อแบคทีเรีย	Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF1	1	วัน	

ก่อนการใส่สารแขวนลอยสปอร์ของเชือ้รา	Pestalotiopsis	spp. 

มาเปรียบเทียบกัน	 พบว่าน�้าเลี้ยงเชื้อ	Streptomyces	 sp.	 

ไอโซเลต	 SRF1	 สามารถควบคุมการเกิดโรคของเชื้อรา	

Pestalotiopsis	spp. ไอโซเลต	PT7	ได้ดีที่สุด	(แผลขนาดเล็ก

ที่สุด)	รองลงมาคือPT8,	PT9	และ	PT10	ตามล�าดับ	

Figure	4	 Effect	of	culture	filtrate	of	Streptomyces	sp.	isolate	SRF1	on	mango	leaf	(A)	and	fruits	(B).	

	 1	=	Plants	were	inoculated	with	Pestalotiopsis	sp. isolate	PT7

	 2	=	Plants	were	treated	with	10	mL	culture	filtrate	for	1	day	before	being	inoculated	with 

10	mL	conidial	suspension	of	Pestalotiopsis	sp. isolate	PT7	

	 3	=	Plants	were	inoculated	with	10	mL	of	conidial	suspension	of	Pestalotiopsis	spp. isolate	 

PT7	for	1	day	before	being	treated	with	10	mL	of	culture	filtrate	

	 7.	 การทดสอบคุณสมบัติของเชื้อแบคที เรีย	

Streptomyces sp.	ไอโซเลต	SRF	1	ในการผลผลิตเอกซ์

ตราเซลลูไลติกเอนไซม์บางชนิด

	 จากผลการทดสอบคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ	์

Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF	1	ในการผลติเอกซ์ตราเซล

ลูไลติกเอนไซม์บางชนิด	พบว่า	เชื้อแบคทีเรีย	Streptomyces 

sp.	ไอโซเลต	SRF	1	สามารถผลิตเอนไซม์	ที่มีคุณสมบัติใน

การย่อยเซลลูโลสในอาหาร	CMC	agar	ได้	และสามารถผลิต

เอนไซม์ในการย่อยลิกนินในอาหาร	Lignin	agar	ได้	นอกจาก

นี้ยังสามารถผลิตเอนไซม์ในการย่อยแป้งในอาหาร	 Starch	

agar	ได้	โดยมีบริเวณใส	(clear	zone)	เท่ากับ	34.17,	10.33	

และ	46.50	มิลลิเมตร	ตามล�าดับ

สรุปและวิจารณ์ผล
งานวิจัยนี้ได้แยกเชื้อรา	 Pestalotiopsis	 spp. ที่มีความ 

สามารถท�าให้เกดิโรคบนผลและใบมะม่วงจ�านวน	10	ไอโซเลต	

โดยแบ่งออกเป็น	2	กลุม่	ทีม่ลีกัษณะโคโลนสีเีขยีวด�าและสีขาว	

เมื่อน�ามาทดสอบความสามารถในการท�าให้เกิดโรค	แสดงให้

เห็นว่า	 ไอโซเลต	 PT9	 ก่อโรครุนแรงท่ีสุด	 และเม่ือน�าเช้ือ	

Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF1	มาทดสอบประสิทธิภาพ

การยับยั้งเชื้อรา	Pestalotiopsis	 spp. จ�านวน	 10	 ไอโซเลต	

ด้วยวิธีเลี้ยงเชื้อร่วมกัน	 แสดงให้เห็นว่า	 เชื้อ	Streptomyces	

sp.	 ไอโซเลต	 SRF1	 สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยรา	

Pestalotiopsis	spp. ได้ทั้ง	10	ไอโซเลต	โดยมีเปอร์เซ็นต์การ

ยับยั้งในช่วง	73.37-91.51	ซึ่งผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า

เชื้อ	Streptomyces	 sp.	 ไอโซเลต	 SRF1	 มีศักยภาพในการ

ยับยั้งเชื้อรา	Pestalotiopsis	spp. ได้จริง	แต่อาจมีเปอร์เซ็นต์

การยบัยงัทีแ่ตกต่างกนับ้างขึน้อยูก่บัไอโซเลตของเช้ือราทีน่�า

มาทดสอบ	ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ	Sangdee	et	al.9	ที่

พบว่า	เชือ้	Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF1	สามารถยบัยัง้

เชือ้รา	Colletotrichum	gloeosporioides	และเชือ้รา	Bipolaris	

maydis	ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูงถึง	100	เปอร์เซ็นต์	และ	

99.29	เปอร์เซ็นต์	ตามล�าดับ	ในขณะที่	เกวลิน	คุณาศักดากุล	

และชยัพร	ขดัสงคราม13	พบว่า	เชือ้แอคติโนไมซที	เอนโดไฟต์

สกุล	Streptomyces	 sp.	 ไอโซเลต	DIM4,	DIM12,	DIM15,	

DIM16,	 DIM20	 และ	 DIM25	 สามารถยับยั้งการเจริญของ

เส้นใยรา	Pestalotiopsis	sp.	ทีแ่ยกได้จากโรคผลเน่าของล�าไย

ซึง่มเีปอร์เซน็ต์การยบัยัง้สงูสดุ	88.50	เปอร์เซน็ต์	โดยกลไกที ่

เชื้อ	Streptomyces	spp.	ใช้ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 

สาเหตุโรคอาจเนื่องมาจากเชื้อ	 Streptomyces	 spp.	 
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สามารถสร้างสารทุติยภูมิ	 (secondary	metabolite)	 ออกมา

ท�าลายผนังเซลล์ของเชื้อรา	 โดยในการศึกษาครั้งนี้แสดงให้

เห็นว่า	เชื้อ	Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF1	สามารถผล

ผลติเอกซ์ตราเซลลไูลตกิเอนไซม์ทีอ่าจมคีณุสมบตัใินการย่อย

ผนงัเซลล์ได้หลายชนิดจงึท�าให้น�า้เล้ียงเชือ้	Streptomyces	sp.	

