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บทคัดยDอ 

แยกเชื้อ Pythium spp. และสกุลใกล&เคียงจากแหล/งน้ำทะเล น้ำจืด และพื้นที่ปdาไม& ใน

จังหวัดนครนายก และกาญจนบุรีที่ได&เชื้อทั้งหมด 39 ไอโซเลทและเมื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาและจัดจำแนกเบื้องต&นโดยดูจากโครงสร&างที่ใช&ในการสืบพันธุV (reproductive organs) พบว/า

ทั ้ง 39 ไอโซเลทมีลักษณะสัณฐานตรงกับเชื ้อ Pythium spp. หรือสกุลใกล&เคียง การทดสอบ

ความสามารถในการทำให&เกิดโรคเพื่อแยกสายพันธุVที่ก/อโรค (pathogenic strain) กับสายพันธุVท่ีก/อ

โรคต่ำ (hypo-virulent strain) หรือไม/ก/อโรค (non-pathogenic strain) ได& hypo-virulent strain 

จำนวน 11 ไอโซเลท เมื่อนำ hypo-virulent strain มาจัดจำแนกโดยเทคนิคทางอณูชีววิทยา พบว/า

เชื้อที่ได&มีความใกล&เคียงกับ Phytopythium vexans 3 ไอโซเลท Pythium torulosum 2 ไอโซเลท 

Phytopythium cucurbitacearum 2 ไอโซเลท Pythium declinum 1 ไอโซเลท Pythium acanthicum 

1 ไอโซเลท Pythium catenulatum 1 ไอโซเลท  และ Phytopythium sp. unknow ไอโซเลท D37 1 ไอ

โซเลท จากการวิเคราะหVปริมาณเบต&ากลูแคนพบว/าเช้ือ Pythium spp. และ Phytopythium spp. มี

ปริมาณเบต&ากลูแคนอยู/ที ่ 24-32 g/100 g เส&นใยแห&ง เทียบกับชุดควบคุมยีสตV (Saccharomyces 

cerevisiae) มีปริมาณเบต&ากลูแคนอยู/ที่ 33 g/100 g เส&นใยแห&ง การวิเคราะหVโครงสร&างของเบต&า

กลูแคนด&วยวิธี Fourier Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) และ nuclear magnetic 

resonance spectroscopy (NMR) พบว/าโครงสร&างที่ได&คือ (1,3)(1,6) beta-glucan การศึกษาป�จจัยที่มี

ผลต/อการเจริญเติบโตและการผลิตเบต&ากลูแคนโดยทำการทดสอบกับอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 ชนิด ได&แก/ 

อาหารเลี ้ยงเชื ้อ V8 juice broth (V8B), potato dextrose broth (PDB) และ cornmeal broth 

(CMB) ท่ีเพิ่มปริมาณน้ำตาลแตกต/างกัน คือท่ีความเข&มข&น 0%, 2%, 4% และ 8% พบว/าเชื้อมีการ

เจริญเติบโตดีที่สุดในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เพิ่มปริมาณน้ำตาลเป�น 8% โดยมีน้ำหนักแห&งของเส&นใยสูงสุด 

อย/างไรก็ตามปริมาณเบต&ากลูแคนที่ผลิตได&พบว/า ในอาหาร V8B ที่เพิ่มปริมาณน้ำตาล 4% และ

อาหาร PDB ที ่ไม/เพิ ่มปริมาณน้ำตาลจะสามารถผลิตเบต&ากลูแคนมากได&สูงสุด การทดสอบ

ประสิทธิภาพของเบต&ากลูแคนที่ได&จาก Pythium spp. และ Phytopythium spp. ในการเป�นสาร
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ปฏิชีวนะ พบว/าเบต&ากลูแคนสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย Bacillus subtilis, Ralstonia 

solanacearum และ Xanthomonas oryzae ได& ส/วนในสิ ่งมีชีว ิตคล&ายราสามารถยับยั ้งเช้ือ 

Pythium splendens และ Pythium vexans ได& อย/างไรก็ตามไม/สามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือรา 

Saccharomyces cerevisiae จากการทดสอบคุณสมบัติในการต&านอนุมูลอิสระด&วยวิธี DPPH 

radical scavenging activity assay (%) และว ิ ธี  ABTS radical scavenging activity assay (%) 

พบว/าสามารถยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระได&ตั้งแต/ความเข&มข&นต่ำสุดที่ 1 mg/ml จนถึงความเข&มข&น

สูงสุดท่ี 10 mg/ml นอกจากนี้ยังพบว/าเบต&ากลูแคนที่ได&จากเชื้อ Pythium และสกุลใกล&เคียงยังมี

คุณสมบัติในการเป�นตัวกระตุ&นชีวภาพ (elicitor) การวัดด&วย Thin-layer chromatography (TLC) 

แสดงให&เห็นว/า เบต&ากลูแคนสามารถชักนำให&เกิดการสร&างสารสโคโพเลติน ซ่ึงเป�นไฟโตอเล็กซินในต&น

กล&าทุเรียนท่ีต/อต&านการเกิดโรค (defensive compound) ได&     
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ABTRACT 

The morphological characteristics of 39 isolates of Pythium spp. and related genera 

isolated from marine, freshwater, and forest habitats in Nakhon Nayok and Kanchanaburi 

provinces were studied. The pathogenicity test was carried out to determine which 

oomycetes isolates were pathogenic and non-pathogenic strains. Eleven isolates of hypo-

virulent strain were identified by molecular techniques. The obtained strains were similar to 

Phythopythium vexans, Pythium torulosum, Phythopythium cucurbitacearum and Pythium 

declinum. Pythium acanthicum, Pythium catenulatum and unknown Phytopythium species. 

To investigate the cladistic relationships of Pythium and related genera, phylogenetic tree 

was constructed by the neighbor-joining (NJ) algorithm based on rDNA-ITS sequences, 

combining with the tree topology data reconstructed by maximum-likelihood and maximum-

parsimony algorithm. Beta-glucan quantity analysis showed that Pythium spp. and 

Phytopythium spp. contained 24-32 g/100 g dry mycelium weight compared to the control 

yeast (Saccharomyces cerevisiae) with approximately 33 g/100 g dry mycelium weight. 

Fourier Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) and nuclear magnetic resonance 

spectroscopy (NMR) analysis revealed the structure of Pythium sp. and Phytopythium sp. is 

(1,3),(1,6) beta-glucan. On three different types of medium, V8 juice broth, potato dextrose 

broth, and cornmeal broth, factors influencing the growth and beta-glucan synthesis were 

examined with 0%, 2%, 4%, and 8% sugar concentration. The isolates cultivated in media เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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containing 8% sugar produced the highest quantity of the mycelium, and the highest beta-

glucan levels were observed in V8B and PDB medium with 4% sugar and 0% sugar, 

respectively. More importantly, biological activity tests demonstrated that beta-glucan 

derived from Pythium spp. and Phytopythium spp. may inhibit the growth of various 

pathogens, including Bacillus subtilis, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas oryzae, 

Pythium splendens and Pythium vexans. The antioxidant assay revealed high antioxidant 

properties after evaluating the obtained beta-glucan with DPPH radical scavenging activity 

test (%) and ABTS radical scavenging activity assay (%), It was shown that beta-glucan from 

the lowest concentration of 1 mg/ml to the highest concentration of 10 mg/ml can inhibit 

the free radicals. Thin-layer chromatography measurement of scopoletin in durian seedlings 

also showed that beta-glucan is a promising elicitor of this defensive compound. 
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บทที่ 1 

บทนำ 

1.1  ความเป*นมาและความสำคัญของป6ญหา 

     เบต%ากลูแคนเป.นสารประกอบพอลิแซ็กคาไรด9ที่ได%จากการเชื่อมตAอกันของน้ำตาลกลูโคสหลาย

โมเลกุลซึ่งเป.นองค9ประกอบสำคัญที่พบได%ในผนังเซลล9ของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด โดยแตAละชนิดจะมี

โครงสร%างที่แตกตAางกัน เชAน ข%าวโอ%ตและข%าวบาร9เลย9 มีโครงสร%างแบบ 1,3 หรือ 1,4 beta-glucan 

เรียงเป.นเส%นตรง เห็ดและรามีโครงสร%างแกนกลางเป.น 1,3 beta-glucan และมี 1,6 beta-glucan 

สายส้ันๆ เป.นก่ิง ยีสต9มีโครงสร%างแกนกลางเป.น 1,3 beta-glucan และมี 1,6 beta-glucan สายยาว

เป.นกิ่ง แบคทีเรียโครงสร%าง 1,3 beta-glucan เรียงเป.นเส%นตรง นอกจากนี้เบต%ากลูแคนประเภท

ตAางๆ ยังมีน้ำหนักโมเลกุลที่แตกตAางกัน รวมไปถึงความสามารถในการละลายและความหนืด ทำให%

เกิดการทำงานทางสรีรวิทยาที่หลากหลาย (Gayoung et al., 2019) โดยในปkจจุบันมีการนำเบต%า

กลูแคนไปใช%ประโยชน9กันอยAางแพรAหลายตามความสามารถและคุณสมบัติบางประการที่มีความ

เฉพาะตัว เชAน ในยีสต9สุรา (Saccharomyces cerevisiae: brewer's yeast) จะมีคุณสมบัติในการ

ละลายน้ำได%ดีจึงมีการนำมาใช%อยAางกว%างขวางในอุตสาหกรรมอาหาร เชAน เป.นสารปรุงแตAงอาหาร ใสA

ในโยเกิร9ต มายองเนส ใช%เป.นตัวทดแทนไขมันเพื่อเพิ่มความหนืดและความนAารับประทาน เบต%า

กลูแคนในยีสต9ขนมปkง (Saccharomyces cerevisiae: Baker yeast) เห็ดหลินจือ (Ganoderma 

lucidum) เห็ดไมตาเกะ (Grifola frondosa) และเห็ดหอม (Lentinus edodes) ที่มีคุณสมบัติใน

การเสริมสร%างภูมิคุ%มกันสามารถกระตุ%นการสร%างสมดุล Th1 (เซลล9ประเภท T helper ที่สร%างการ

ตอบสนองทางภูมิคุ%มกันตAอปรสิตภายในรAางกาย เชAน เชื้อรา แบคทีเรีย ไวรัส และ มะเร็ง) ในมนุษย9

ได% เบต%ากลูแคนที ่ได%จากสาหรAายสีน้ำตาล (Laminaria spp.) และแบคทีเรีย (Alcaligenes 

faecalis) สามารถกระตุ%นการสร%างสมดุล Th17 (เซลล9ที่กระตุ%นให%ระบบภูมิคุ%มกันจัดการกับส่ิง

แปลกปลอมทั้งหลายที่เหลือจากการจัดการของ Th1) ในมนุษย9ได% สAวนเบต%ากลูแคนที่ได%จากยีสต9ดำ 

(Aureobasidium pullulans) ไมAสามารถกระตุ%นการสร%างสมดุล Th1 และ Th17 ในมนุษย9แตA

สามารถกระตุ%นในหนูได% ในขณะที่ในยีสต9สุรา (Saccharomyces cerevisiae: brewer's yeast) และรำ

ข%าวบาร9เลย9 (Hordeum vulgare) ไมAสามารถกระตุ%นการสร%างสมดุลใดๆ ได%เลย (วิทยา, 2559) 

     แม%วAาเบต%ากลูแคนได%มาจากแหลAงที่มาที่หลากหลายจะสAงผลตAอการใช%ประโยชน9ที่เฉพาะตัวแตA

กลับไมAพบวAาสAงผลเสียหรือผลข%างเคียงเลย จากการศึกษาการให%เบต%ากลูแคนกับหนูทดลองปริมาณ 

2000 mg ตAอน้ำหนักตัวตAอวันซึ่งมากกวAาการบริโภคปกติของมนุษย9ถึง 50 เทAาผลการทดลองพบวAา

หนูยังคงมีสุขภาพสมบูรณ9ดี ไมAพบวAาหนูนั้นแสดงอาการผิดปกติใดๆ และไมAพบสารตกค%างในตัวหนู

ทดลอง (Stier et al., 2014) นอกจากนี ้ย ังมีการทดลองในมนุษย9โดยกลุ Aมอาสาสมัคร 15 คน

รับประทานเบต%ากลูแคน 150 mg ตAอน้ำหนักตัวตAอวันเป.นเวลา 8 สัปดาห9จากนั้นหยุดเป.นเวลา 4 
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สัปดาห9 ตรวจวัดระดับไขมันในพลาสมาทุกสัปดาห9ในชAวงเริ่มต%นและในสัปดาห9ที่ 7 และ 8 ของการ

บริโภคและตรวจอีกครั ้งในสัปดาห9ที ่ 12 พบวAาผู %ทดลองมีระดับคอเลสเตอรอลลดลงและไมAพบ

ผลข%างเคียงผิดปกติใดๆ (Nicolosi et al., 1999) จึงเป.นไปได%วAาการเกิดอาการแพ% คลื่นไส% ท%องเสีย

หรือผลข%างเคียงอื ่นๆ ของผู %บริโภคบางรายนั ้น เกิดจากปkจจัยอื ่นเชAน กระบวนการผลิตที ่มี

ประสิทธิภาพต่ำทำให%เบต%ากลูแคนที่ได%ไมAบริสุทธิ์มีการเจือปนของโปรตีนและไขมันอื่นๆ ซึ่งอาจทำให%

ประสิทธิภาพของเบต%ากลูแคนลดลงและเกิดอาการแพ%ในผู%ใช%บางราย ดังนั้นในการเลือกใช%ควรมีการ

คำนึงถึงแหลAงที่มา ความบริสุทธิ์ สิ่งที่จะนำไปใช% ปริมาณที่มีประสิทธิภาพ รวมถึงขนาดของโลเลกุล

ด%วย 

     แหลAงเบต%ากลูแคนที่ได%รับความนิยมในการนำมาใช%ประโยชน9 ได%แกA ยีตส9ขนมปkง เห็ด และธัญพืช 

เชAน ข%าวบาร9เลAย9 และข%าวโอ�ต นอกจากนี้ Aronson et al. (1967) ได%ทำการศึกษาผนังเซลล9ของ

สิ่งมีชีวิตคล%ายราในกลุAม Oomycetes โดยพบวAาใน Atkinsiella dubia และ Achlya ambisexuali 

ใ น  order Saprolegniales ร ว ม ถ ึ ง  Order Peronosporales เ ช A น  Pythium spp. แ ล ะ 

Phytophthora spp. มีเบต%ากลูแคนเป.นองค9ประกอบหลักในผนังเซลล9เชAนเดียวกับเชื ้อที ่ได%มี

การศึกษามาแล%วกAอนหน%านี้ แตAเชื้อในกลุAมนี้ยังมีการศึกษาและนำมาใช%ประโยชน9คAอนข%างน%อย ใน

การศึกษาคร้ังน้ีผู%ทดลองจึงให%ความสำคัญกับเช้ือ Pythium spp. เน่ืองจากเป.นเช้ือท่ีพบได%ท่ัวไป และ

มีการเจริญเติบโตเร็ว จากรายงานถึงประโยชน9เฉพาะตัวข%างต%นที่กลAาวมาจึงทำให%มีความเป.นไปได%วAา

เบต%ากลูแคนแหลAงใหมAจากเชื้อ Pythium spp. ในกลุAม Oomycetes อาจจะเป.นอีกกลุAมหนึ่งที่มี

ศักยภาพสามารถนำไปใช%ประโยชน9และตAอยอดศึกษาในด%านตAางๆ ในอนาคตได% 

1.2 ความมุ:งหมายและวัตถุประสงค?ของการศึกษา 

      1. ศึกษาเบต%ากลูแคนแหลAงใหมAจาก Pythium spp. เพ่ือเป.นข%อมูลพ้ืนฐานในการนำไปใช%

ประโยชน9ในเชิงพาณิชย9หรืองานวิจัย 

      2. ศึกษาปริมาณ ชนิด และองค9ประกอบเคมีของเบต%ากลูแคน 

      3. ศึกษาศักยภาพคุณสมบัติในการเป.นตัวกระตุ%นชีวภาพ (biotic elicitors), การเป.นสาร

ปฏิชีวนะ (antibiotic) และการเป.นสารต%านอนุมูลอิสระ (antioxidants) 

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 

     งานวิจัยฉบับนี ้ศึกษาประสิทธิภาพของเชื ้อ Pythium spp. และสกุลใกล%เคียงในการนำมา

สกัดเบต%ากลูแคนรวมถึงการประยุกต9ใช%ในการตัวกระตุ%นชีวภาพ (biotic elicitors) การเป.นสาร

ปฏิชีวนะ (antibiotic) และการเป.นสารต%านอนุมูลอิสระ (antioxidants) 

1.4 ประโยชน?ที่คาดว:าจะไดPรับ 

     1. แหลAงของเบต%ากลูแคนท่ีได%จาก Pythium spp. รวมไปถึงสกุลใกล%เคียงเพ่ือเป.นข%อมูลพ้ืนฐาน

ในการนำไปใช%ประโยชน9ในเชิงพาณิชย9หรืองานวิจัย 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 

3 

      2. ปริมาณเบต%ากลูแคนท่ีเช้ือแตAละชนิดสามารถผลิตได% ชนิด โครงสร%างและองค9ประกอบเคมี

ของเบต%ากลูแคน 

      3. ศักยภาพคุณสมบัติในการเป.นตัวกระตุ%นชีวภาพ (biotic elicitors), การเป.นสารปฏิชีวนะ 

(antibiotic) และการเป.นสารต%านอนุมูลอิสระ (antioxidants) ท่ีสามารถนำไปพัฒนาตAอยอดพัฒนา

ทางด%านงานวิจัยท่ีสูงข้ึน รวมถึงการพัฒนาใช%ในเชิงอุตสาหกรรม 

1.5 สถานที่ดำเนินการ 

     ภาควิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช คณะเทคโนโลยีการเกษตร และศูนย9เครื่องมือวิทยาศาสตร9 คณะ

วิทยาศาสตร9 สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล%าเจ%าคุณทหารลาดกระบัง 

     สถานที่เก็บตัวอยAาง สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล%าเจ%าคุณทหารลาดกระบัง วิทยาเขตชุมพร-

เขตรอุดมศักด์ิ จังหวัดชุมพร อุทยานแหAงชาติเขาใหญAพื้นที่เขตน้ำตกนางรอง น้ำตกสาลิกา น้ำตกวัง

ตะไคร% แมAน้ำนครนายก จังหวัดนครนายก อุทยานแหAงชาติเอราวัณพื้นที่น้ำตกเอราวัณ อุทยาน

แหAงชาติไทรโยคพื้นท่ีน้ำตกไทรโยคใหญA น้ำตกไทรโยคน%อย และพื ้นที ่แมAน้ำแควน%อย จังหวัด

กาญจนบุรี 

     สิงหาคม 2563 - สิงหาคม 2566 
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บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข8อง 
2.1 ประวัติความเป0นมาของการศึกษาเบต:ากลูแคน 
      เบต%ากลูแคนแม%จะมีการวิจัยเกือบ 150 ป� แตAกลไกการออกฤทธิ์ที่แนAนอนยังไมAสามารถระบุได%

ชัดเจนโดยเริ่มมีการศึกษาและนำมาใช%ในศตวรรษที่ 18 ในป�คศ. 1940 หรือมากกวAา 70 ป�มาแล%ว  

โดย Louis Pillemer นักวิทยาศาสตร9ชาวฝรั่งเศสที่มีการนำผนังเซลล9ของยีสต9มาใช%รักษาโรคติดเช้ือ  

โดยการผสมตัวยา (Crude Mixture) ซึ่งมีสAวนประกอบประเภท โปรตีน ไขมัน และแป�ง โดยเรียกตัว

ยาผสมน้ีวAา ไซโมซาน (Zymosan) ได%ถูกนำมาใช%เป.นยาอยAางแพรAหลายท่ัวยุโรป ตAอมา Nicholas Di-

Luzio  ได%ทำการวิจัยขยายผลจนพบวAาสารซึ่งมีคุณสมบัติกระตุ%นภูมิต%านทานในยา Zymosan คือ 

beta 1,3-D-glucan และมีการใช%อยAางแพรAหลายทั่วโลกโดยจะมีการใช%มากในทางการแพทย9ในการ

กระตุ%นภูมิคุ%มกัน (ตารางที่ 2.1) ใช%ในการรักษาผู%ป�วยโรคมะเร็ง เชAน ในป� ค.ศ.1975 Peter Mansell 

ได%เขียนผลการศึกษาลงในวารสารสถาบันมะเร็งแหAงชาติสหรัฐอเมริกา โดยอธิบายถึงการฉีด beta 