ไอโซเลต	SRF1	มีผลท�าให้การเจริญและลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาของเส้นใยเชื้อรา	Pestalotiopsis	spp. เปลี่ยนแปลงไป	

มีการแตกหักของเส้นใยเกิดขึ้น	 ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานการ

ศึกษาของ	 Matsumoto14	 ที่พบว่าเชื้อ	Streptomyces	 sp.	

สามารถผลิตเอนไซม์ไคติเนส	 เพ่ือใช้ในการย่อยสลายผนัง

เซลล์ของเชื้อราสาเหตุโรคได้	

	 การศึกษาประสิทธิภาพของน�้าเล้ียงเชื้อ	Streptomyces	

sp.	 ไอโซเลต	SRF1	 ในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา	

Pestalotiopsis	spp. โดยใช้น�า้เลีย้งทีร่ะยะเวลา	7,	14,	21	และ	

28	วนั	ทีเ่ลีย้งในอาหาร	AGMA	ทีเ่ตมิอาร์จนินิ	มาทดสอบการ

ยับยั้ง	 แสดงให้เห็นว่า	 น�้าเลี้ยงท่ีระยะเวลา	 21	 และ	 28	 วัน	

สามารถยับยั้งเชื้อรา	Pestalotiopsis	spp. ได้ดีไม่แตกต่างกัน

ทางสถติ	ิทัง้นีอ้าจมาจาก	ในช่วงระยะเวลา	21-28	วนั	เป็นช่วง

ที่เชื้อ	 Streptomyces	 sp.	 SRF1	 สามารถผลิตและหลั่งสาร 

ทุติยภูมิออกมาได้มากและมีปริมาณไม่แตกต่างกัน	 ดังนั้นจึง

สามารถใช้น�้าเลี้ยงที่ระยะเวลา	21	วัน	แทน	28	วัน	ได้	 เพื่อ

เป็นการลดระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อ	 ซ่ึงสอดคล้องกับการ

ศึกษาของ	Trejo-Estrada	et	al.15,	Ouhdouch	et	al.16	และ	

Alam	et	al.17	ที่พบว่า	เชื้อ	Streptomyces	spp.	สามารถผลิต

ไฮโดรไลติกเอนไซม์ท่ีผลิตและปลดปล่อยออกมานอกเซลล์	

(extracellular	hydrolytic	enzymes)	และสารประกอบทีย่บัยัง้

เชื้อราได้	

	 เมื่อศึกษาการยับย้ังการงอกสปอร์ของเช้ือรา	 โดยใช้น�้า

เลี้ยงเชื้อ	Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	SRF1	ระยะเวลา	21	

วัน	 แสดงให้เห็นว่าน�้าเลี้ยงเชื้อสามารถยับยั้งการงอกของ 

สปอร์ราได้อยู่ในช่วง	52.13-74.15	เปอร์เซน็ต์	นอกจากนีย้งัพบ 

ว่าผลการใช้น�า้เลีย้งในการยบัยัง้การงอกของสปอร์ของเชือ้รา

ยงัมคีวามสอดคล้องกนักบัผลการทดสอบการยบัย้ังเส้นใยของ

เชือ้ราสาเหตโุรคพชือกีด้วย	และเมือ่น�าน�้าเลีย้งไปทดสอบกับ

การป้องกนัโรคบนผลและใบมะม่วง	แสดงให้เหน็ว่ากรรมวิธทีี่

ใส่น�้าเลี้ยงลงไปก่อน	1	วัน	สามารถชะลอการเกิดอาการของ

โรคได้ทั้งบนใบและผลมะม่วงได้ดีกว่ากรรมวิธีที่ใส่สารแขวน

ลอยสปอร์เชื้อราลงไปก่อน	1	วัน	ทั้งนี้กลไกในการชะลอการ

เกิดโรคอาจมาจากการงอกของสปอร์ของเชื้อราถูกยับย้ังโดย

เอกซ์ตราเซลลูไลติกเอนไซม์ที่เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ผลิตขึ้น

และปลดปล่อยออกมาในน�า้เลีย้งเชือ้	ซึง่สอดคล้องกบัรายงาน

ของ	Palaniyandi	et	al.18	ที่พบว่า	เชื้อ	Streptomyces	phae-

opureus	สามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์เชือ้รา	C. coccodes 

โดยใช้การหลั่งเอนไซม์โปรติเอส	 (extracellular	 proteases)	

ดงันัน้จงึสรปุได้ว่าเชือ้แบคทเีรยี	Streptomyces	sp.	ไอโซเลต	

SRF1	 มีศักยภาพท่ีจะสามารถน�าไปประยุกต์ใช้ส�าหรับการ

ป้องกันการเข้าท�าลายของเชื้อ	Pestalotiopsis	spp.	ได้	 เช่น	

การน�าผลมะม ่วงมาแช ่ในน�้าเลี้ยงก ่อนน�าไปวางขาย

อาจสามารถยืดระยะเวลาของการเกิดโรคบนผลได้อีกด้วย
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