1,3-D-glucan เข%าไปในก%อนเนื้องอกมะเร็งผิวหนัง (Melanoma) ของคนไข% 9 คน พบวAามะเร็งก%อน

เล็กๆ จะหายไปอยAางสมบูรณ9ในขณะท่ีมะเร็งขนาดใหญAมีการหดเล็กลงอยAางรวดเร็วภายในเวลา 5 วัน 

รวมไปถึงใช%ฉีดให%ผู%ป�วยเพื่อลดขนาดแผลผAาตัด เชAน การศึกษาในยุคกลางทศวรรษ 1980 ที่ได%มีการ

ทดลองฉีดเบต%ากลูแคนโดยตรงเข%าไปที่แผลที่ผAาตัดรักษามะเร็งเต%านม (รAวมกับการรักษาด%วยวิธีการ

ฉายแสง) ผลที่ได%คือ แผลที่ได%รับการผAาตัดหายสนิท และยังพบวAาเบต%ากลูแคนสามารถปกป�องการรับ

รังสีได%ของผู%ป�วยได% และในป� ค.ศ. 1987 William Browder ได%ทำการศึกษากับคนไข%จำนวน 21 ราย 

ที่มีแผลจากการผAาตัด โดยการฉีดเบต%ากลูแคนทุกวันเป.นเวลา 1 สัปดาห9 พบวAาการติดเชื้อของผู%ป�วย

กลุAมนี้ลดลงอยAางมากมีเพียง 9.5% เทAานั้นที่พบการติดเช้ือ เมื่อเปรียบเทียบกับผู%ป�วยที่ไมAได%รับเบต%า

กลูแคนมีประมาณมากถึง 49% ท่ีพบการติดเช้ือ นอกจากน้ีในป� ค.ศ. 1989 Phil Wyde ยังพบวAาการ

ให%เบต%ากลูแคนกับผู%ป�วยโดยการกินนั้นมีประสิทธิภาพสูงเทียบเทAากับการให%เบต%ากลูแคนด%วยวิธีการ

ฉีดอีกด%วย (สมศักด์ิ, 2553) 
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ตารางท่ี 2.1 ประวัติการกระตุ%นภูมิคุ%มกันของเบต%ากลูแคน 

ท่ีมา: Novak and Vetvicka (2008) 

 

2.2 แหลBงท่ีมาและโครงสร:างของเบต:ากลูแคน 

      เบต%ากลูแคนเป.นสารที่มีแหลAงที่มาจากธรรมชาติซึ่งสกัดได%จากผนังเซลล9สิ่งมีชีวิต เชAน ยีสต9ท่ี

น ิยมนำมาใช%ได %แกA ย ีสต 9ขนมปkง (S. cerevisiae: baker yeast) และยีสต9ส ุรา (S. cerevisiae: 

brewer's yeast) ซึ่งเป.นของเหลือที่ได%จากอุตสาหกรรม เห็ดตAางๆ เชAน เห็ดหลินจือ (Ganoderma 

lucidum) เห็ดไมตาเกะ (Grifola frondosa) และเห็ดหอม (Lentinula edodes) สาหรAายทะเล 

(Laminaria spp.) แบคทีเรีย เชื้อรา ผัก สมุนไพรตAางๆ  ธัญพืชโดยเฉพาะข%าวบาร9เลย9 และข%าวโอ�ต 

ซ่ึงนิยมนำมาใช% เนื่องจากผลิตได%มาก หาได%ทั่วไป และยังมีปริมาณเบต%ากลูแคนสูงถึง 2-11% และ 2-

7.5% ตามลำดับ โดยเบต%ากลูแคนเป.นชื่อทางเคมีของโพลีเมอร9ที่อยูAในกลุAมของสารประกอบ เป.น

น้ำตาลกลูโคสเชิงเดี่ยว มีโมเลกุลเป.นรูปวงแหวนเรียงตAอกันเป.นเส%นตรงยาว ซึ่งการเรียงจะแตกตAาง

กันตามตำแหนAงของพันธะไกลโคซิดิก โดยโครงสร%างของเบต%ากลูแคนที่พบจากแหลAงตAางๆ มีความ

แตกตAางกัน (ภาพที่ 2.1) เชAน เบต%ากลูแคนจากธัญพืชมีโครงสร%างเรียกวAา beta (1,3)(1,4)-D-glucan 

เป.นเส%นตรงไมAมีกิ่งเกิดจากการเชื่อมตAอกันระหวAางพันธะ beta 1,4 glycosidic (ประมาณร%อยละ70) 

และ beta 1,3 glycosidic (ประมาณร%อยละ30) สำหรับยีสต9เรียกวAา beta (1,3)(1,6)-D-glucan มี

โครงสร%าง beta 1,3-D-glucan เป.นโครงสร%างหลักและมีพันธะ beta 1,6 glycosidic ที่เชื่อมตAอกับ

โครงสร%างหลักแยกออกไปเป.นแขนง ซึ่งโครงสร%างเบต%ากลูแคนจากยีสต9จะแตกตAางจากรา และเห็ด

เนื่องจากมีสายแขนงที่ยาวกวAา สำหรับเบต%ากลูแคนจากแบคทีเรียจะมีลักษณะเป.นเส%นตรง ไมAมีแขนง

เรียกวAา curdlan เป.นการเช่ือมตAอกันของ beta 1,3 D glucan (Volman et al., 2008)  

History of immunomodulators 
1865 T. Bilroth: endotoxin (LPS) 
1894 W. B. Coley: erysipel toxins, B. prodigiosus 
1936 J. Freund: mykobukJ J. Freund: mycobacterial adjuvants (BCG) 
1941 L. Pillemer: zymosan 
1943 M. J. Shear: polysaccharides from S. marcescens 
1963 R. Prevot, B. Halpern, G. Biozzi: Corynebacterium parvum 
1964-1971 A. White, A. Goldtein, J.F. Bach et al.: thyme 
1967 H. Okamoto: picibanil (OK-432) 
1968 N. DiLuzio: yeast glucan 
1969 G. Chihara: lentinan 
1967 W. Braun: double-stranded polynucleotides 
1970 N. Najjar: tuftsin 
1971 G. Renoux: levamisol 
1975 E. Lederer, L. Chedid: MDP 
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ภาพท่ี 2.1 องค9ประกอบเคมีของเบต%ากลูแคน 

ท่ีมา: Du et al., (2019) 

 

2.3 การสกัดเบต:ากลูแคน  

     วิธีการทั่วไปที่ใช%ในการสกัดเบต%ากลูแคน ได%แกA การสกัดด%วยน้ำร%อน (hot water extraction) 

สกัดด%วยอัลคาไลน9 (alkali extraction) สกัดด%วยเอนไซม9 (enzyme extraction) สกัดด%วยกรด 

(acidic extraction) และวิธ ีการสกัดอื ่นๆ เชAน สกัดด%วยอัลตร%าซาวด9หรือคลื ่นไมโครเวฟ  

(ultrasound, microwave) โดยพบวAาน้ำร%อนเป.นวิธีการสกัดที่ดีที่สุดในการสกัดเบต%ากลูแคนท่ี

สามารถละลายน้ำได% สAวนเบต%ากลูแคนท่ีไมAละลายน้ำน้ันสามารถสกัดได%โดยการสกัดอัลคาไลน9จากน้ัน

แยกโดยการหมุนเหวี่ยงหรือการตกตะกอนด%วย ethanol, 2-propanol และ ammonium sulfate 

การสกัดเบต%ากลูแคนจากธัญพืชสAวนใหญAขึ้นอยูAกับการแยกโปรตีน และหลังจากละลายเบต%ากลูแคน

ในน้ำร%อน และสารละลายอัลคาไลน9โปรตีนที ่ละลายจะถูกแยกออกโดยการตกตะกอนแบบ 

isoelectric precipitation และแป�งที่เหลือจะถูกแยกโดยการตกตะกอนซ้ำๆ และการนำมายAอยด%วย

เอนไซม9จะทำให%เบต%ากลูแคนมีความบริสุทธิ์ได%ถึง 99% (Bai et al., 2019) โดยปริมาณเบต%ากลูแคน

ที่สกัดได%นอกจากขึ้นอยูAกับวิธีการที่สกัดแล%วยังขึ้นอยูAกับ แหลAงที่มา อุณหภูมิและคAา pH อีกด%วย 

(Temelli, 1997) 
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2.4 ความสามารถในการใช:ประโยชนNทางด:านตBางๆ  

     2.4.1 ประโยชนNทางด:านการแพทยN  

             มีการศึกษาและทดลองใช%เบต%ากลูแคนมายาวนานมากกวAา 50 ป� และในปkจจุบันมีงานวิจัย

มากกวAา 6,000 ฉบับที่ทำการศึกษาเบต%ากลูแคนในด%านการแพทย9 โดยใช%เป.นตัวตอบสนองทาง

ชีวภาพ (biological response modifiers) ในการกระตุ%นระบบภูมิคุ%มกันของมนุษย9 (Vannucci et 

al., 2013) ในด%านการรักษาในผู%ป�วยโดยตรงรวมไปถึงได%มีการวิจัยเพิ่มเติมวAาเบต%ากลูแคนสามารถ

กระตุ%นการทำงานของยาหลายชนิดให%มีประสิทธิภาพมากขึ้น เชAน ยาปฏิชีวนะ หรือยาสำหรับผู%ป�วย

เบาหวานได%อีกด%วย การนำไปใช%รAวมกับยาหรือการบําบัดตAางๆ เชAน ฉายรังสี หรือเคมีบําบัดได%พร%อมๆ 

กันได% โดยมีงานวิจัยที่ทำการศึกษาเบต%ากลูแคนทางด%านการแพทย9ไว%หลายฉบับที่นAาสนใจ เชAน 

Kirmaz et al., (2005) ได%ทำการศึกษาที่นAาสนใจโดยใช% beta 1,3-D-glucan ในการรักษาผู%ป�วยโรค

จมูกอักเสบจากภูมิแพ% ผลการศึกษาพบวAาระดับของ IL-4 และ IL-5 ซึ่งเป.นเซลล9ที่รับผิดชอบตAอการ

ตอบสนองตAอการอักเสบจากภูมิแพ%ลดลง จึงสรุปได%วAา beta 1,3-D-glucan อาจมีสAวนชAวยในการ

รักษาผู%ป�วยโรคจมูกอักเสบจากภูมิแพ% และการศึกษาของ Tondolo et al. (2017) ที่ได%ทำการสกัด 

beta (1,3)(1,6) D glucan จาก Pythium insidiosum ซ่ึงกAอให%เกิดโรค Pythiosis ในม%า สุนัข และ

มนุษย9 การศึกษานี้เป.นครั้งแรกในการประเมินปริมาณ glucan และกิจกรรมทางชีววิทยาของ P. 

insidiosum โดยได%ปริมาณเบต%ากลูแคนของ P. insidiosum จากน้ำหนักเส%นใยแห%งเทAากับ 19.24 ± 

3.57% (% w/w, mean ± SD) เมื ่อเปรียบเทียบกับ P. aphanidermatum โดยพบวAาได%เบต%า

กลูแคนทั้งหมด 22.18% ซึ่งจากการอ%างอิงของสป�ชีส9ที ่คล%ายคลึงกันมีปริมาณเบต%ากลูแคนอยูAท่ี 

20.81 ถึง 28.85% โดยสารสกัดเบต%ากลูแคนที่ได%สามารถสAงเสริมการแพรAกระจายของเซลล9เม็ดเลือด

ขาวของม%าอยAางมีนัยสำคัญ ในการเพาะเลี้ยงเซลล9ของมนุษย9 ม%าและหนูได%รับการฉีดวัคซีนใต%ผิวหนัง

ด%วยเบต%ากลูแคนพบวAา IL-2, IL-6 , IL-10, TNF-α และ IL- 17A  เพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกับหนูที่ไมAได%รับ

การฉีดวัคซีน ผลลัพธ9เหลAานี้ชี้ให%เห็นวAาสารสกัดเบต%ากลูแคนกAอให%เกิดการตอบสนองภูมิคุ%มกันของ

เซลล9 Th17 อยAางมีนัยสำคัญและเฉพาะเจาะจง ซึ ่งเป.นพื ้นฐานทางทฤษฎีสำหรับการทดลอง

การศึกษาในอนาคตมีจุดมุAงหมายเพื่อทำให%เบต%ากลูแคนบริสุทธิ์สร%างบทบาทในกระบวนการติดเช้ือ

และศักยภาพในการรักษาด%วยภูมิคุ%มกันเป.นสิ่งจำเป.นและจะชAวยให%เข%าใจถึงฤทธิ์ทางชีวภาพและ

คุณสมบัติในการรักษาของเบต%ากลูแคนในการรักษาโรค Pythiosis และการติดเชื้อราอื่นๆ ได% EFSA 

Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies (NDA) (2009) ทั้งน้ีคณะกรรมการผลิตภัณฑ9

อาหารโภชนาการและโรคภูมิแพ% ได%กลAาวถึงประสิทธิภาพของเบต%ากลูแคนในข%าวบาร9เลAย9 รำข%าวบาร9เลAย9 

ข%าวโอ�ต และรำข%าวโอ�ตวAาสามารถชAวยในการรักษาระดับความเข%มข%นของคอเลสเตอรอลในกระแส

เลือด และชAวยรักษาน้ำหนักตัวให%เป.นปกติ นอกจากนี้ยังพบวAาการบริโภคเบต%ากลูแคนในปริมาณท่ี

มากกวAา 3 g ตAอวัน ยังสามารถชAวยลดระดับคอเลสเตอรอลในกระแสเลือดให%อยูAในระดับท่ีเป.นปกติได%

อีกด%วย นอกจากนี้วารสาร Better Way Health (2018) ได%ทำการสัมภาษณ9 Dr. Vaclav Vetvicka 

ซึ่งกลAาวถึงปริมาณเบต%ากลูแคนที่เพียงพอในการบริโภคตAอวัน โดยทั่วไปผู%มีสุขภาพปกติที่ต%องการได%
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เบต%ากลูแคนเสริมภูมิคุ %มกันควรรับประทานที่ 100 mg ตAอวัน สำหรับผู %ป�วยโรคร%ายแรง เชAน 

เบาหวานเรื้อรังหรือมะเร็งควรรับประทานที่ 500-1,000 mg ตAอวัน ทั้งนี้องค9กรอาหารและยา (FDA: 

U.S. Food and Drug Administration, HHS. 2008) แหAงสหรัฐอเมริกายังได%จัดให%เบต%ากลูแคนเป.น

อาหารเสริมที่ปลอดภัย (GRAS: Generally Regcosnized as SAFE) สามารถใช%เป.นสAวนประกอบใน

อาหารและบริโภคได%โดยตรง และยังมีการใช%เบต%ากลูแคนเป.นอาหารเสริมชAวยกระตุ%นเซลล9ในด%าน

ตAางๆ ทั้งการสร%างเส%นใยที่ทำหน%าที่ผลิตสารสำคัญที่จำเป.นตAอผิวไมAวAาจะเป.นคอลลาเจน อีลาสติน 

รวมทั้งกรดไฮยาลูโรนิก ทำให%ผิวหนังยืดหยุAน กระชับ การประยุกต9ใช%ในด%านเครื่องสำอาง พบวAามี

แนวโน%มเป.นสารออกฤทธิ์ในกิจกรรมการต%านริ้วรอย ตAอต%านแสงอัลตราไวโอเลต รักษาแผล มีฤทธ์ิ

ต%านอนุมูลอิสระ และเพิ่มความชุAมชื้นซึมซาบสูAผิวหนังได%ดี (Du et al., 2014) ด%วยสรรพคุณดังกลAาว

ทำเบต%ากลูแคนมีแนวโน%มวAาจะมีการศึกษา และพัฒนาเพ่ิมมากข้ึนตAอไปในอนาคต 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.2 กลไกและกิจกรรมของเบต%ากลูแคนท่ีจำแนกจากแหลAงตAางๆ A: จากธัญพืช B: จาก

จุลินทรีย9 ท่ีมา: Murphy et al. (2021)  

 

 

 

A 

B 
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     2.4.2 ประโยชนNทางด:านอุตสาหกรรม 

             เบต%ากลูแคนมีการนำมาใช%ประโยชน9ในอุตสาหกรรมอยAางหลากหลาย (ตารางที่ 2.2) ท้ัง

อุตสาหกรรมอาหาร อาหารสัตว9 การแพทย9 เครื่องสำอาง และผลิตภัณฑ9เพื่อสุขภาพอื่นๆ เชAน ใน

อุตสาหกรรมอาหารมีการใช%เบต%ากลูแคนสำหรับทำเจล เพิ ่มเนื ้อสัมผัสและเพิ ่มความหนืดใน

สารละลายนำไปสูAการผลิตอาหารที่มีไขมันต่ำพร%อมคุณสมบัติของเนื้อสัมผัสที่ดีขึ้น (Du et al., 2019) 

ใช%เป.นแหลAงของเส%นใยอาหารในผลิตภัณฑ9เครื่องดื่ม ใช%เป.นผลิตภัณฑ9เลียนแบบไขมันเพื่อพัฒนา

ผลิตภัณฑ9อาหารที่ลดแคลอรี่ ใช%เป.นวัตถุเจือปนอาหารในผลิตภัณฑ9เชAน โยเกิร9ต น้ำสลัด ของหวาน

แชAแข็ง การทำเป.นผลิตภัณฑ9นม ชีส ไอศกรีม และเนยแข็งไขมันต่ำ นำมาผสมกับแป�งสำหรับการ

เตรียมขนมปkงเพื่อเพิ่มความนุAม เป.นสAวนผสมในการทำไส%กรอก ใช%เป.นวัสดุป¬ดแผลในอุตสาหกรรมยา 

ใช%เป.นสAวนผสมในผลิตภัณฑ9บำรุงผิวและเพิ่มความชุAมชื้นผิวในอุตสาหกรรมเครื่องสำอาง รวมถึงใช%

ผสมอาหารสัตว9ในอุตสาหกรรมอาหารสัตว9 (Ahmad et al., 2012) 

 

ตารางท่ี 2.2 การใช%งานในอุตสาหกรรมของเบต%ากลูแคน 

Applications Products Functionality 
Foods Prebiotic sausage formulation 

with beta-glucan 
Noticeable effect on physical and 
sensory properties 

 Gluten-free bread with beta-
glucan 

Acceptable results of sensory 
analysis 

 Dairy products with beta-glucan Calorie-reduced and cholesterol-
lowering 

 Yogurts with beta-glucan Faster proteolysis, lower release of 
large peptides and a higher 
proportion of free amino acids 

 Extruded ready-to-eat snacks  Manipulate the glycemic response 
 Beverage containing Beta-glucan Control food intake and reduce 24 h 

energy intake 
 Cakes containing beta-glucan Good quality attributes 
 Used in food products As a thickening, water-holding, or oil-

binding agent and emulsifying 
stabilizer 

Feeds Animal feed additive Enhance immunity and as a 
potential antitumor agent 

 Fish feed additive Increase the number of specific 
antibody secreting cells and specific 
Ig levels in serum 

Medicines Wound dressing material Larger inner cavity diameter 
 Transparent wound dressing sheet Therapeutic efficacies comparable or 

superior to a commercial wound 
dressing 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ท่ีมา: Zhu et al. (2016)  

 

 

 

 

 

 Curing partial-thickness burns Decrease post injury pain 
 Curing burn-induced remote 

organ injury 
Be effective against burn-induced 
oxidative tissue damage 

 Poly-membranes containing beta 
-glucan 

Accelerated wound healing effects 

 A bone-substituting material Easy manipulation and good 
adaptation to the shape and 
dimensions of even large bone 
defects 

 Vaccine delivery platform Can be exploited for vaccine 
development 

Cosmetics Film-forming moisturizer Efficacy for reducing fine-lines and 
wrinkles 

 Skin and dermatological 

compositions 

Moisturization of skin or mucosa and 
anti-aging and revitalizing effect on 
the skin 

 Cosmetic product Defer skin aging, impart skin 
whitening effect and cure skin 
damage effectively 

 Cosmetic product Treat collagen loss in aging skin 
 Cosmetic formulation containing 

CM beta-glucan 
With good spread ability and skin 
smoothing effect 

 Emulsion containing CM beta-
glucan 

Improve skin condition 

 Cosmetic product containing 
yeast beta-glucan 

Enhance ulcer healing and increase 
epithelia hyperplasia 

 Eye drops with mushroom beta-
glucan 

Great moisture retention 

Other 
health  

Materials for health foods Useful 

products Personal care compositions 
containing beta-glucan 

Hair care actives 

 Novel prebiotics Health-promoting property 
 Natraceutical product containing 

beta-glucan 
Useful 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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     2.4.3 ประโยชนNทางด:านการเกษตร 

             การนำเบต%ากลูแคนมาใช%ประโยชน9ทางด%านการเกษตรในปkจจุบันยังไมAแพรAหลายมากนัก 

เน่ืองจากเบต%ากลูแคนเป.นพอลิแซ็กคาไรด9ท่ีมีอยูAแล%วในผนังเซลล9ของพืช และจุลินทรีย9บางชนิด ทำให%

ไมAมีบทบาทโดยตรงตAอการเข%าทำลายจุลินทรีย9กAอโรค แตAสามารถเป.นตัวกระตุ%นความต%านทาน และ

กระตุ%นการตอบสนองการป�องกันตAอจุลินทรีย9โรคพืช ซึ่งสามารถรับรู%ได%โดยตัวรับการจดจำรูปแบบ 

(pattern recognition receptors: PRRs) ในเซลล9พืช และกระตุ%นการตอบสนองตAอการป�องกันตAอ

เชื้อโรคได%ทั้งการแสดงออกโดยกลไกป�องกันตัวเองของรAางกายเมื่อถูกเชื้อสาเหตุโรคเข%ารุกรานโดย

การสร%าง Reactive oxygen species (ROS) ขึ้นมา เรียกปรากฏการณ9นี้วAา oxidative burst การ

สร%าง phytoalexin และการแสดงออกระดับยีน (PR gene) ดังนั้นหากมีการศึกษาถึงกลไก และ

ประโยชน9ที่แท%จริงอาจทำให%เบต%ากลูแคนเป.นหนึ่งในสารที่มีศักยภาพมาใช%ในทางโรคพืช (Fesel and 

Zuccaro, 2016) เชAน งานวิจัยของ Sun et al. (2019) ที่ได%ทำการศึกษา beta 1,3-D-glucan จาก

ผนังเซลล9ยีสต9 Saccharomyces cerevisiae เพื่อตรวจสอบผลของการลดการสลายตัวหลังการเก็บ

เกี่ยวของผลแพร9ที่เกิดจากการขยายตัวของ Penicillium expansum ผลการศึกษาแสดงให%เห็นวAา 

beta 1,3-D-Glucan สามารถกระตุ%นให%เกิดความต%านทานโรคตAอเชื้อ P. expansum ในบาดแผลท่ี

ลูกแพร9ได%นอกจากนี้ยังพบวAา beta 1,3-D-glucan ควบคุมการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข%องกับการ

ป�องกันตนเองได%แกA PR1, GLU, endoGLU9, CHI4, endoCHI, PR4, PR5, CHI3 และ PAL ได%อยAาง

ชัดเจน ซึ่งเป.นรายงานฉบับแรกที่ beta 1,3-D-glucan สามารถกระตุ%นให%เกิดความต%านทานโรคใน

ผลไม%หลังการเก็บเกี่ยวได% การค%นพบนี้ชี้ให%เห็นวAาการใช% beta 1,3-D-glucan อาจเป.นวิธีการหนึ่งที่มี

ประสิทธิภาพในการลดการเนAาของเชื้อราของผลไม%หลังการเก็บเกี่ยวได% และงานวิจัยของ Anusuya 

and Sathiyabama (2015) ท่ีได%มีการทดลองเพื่อตรวจสอบผลของอนุภาคนาโนสารสกัดเบต%ากลูแคน 

(nano-biopolymer) ในการป�องกันโรคเนAาของขมิ้นที่เกิดจากเชื้อ Pythium aphanidermatum โดย

การฉีดพAนทางใบเพื่อเสริมกลไกการป�องกันของพืช พบวAาอนุภาคนาโนจากสารสกัดเบต%ากลูแคน (GNPs) 

ชAวยลดการเนAาของเหง%าขมิ้นได% โดยให%การปกป�องถึง 77% มีการแสดงออกทางสรีระวิทยาโดยการ

เพิ ่มขึ ้นของกิจกรรมของเอนไซม9ป�องกันตนเอง เชAน peroxidases (E.C.1.11.1.7), polyphenol 

oxidases (E.C.1.14.18.1), protease inhibitors (E.C.3.4.21.1) แ ล ะ  beta 1,3 glucanases 

(E.C.3.2.1.39) ผลลัพธ9เหลAานี้แสดงให%เห็นวAา กิจกรรมที่เพิ่มขึ้นของเอนไซม9ป�องกันในพืชขมิ้นที่ใช% 

GNPs อาจมีบทบาทในการจำกัดการการเกิดอาการของโรค และ GNPs สามารถใช%เป.นตัวกระตุ%นการ

ด้ือยาท่ีมีประสิทธิภาพในขม้ินเพ่ือควบคุมโรคโคนเนAาของเหง%าได% 
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ภาพท่ี 2.3 การรับรู%และถAายทอดสัญญาณเบต%ากลูแคนของพืช  

ท่ีมา: Fesel and Zuccaro (2016) 
 

2.5 วิวัฒนาการและการจัดกลุBม Oomycetes (Phylogeny and classification) 

     การจัดหมวดหมูAของ Oomycete ในอดีตถูกจัดให%อยูAรวมกับราใน Division Eumycota, Subdivision 

Mastigimycotina, Class Oomycetes, Order Peronosporales, Family Pythiaceae (วิจัย, 2551) 

ปkจจุบันมีการจัดให%อยูAในอาณาจักร Chromista หรือ Straminipila (=stramenopiles) แตกยAอยเป.น 

Subphylum Oomycota และมีช่ือคลาสวAา Oomycetes (Schroeder et al., 2013) ซ่ึงเช้ือจุลินทรีย9ใน

คลาสดังกลAาวมีความคล%ายคลึงกับเชื้อราที่แท%จริง (true fungi) โดยลักษณะทางชีวเคมีและเซลล9วิทยา

ที่แยกความแตกตAางของ Oomycetes จากเชื้อราที่แท%จริงในอาณาจักร Fungi คือ (1) เซลลูโลสเป.น

สAวนประกอบหลักของผนังเส%นใย (2) cytoplasmic dense body/fingerprint vacuoles (DBV/FP) ท่ี

ประกอบด%วย phosphorylated Beta 1,3 mycolaminarin glucans; (3) thalli เป.นแบบ diploid ใน 

meiosis กAอนการสร%าง gamete (4) มี mitochondria และ tubular cristae (5) การใช%ประโยชน9จาก 

the α-ε-diaminopimelic acid และ lysine synthetic pathway (Beakes, 2012) 

 

2.6 ส่ิงมีชีวิตคล:ายราในสกุล Pythium spp. 

     Pythium spp. ไมAใชAรา แตAเป.นสกุลของสิ่งมีชีวิตคล%ายราหรือ Fungal like organism ที่อยูAใน

คลาส Oomycetes หรือ Peronosporomycetes โดยท่ีสามารถเรียกได%ท้ัง 2 แบบ ข้ึนอยูAกับรูปแบบ

ของผู%วิจัยนั้นๆ (Schroeder et al., 2013) โดยสามารถจัดหมวดหมูAทางอนุกรมวิธาน (Taxonomy) 

ได%ดังน้ี 

        Kingdom: Chromista 

             Phylum: Oomycota 

                   Class: Oomycetes 

                           Order: Pythiales 

                                 Family: Pythiaceae 
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                                       Genus: Pythium 

ท่ีมา (Kirk et al., 2008; Uzuhashi et al., 2010) 

      Pythium spp. เป.นเชื้อสกุลหนึ่งที่มีความสำคัญมากทางเศรษฐกิจในด%านการเกษตรซึ่งเป.น

ปkญหาตAอเกษตรกรทั้งกAอให%เกิดโรคในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวและใบเลี้ยงคูA ตลอดจนสร%างความเสียหาย

ร%ายแรงในแปลงธัญพืช หญ%าสนามหญ%าซึ่งสAวนใหญAนำไปสูAการเนAาของเมล็ดกAอนและหลังการงอก ต%น

กล%า ผลไม% ราก และลำต%น โดย สามารถพบได%บAอยในเขตร%อนถึงเขตหนาว แตAในบางสป�ชีส9 มี

คุณสมบัติในการควบคุมโรคพืชจากเชื ้อราอื ่นๆ เชAน การพัฒนา Pythium oligandrum เป.น

ผลิตภัณฑ9สำหรับเป.น seed dressing, overhead spraying และ soil drenches นอกจากน้ี 

Pythium spp. บางสป�ชีส9ยังเป.นเชื้อรากAอโรคในแมลง (entomopathogenic) และสามารถใช%เป.น

สารควบคุมทางชีวภาพ (biological control agent) ของยุงและแมลงท่ีเป.นอันตรายอ่ืนๆ ได% บางสป�

ชีส9นอกจากทำความเสียหายให%กับพืชแล%วยังมีความสามารถกAอโรคในปลา สาหรAายสีแดงในทะเล และ

สัตว9เลี้ยงลูกด%วยนมรวมทั้งมนุษย9ด%วย ทำให%เกิดโรค Pythiosis ในทางกลับกันบางชนิดสามารถผลิต

สารประกอบที่มีคุณคAาสำหรับอุตสาหกรรมยาและอาหาร เชAน polyunsaturated fatty acids, 

arachidonic acid และ cicospentaenoic acid, synthesize biotin, folic acid, pantothenic 

acid, riboflavin, thiamine และ vitamin C เป.นต%น และมีความสามารถในการเปลี่ยน sterol เป.น 

cholesterol, ergosterol และ sitosterol ในขณะที่การผลิต hydrolytic enzyme จำนวนมาก 

เชAน pectinase, amylase และ cellulase อาจพบการใช%ในอุตสาหกรรมเชAนในการยAอยสลายของ

เสียจากพืชสำหรับการหมักเพ่ือผลิตเช้ือเพลิงชีวภาพ (Ho, 2018) 

      Pythium spp. เป.นเช้ือท่ีพบได%ท่ัวไปในประเทศไทยสAวนใหญAเป.นพวกท่ีอาศัยในดินกAอให%เกิดโรค

เนAาคอดินของต%นกล%าพืช โรคโคนเนAา และรากเนAาของพืชตระกูลหญ%าบางชนิด จัดเป.น saprobe 

อาศัยในน้ำ และบางพวกจัดเป.นปรสิตแบบชั่วคราวของพืช และสัตว9ตัวเล็กๆ บางชนิด สำหรับการ

แบAงสป�ชีส9ของ Pythium ตามการแบAงของ (waterhouse, 1968) จะดูจากอุณหภูมิสูงสุดที่เช้ือ

สามารถเจริญได% จำนวน และการเกาะติดของ antheridium บน oogonium การใช%ขนาด และ

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ sporangium รูปรAาง ขนาด และการมีหรือไมAมีหนามที่ผนังเซลล9ของ 

oogonium ผนังเซลล9และการเกิดของ oospore ใน plerotic หรือ aplerotic เป.นต%น การดูลักษณะ

ทางสัณฐานนั้นเป.นพื้นฐานในการจัดจำแนกเชื้อมามากกวAา 50 ป� ปkจจุบันได%มีการพยายามศึกษา

เพิ่มเติมโดยใช%เทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุลตAางๆ เพื่อเข%ามาชAวยในการศึกษาวิวัฒนาการของสป�

ชีส9ตAางๆ เพ่ือให%ถูกต%อง และแมAนยำมากข้ึน (Ho, 2018) 

     ปkจจุบันการจัดหมวดหมูAอนุกรมวิธานของ Pythium spp. เชAน การจัดหมวดหมูAโดยการแบAงเป.น 11 

clade (A-K) ตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา และอณูชีวะวิทยา อ%างอิงจาก Levesque and De Cock 

(2004) นอกจากการแบAง clade ข%างต%น Uzuhashi et al. (2010) ยังได%มีการเปล่ียนช่ือใหมAตามรูปแบบ 
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sporangium เพ ิ ่มเต ิมเป .น 4 สก ุลใหมA  ได %แกA  Ovatisporangium, Globisporangium, 

Elongisporangium และ Pilasporangium หนึ่งใน clade ที่มีการจัดกลุAม และตั้งชื่อสกุลใหมAซ่ึง

จัดเป.นสกุล Phytopythium เป.นกลุAมสิ่งมีชีวิตที่ได%รับการรายงานกAอนหน%านี้จัดอยูAสกุล Pythium 

ตAอมาพบวAานอกจาก Pythium spp. เชื้อในสกุลนี้มีความเกี่ยวข%องนี้ใกล%ชิดกับสกุล Phytophthora 

จึงได%มีการจัดหมวดหมูAใหมAโดยการรวบรวมไว%ใน clade K (Tkaczyk, 2020) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2.4 แผนภูมิวิวัฒนาการของ สกุล Pythium spp. ท้ัง 11 clade วิเคราะห9จากตำแหนAงยีน 

ITS (1 และ 2) และ 5.8S ของ nuclear rDNA ตัวเลขภายในแผนผังแสดงคAา bootstrap 

support การทำซ้ำ 100 คร้ัง โดยใช%ลำดับนิวคลิโอไทด9ของ Phytophthora spp. แสดง

เป.น outgroup  

ท่ีมา: จาก Levesque and De Cock (2004) 
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      งานวิจัยที่เกี่ยวกับเบต%ากลูแคนใน Pythium หรือสกุลใกล%เคียงในปkจจุบัน ได%กลAาวไปกAอนหน%าน้ี 

ตัวอยAางเชAนการสกัดเบต%ากลูแคนเพื่อใช%ทางด%านการแพทย9 เชAน งานวิจัยของ Tondolo et al. 

(2017) ในการศึกษา Pythium insidiosum ถึงศักยภาพการกระตุ%นการสร%างเซลล9 Th1/Th17 เพ่ือ

ตอบสนองภูมิคุ%มกันและกระบวนการติดเชื้อ ในการรักษาโรค pythiosis และการติดเชื้อราอื่นๆ ผลท่ี

เห็นได%ชัดนี้ สAงผลให%ในป� 2020 โดย Tondolo et al. (2020) ได%พัฒนาเบต%ากลูแคนดังกลAาวออกมา

ในรูปวัคซีน PitiumVac® และมีการทดลองใช%ในหนูพบวAาวัคซีนชAวยเสริมการตอบสนอง Th1/Th17 

ได%ดี เมื่อเปรียบเทียบกับหนูที่ได%ได%ฉีดวัคซีน ทางด%านการเกษตร เชAน งานวิจัยของ Anusuya and 

Sathiyabama (2015) ในการสกัดเบต%ากลูแคนจาก Pythium aphanidermatum และพัฒนาเป.น

อนุภาคนาโนเพื่อป�องกันโรคเนAาของขมิ้นที่เกิดจากเชื้อ Pythium aphanidermatum ซึ่งนอกจาก

ป�องกันโรคเนAา ยังสAงผลตAอการเจริญเติบโตของพืชที่เพิ่มขึ้นในสภาพแปลงปลูก ซึ่งจะเห็นได%วAาแม%จะมี

งานวิจัยเกี่ยวกับเบต%ากลูแคนออกมามากแตAการศึกษาถึงเบต%ากลูแคนในกลุAม Pythium มีให%เห็นไมA

มากนัก งานวิจัยฉบับนี้จึงต%องการศึกษาเบต%ากลูแคนใน Pythium สป�ชีส9อื่นๆ เพื่อเป.นทางเลือก

รวมถึงชี้ให%เห็นศักยภาพที่เพิ่มขึ้นของเชื้อชนิดนี้เพื่อเป.นแนวทางการศึกษาวิจัยอื่นๆ และตAอยอดใน

อนาคต  
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บทที่ 3  

วิธีการดำเนินงานวิจัย 
3.1 วัสดุและอุปกรณN 

     3.1.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ9ในห%องปฏิบัติการ 

1. เข็มเข่ียเช้ือ (Needles) 

2. ตะเกียงแอลกอฮอล9 

3. Cuvette และ Microplate (96-Well Plate) รุAน F bottom ย่ีห%อ Nunclon 

4. ไมโครเวฟ 

5. จานอาหารเล้ียงเช้ือ 9 cm 

6. หลอดทดลอง 

7. ถุงพลาสติก 

8. บีกเกอร9 

9. Centrifuge tube 50 ml  

10. หลอด PCR tube 

11. กล%องจุลทรรศน9ใช%แสง ย่ีห%อ Nikon รุAน Eclipse E200 

12. กระจกสไลด9 

13. แผAนป¬ดกระจกสไลด9 

14. Syringe 

15. Microcentrifuge tube 1.5 และ 2 ml  

16. สำลี 

17. กระดาษทิชชู 

18. เคร่ือง spectophotometer รุAน biophotometer plus ย่ีห%อ Eppendorf, USA 

19. เคร่ือง Thermal cycle PCR รุAน Biometra TGradient Thermocycler 

20. เคร่ือง microplate reader รุAน Infinite 200 Pro ย่ีห%อ Tecan 

21. เคร่ือง Vortex mixture รุAน GENIE 2 

22. เคร่ืองปk³นเหว่ียง (centrifuge) ย่ีห%อ NUVE  รุAน NF400 

23. เคร่ือง gel electrophoresis ย่ีห%อ Biorad, USA 

24. Water bath ย่ีห%อ Memmert, Germany 
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25. เคร่ืองนึงฆAาเช้ือ Autoclave ย่ีห%อ TOMY รุAน ES-315 

26. ขวดโซดา 

27. กระดาษ Litmus ย่ีห%อ MACHEREY-NAGEL, Germany 

28. Wifi camera eyepiece รุAน MC-500W 

29. กล%องดิจิตอล ย่ีห%อ Cannon รุAน EOS 700D 

30. กล%องจุลทรรศน9แบบสเตอริโอ รุAน z61-sz51 ย่ีห%อ Olympus 

31. Micropipette ย่ีห%อ CAPP, Denmark  

32. เคร่ือง Fourier transform infrared (FT-IR) spectroscopy รุAน Nicolet 5700 FT-

IR spectrometer 

33. เคร่ือง Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) รุAน Bruker 

AVANCE III 400 WB spectrometer 

34. ชุดวิเคราะห9 Thin layer chromatography (TLC) 

35. ชุดวัดคAา pH (pH miter) 

36. เคร่ือง rotary shaker หรือ orbital shaker  

37. เคร่ือง linear shaker รุAน SSL2 ย่ีห%อ Stuart 

38. เคร่ือง incubate shaker รุAน EW-79520-00 ย่ีห%อ Cole-Parmer 

39. เคร่ือง UV chamber (SW + LW) 

40. ตู%ควบคุมอุณหภูมิ (incubator) รุAน Accuplus i250 

41. Cork borer 

42. กระดาษ cellophane (กระดาษแก%ว) 

      

     3.1.2 อาหารเล้ียงเช้ือ และสารเคมี  

1. อาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar (PDA; มันฝร่ัง 200 g น้ำตาลกลูโคส 20 g 

และวุ%น 17 g) 

2. อาหารเล้ียงเช้ือ corn meal ager (CMA) ย่ีห%อ Himedia, India 

3. อาหารเล้ียงเช้ือ V8 agar และ V8 broth (น้ำผลไม%รวม V8 วุ%น 17 g สำหรับอาหาร

แข็ง และ CaCo3) 

4. สารเคมีกำจัดเช้ือรา Benomyl 

5. Pentachloronitrobenzene (PCNB) 

6. สารปฏิชีวนะ nystatin ย่ีห%อ TYSTATIN 

7. สารปฏิชีวนะ rifampicin เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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8. สารปฏิชีวนะ ampicillin 

9. Forward primer ITS6 และ Reverse primer ITS4 

10. ชุดสกัด DNA รุAน GF-1 Fungus DNA Extraction Kit ย่ีห%อ Vivantis, Malaysia 

11. Master Mix PCR ย่ีห%อ Vivantis, Malaysia 

12. 6X DNA gel loading dye ย่ีห%อ Novel juice Thermo scientific, USA 

13. 1 kb DNA ladder ย่ีห%อ GeneRuler Thermo scientific, USA 

14. Absolute ethanol 99% ย่ีห%อ Merck, Germany 

15. TE buffer 50x 

16. Lactophenol 

17. ชุดสกัดเบต%ากลูแคน รุAน K-YBGL ย่ีห%อ Megazyme 

18. Ethanol 95% 

19. Ethanol 70% 

20. Methanol 99% ย่ีห%อ RCI labscan, Ireland 

21. Sulfuric acid ย่ีห%อ RCI labscan, Ireland 

22. Acetic acid ย่ีห%อ RCI labscan, Ireland  

23. Liquid nitrogen 

24. Potassium persulfate ย่ีห%อ Loba Chemie, India 

25. Ethyl Acetate ย่ีห%อ Merck, Germany 

26. Sodium hypochlorite ย่ีห%อ Clorox 

      

     3.1.3 เคร่ืองมือและอุปกรณ9ท่ีใช%ในการเพาะต%นพืช 

1. หลอดไฟ LED สำหรับปลูกต%นไม% รุAน VÄXER LED plant light bulb PAR20 

2. พีทมอสสำหรับปลูกพืช ขนาด 100 L ย่ีห%อ VAN EGMOND 

3. กะบะเพาะกล%า 

4. กระดาษเพาะ 

5. แก%วพลาสติกขนาด 6 oz. 

6. เมล็ดพันธุ9ข%าวโพด, มะเขือเทศ และแตงกวา  
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3.2 วิธีดำเนินงาน 

      3.2.1 เช้ือ Pythium spp. และสกุลใกล:เคียงท่ีนำมาศึกษา 

              3.2.1.1 ตัวอยAางและสถานท่ีในการเก็บตัวอยAาง 

เชื้อที่นำมาศึกษาประกอบไปด%วยไอโซเลทที่แยกใหมAจากแหลAงน้ำจืด แหลAงน้ำทะเล และพื้นที่ป�าไม% 

รAวมกับไอโซเลทที่แยกและจัดจำแนกไว%แล%วจำนวน 11 ไอโซเลทจากห%องปฏิบัติการโรคพืช คณะ

เทคโนโลยีการเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล%าเจ%าคุณทหารลาดกระบัง ซึ่งเก็บรวบรวมโดย 

Saelee et al. (2022)  

3.2.1.1.1 ตัวอยAางจากแหลAงน้ำจืด 

                                    เก็บตัวอยAางดิน และน้ำ บริเวณแมAน้ำนครนายก ต.บางอ%อ อ.บ%านนา จ.

นครนายก และแมAน้ำแควน%อย ต.ทAาเสา อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุรี บันทึกวันท่ี และบริเวณที่เก็บไว%ท่ี

ภาชนะ 

                                    เก็บตัวอยAางบริเวณน้ำตก โดยเก็บตัวอยAางเรียงจากชั้นสูงสุดไลAลงมาถึง

ชั้นลAางโดยให%ทำการเก็บตัวอยAางน้ำนิ่ง น้ำไหล และเศษซากใบพืชที่ชื้นหรือสัมผัสน้ำในบริเวณ ณ 

อุทยานแหAงชาติเขาใหญA จ.นครนายก อุทยานแหAงชาติเอราวัณ และอุทยานแหAงชาติไทรโยค จ.

กาญจนบุรี บันทึกวันท่ีและบริเวณท่ีเก็บไว%ท่ีภาชนะ 

 3.2.1.1.2 ตัวอยAางจากพ้ืนท่ีป�าไม% 

                                   เก็บตัวอยAางดินที่ระดับความลึกไมAเกิน 15 cm โดยเลือกดินที่มีลักษณะ

รAวน (Loam) ณ อุทยานแหAงชาติเขาใหญA จ.นครนายก อุทยานแหAงชาติเอราวัณ และอุทยานแหAงชาติ

ไทรโยค จ.กาญจนบุรี บันทึกวันท่ีและบริเวณท่ีเก็บไว%ท่ีภาชนะ 

    3.2.1.1.3 ตัวอยAางจากแหลAงน้ำทะเล 

                                   เก็บตัวอยAางพื้นที่ชายฝk³งบริเวณชายฝk³ง โขดหินชAวงน้ำลงและน้ำขึ้น ณ 

สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล%าเจ%าคุณทหารลาดกระบังวิทยาเขตชุมพร เขตอุดมศักดิ์ จ.ชุมพร 

บันทึกวันท่ีและบริเวณท่ีเก็บ 

                3.2.1.2 การแยกเช้ือบริสุทธ์ิของเช้ือ Pythium spp.    

                          ตัวอยAางน้ำที่เก็บได% นำมาแยกเชื้อด%วยวิธีเหยื่อลAอ (baiting technique) โดย

การเทตัวอยAางน้ำจำนวน 10 ml บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ และวางเมล็ดแตงกวาจำนวน 3 เมล็ดที่ผAาน

การฆAาเชื้อด%วย ethanol 70% และ Sodium hypochlorite 10% เป.นเหยื่อลAอทิ้งไว% 24 ชั่วโมงใน

ตู%ควบคุมอุณหภูมิที่ 30 °C สังเกตเมล็ดแตงกวาใต%กล%องจุลทรรศน9 ตรวจหาเส%นใยที่เกิดขึ้นบนเมล็ด

แตงกวา ตัดสAวนของเส%นใยนำไปเลี้ยงตAอบนอาหารเลี้ยงเชื้อ poteto dextrose agar (PDA) แยกตAอ

จนกวAาจะได%เช้ือบริสุทธ์ิ 

                          นำตัวอยAางดินที่เก็บได% นำมาผึ่งให%แห%งจากนั้นทำการแยกเชื้อโดยใช% 2 เทคนิค ดังน้ี 

soil plate techniques (Masago et al., 1977) โดยการโรยตัวอยAางดินประมาณ 1 g บนอาหารเลี้ยงเช้ือ 

PDA+BNPRA (benomyl 10 ppm, Nystatin 25 ppm, Pentachloronitrobenzene 25 ppm, Rifampicin 
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10 ppm และ Amplicillin 500 ppm) +rose bengal สังเกตลักษณะของเส%นใยที่เจริญจากตัวอยAางดิน ตัด

ปลายเส%นใยย%ายลงอาหารเลี ้ยงเชื ้อ PDA แยกตAอจนกวAาจะได%เชื ้อบริสุทธ์ิ soil baiting techniques 

(Dhingra and Sinclair, 1994) โดยการโรยตัวอยAางดินหรือเศษซากพืชตัวอยAางประมาณ 1 g ลงบน

จานเล้ียงเช้ือเทน้ำกล่ันให%ทAวมจานประมาณ 10 ml ลAอเช้ือด%วยเมล็ดแตงกวาจำนวน 3 เมล็ดท้ิงไว% 24 

ชั่วโมงในตู%ควบคุมอุณหภูมิที่ 30 °C จากนั้นย%ายเมล็ดแตงกวาลงอาหาร PDA+BNPRA+rose bengal 

สังเกตเมล็ดแตงกวาใต%กล%องจุลทรรศน9 ตรวจหาเส%นใยที่เกิดขึ้นบนเมล็ดแตงกวา ตัดสAวนของเส%นใย

นำไปเล้ียงตAอบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA แยกตAอจนกวAาจะได%เช้ือบริสุทธ์ิ 

                3.2.1.3 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการจัดจำแนกเบ้ืองต%น 

                          นำเชื้อบริสุทธิ์ที่ได%ในข%อ 3.2.1.2 ไปศึกษาโครงสร%างโดยการตรวจดูจากกล%อง

จุลทรรศน9สังเกตอวัยวะที่ใช%สืบพันธุ9แบบไมAอาศัยเพศ (asexual reproduction) ด%วยการทำ water 

culture, grass blade culture และเล ี ้ยงใน poor media เพ ื ่อด ูการสร %าง sporangium และ 

zoospore  

                          สำหรับวิธีการศึกษาอวัยวะสืบพันธุ9แบบอาศัยเพศ (sexual reproduction) ทำ

ได%โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อ V8 juice agar (V8A; V8 juice 200 ml CaCO3 2 g และวุ%น 17 

g) จากนั้นเขี่ยเส%นใยเชื้อที่เจริญไปตรวจภายใต%กล%องจุลทรรศน9ดูเพื่อลักษณะ antheridia, oogonia 

และ oospore ตามหลักการจัดจำแนกของ  (Plaats-Niterink, 1981) 

                          ลักษณะทั้งหมดที่ตรวจพบภายใต%กล%องจุลทรรศน9ทำการบันทึกภาพโดยใช% 

eyepiece wifi camera (MC-500W) และวัดขนาดสAวนขยายพันธุ9โดยโปรแกรม Pixit pro program 

                3.2.1.4 การทดสอบการกAอโรค (Pathogenicity test) 

                          เตรียมสารแขวนลอยของเชื้อ โดยนำเชื้อ Pythium แตAละ isolate มาเลี้ยงใน

อาหารเหลว V8 juice broth (V8B; V8 juice 200 ml CaCO3 2 g ปรับ pH เทAากับ 7 และปรับ

ปริมาณให%ได% 1 L) บAมเชื้อบน rotary shaker เป.นเวลา 7 วัน จากนั้นทำการกรองและล%างเส%นใยให%

สะอาดด%วยน้ำกลั่น ปk³นเส%นใยและเตรียมสารแขวนลอยเส%นใย (mycelial suspension) ให%ได% 104 

propagules/ml ทำการปลูกเชื้อทดสอบโรคทั้งกAอนการงอก (pre-emergence) และหลังการงอก (post-

emergence)  

                          การทดสอบความสามารถในการกAอโรคกAอนการงอก (pre-emergence) ทำ

การทดลองในเมล็ดพันธุ9 วางแผนการทดลองแบบ Complete randomized design (CRD) จำนวน 

5 ซ้ำ โดยจะแบAงพืชทดสอบ 2 กลุAม คือพืชใบเลี้ยงคูA (มะเขือเทศและถั่วเขียว) และพืชใบเลี้ยงเดี่ยว 

(ข%าวโพด) จากนั้นทำการปลูกเชื้อสาเหตุที่เตรียมไว%ด%วยวิธีการจุAมเมล็ดลงในสารแขวนลอยเส%นใย 

(mycelial suspension) เป.นเวลา 12 ชั่วโมง โดยมีชุดควบคุมเป.นเมล็ดพืชที่จุAมด%วยน้ำกลั่นเพียง

อยAางเดียว จากนั้นนำเมล็ดมาวางในจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่รองด%วยกระดาษเพาะเก็บไว%ในที่มืด เก็บผล

ทุกวันจนครบ 3 วัน เก็บข%อมูลจำนวนเมล็ดที่เป.นโรคเพื่อนำไปคำนวณเปอร9เซ็นต9การเกิดโรค และ

เปอร9เซ็นต9ความรุนแรงของโรค 
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             การทดสอบความสามารถในการกAอโรคหลังการงอก (post-emergence) ทำการทดลอง

ในต%นกล%า วางแผนการทดลองแบบ Complete randomized design (CRD) จำนวน 4 ซ้ำ โดยจะ

แบAงพืชทดสอบ 2 กลุAม คือพืชใบเลี้ยงคูA (มะเขือเทศและถั่วเขียว) และพืชใบเลี้ยงเดี่ยว (ข%าวโพด) 

จากนั้นทำการปลูกเชื้อสาเหตุที่เตรียมไว%ด%วยวิธีการเทสารแขวนลอยเส%นใย (mycelial suspension) 

ลงบริเวณ โคนต%นต%นละ 1 ml โดยมีชุดควบคุมเป.นต%นพืชท่ีเทด%วยน้ำกล่ันเพียงอยAางเดียว จากน้ันเก็บ

ผลทุกวันจนครบ 7 วันเก็บข%อมูลจำนวนต%นที ่เป.นโรคเพื ่อนำไปคำนวณเปอร9เซ็นต9การเกิดโรค 

เปอร9เซ็นต9ความรุนแรงของโรคและเปอร9เซ็นต9ดัชนีความรุนแรงของโรค  

 

                  % การเกิดโรค (disease incidence) =     จำนวนต%นท่ีเป.นโรค     ×100   
                                                                      จำนวนต%นพืชท้ังหมด   

% ความรุนแรงของโรค (disease severity) =   (ระดับความรุนแรงของโรค x จำนวนต%นท่ีเป.นโรค)   x100   
                                                              (ระดับความรุนแรงสูงสุด x จำนวนต%นพืชท้ังหมด)   

โดยระดับความรุนแรงของโรคจะแบAงดังน้ี 

ระดับ 0 = ไมAแสดงอาการโรค  

ระดับ 1 = รากจำนวนน%อยลงมีอาการเนAาหรือช้ำเพียงเล็กน%อย (1-25%)  

ระดับ 2 =  รากและโคนต%นเกิดอาการเนAาเป.นสีน้ำตาล (26-50%) 

ระดับ 3 = เกิดอาการเนAาลุกลามบริเวณรากและโคนต%นอยAางชัดเจน (50-75%) 

ระดับ 4 = รากและต%นเกิดอาการเนAาทั้งระบบใบและต%นเป.นสีเขียวเหลือง-น้ำตาล (76-

100%) 

ระดับ 5 = ต%นตาย 

 ดัชนีความรุนแรงของโรค (disease severity index) =       (%ความรุนแรงของโรค)                            
                                                            (%ความรุนแรงของโรคท้ังหมด) 

          เก็บผลข%อมูลการเกิดโรคทำการคัดเลือกสายพันธ9ที ่ไมAกAอโรค (non-pathogenic strain) 

หรือสป�ชีส9ที่กAอโรคได%ต่ำ (hypoviulent strain) โดยการคัดเลือกสป�ชีส9ที่มีดัชนีความรุนแรงของโรค

ต่ำกวAา 20  

               3.2.1.5 การจัดจำแนกโดยเทคนิคทางอณูชีววิทยา 

                         3.2.1.5.1 การเตรียมเช้ือ 

                                      นำต ัวอย Aางเช ื ้ อ  Non-pathogenic และ hypovirulent stain ท่ี

คัดเลือกจากข%อ 3.2.1.4 มาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA เป.นเวลา 7 วัน  

                   ตัดกระดาษ cellophane (กระดาษแก%ว) เป.นวงกลมเส%นผAาศูนย9กลาง 

9 mm น่ึงฆAาเช้ือด%วยเคร่ือง autoclave ท่ีอุณหภูมิ 121 °C ความดัน 15 ปอนด9ตAอตารางน้ิวเป.นเวลา 

15 นาที จากนั้นอบให%แห%งแล%วนำมาวางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ใช% Cork borer ตัดปลายเส%นใย

{ } 

{ } 
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ตัวอยAางเชื้อ Non-pathogenic และ hypovirulent stain ที่เลี้ยงกAอนหน%านี้มาวางบนกระดาษแก%ว

ป¬ดฝาบAมเป.นเวลา 7 วันท่ีอุณหภูมิห%อง  

                          3.2.1.5.2 การสกัดดีเอ็นเอ  

                                        ทำการขูดเส%นใยเชื้อตัวอยAางจากข%อ 3.2.1.5.1 ประมาณ 30 mg ใสA 

Microcentrifuge tube จากนั้นใสA Buffer FuL (Lysis buffer) 280 ul จากนั้นผสมตัวอยAางให%เป.นเน้ือ

เดียวกันด%วย Vortex เป.นเวลา 30 วินาที เติม Proteinase K 20 ul ผสมให%เข%ากันด%วยการพลิกกลับหลอด

ไปมา จากนั้น incubate ที่อุณหภูมิ 65 °C เป.นเวลา 30 นาที ใน water bath โดยนำออกมาผสม

ทุกๆ 5 นาทีระหวAางการ incubation โดยวิธ ีการดีดให%หลอดเกิดฟองอากาศ จากนั ้นนำไป 

Centrifuge ท่ีความเร็วรอบสูงสุด (centrifuge 14,000 รอบตAอนาที) เป.นเวลา 5 นาที แล%วนำสAวนใส

เหนือตะกอน (suspension) ลงในหลอด Microcentrifuge tube เติม Buffer FuB 600 ul จากน้ัน 

incubate ที่อุณหภูมิ 65 °C เป.นเวลา 10 นาที เติม absolute ethanol 200 ul ย%ายตัวอยAางโดย

การดูดตัวอยAางประมาณ 600 ul ไปที่ column ที่ประกอบด%วย clean collection tube จากน้ัน 

Centrifuge ที่ 10,000 รอบตAอนาทีเป.นเวลา 1 นาที จากนั้นทิ้งน้ำด%านลAางใน collection tube 

(หากตัวอยAางยังคงเหลือค%างในหลอดให%ทำการดูดตัวอยAางให%หมดใสAใน column) ล%าง Column ด%วย 

Wash buffer 650 ul จากนั้น Centrifuge ที่ 10,000 รอบตAอนาที เป.นเวลา 1 นาที จากนั้นทิ้งน้ำ

ด%านลAางใน collection tub (ล%าง DNA ด%วย Wash buffer 2 ครั้ง) จากนั้น Centrifuge Column ท่ี 

10000 รอบตAอนาที เป.นเวลา 1 นาที เพื่อกำจัด Ethanol ที่ตกค%างออก วาง Column ลงในหลอด 

Microcentrifuge tube ที่สะอาดจากนั้นเติม Elution buffer 50 ul  ลงใน column membrane 

โดยตรงแล%วทิ้งไว% 2 นาที จากนั้น Centrifuge ที่ 10,000 รอบตAอนาที เป.นเวลา 1 นาที เพื่อชะล%าง 

DNA ให%ลงไปใน Microcentrifuge tube และเก็บ DNA stock ท่ีอุณหภูมิ 4 °Cหรือ -20 °C (ข้ันตอน

ท้ังหมดดำเนินการตาม Protocol GF-1 Fungus DNA Extraction Kit, Vivantis Malaysia) 

               3.2.1.5.3 การตรวจสอบปริมาณและความบริสุทธ์ิ DNA 

                           3.2.1.5.3.1 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิโดยใช% spectrophotometer 

                                          นำ DNA ที่ได%มาวัดคAา Optical density (OD) ด%วยเครื่อง 

spectrophotometer (Eppendorf, USA) ตั้งคAาเครื่องเป.น DNA เลือก dsDNA ตั้งคAาเป.น dilution 

(sample 2 ul + 98 ul, Blank 100 ul โดยกAอน dilution ให%นำ DNA ท่ีสกัดได% spin down เพ่ือให% DNA 

มารวมกันที่ปลายหลอด จากนั้นดูด DNA 2 ul ลงใน cuvette จากนั้นเติมน้ำกลั่น 98 ul ใช% pipette ดูด

ข้ึนลงเพ่ือผสมตัวอยAาง) จากน้ันนำใสAเคร่ืองท่ีต้ังคAาไว%แล%วกAอนหน%าน้ี  
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                3.2.1.5.2 การตรวจสอบคุณภาพและขนาด DNA โดยการใช% gel-electrophoresis 

                             ละลาย  agarose gel จำนวน  0.25 g ใน  TAE buffer ( 0 . 5% 

agarose gel) ด%วยไมโครเวฟ เทลงถาดพลาสติกแมAแบบเมื่อเจลแข็งตัว จากนั้นนำ DNA 2 ul ผสม

กับ gel loading dye (Nobel juice) 2 ul และ DNA leader 2 ul ผสมกับ gel loading dye ขนาด 

1000 base pair (Nobel juice) 2 ul ทำการโหลดตัวอยAางทั้งหมดลงในเจล ใช%ความตAางศักย9ไฟฟ�า 

100 v เป.นเวลาทั้งหมด 40 นาทีจากนั้นนำเจลที่ได%สAองดู DNA ใต%แสง ultraviolet และเทียบขนาด

ของ DNA ท่ีได%กับ DNA leader  

               3.2.1.5.3 การเพิ่มจำนวนของชิ้นสAวน DNA ด%วยเทคนิค Polymerase Chain 

Reaction (PCR) 

                        การเพิ ่มจำนวนด%วยเทคนิค PCR 1 ขบวนการประกอบด%วย 

DNA template สกัดได%กAอนหน%าน้ี 2 ul, DNA Master Mix PCR (Vivantis, Malaysia) 25 

ul, universal primer ITS6 forward (5’ GAAGGTGAAGTCGTAACAAGG  3’) 1 ul, 

universal primer ITS4 reward (ITS4 5’ TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) 1 ul (Hung 

et al. , 2015) และใสAน้ำนึ ่ งฆAาเชื ้อ 21 ul เพื ่อปรับให%ได%  25 ul จากนั้นนำใสAในเครื ่อง 

Thermal cycle โดยมีสภาวะในกระบวนการ PCR ดังน้ี (Cooke et al., 2000) 

                 1) initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 °C 2 นาที  

                 2) denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 °C 20 วินาที  

                 3) annealing ท่ีอุณหภูมิ 55 °C 25 วินาที  

                 4) extension ที่อุณหภูมิ 72 °C 50 วินาที และทำซ้ำขั้นตอนที่ 2-4 

เป.นจำนวน 30 รอบ 

                 5) final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 °C 10 นาที  

                 จากนั้นตรวจสอบคุณภาพของลำดับนิวคลิโอไทด9ที่ได%จากการ PCR 

ด%วยเทคนิค gel electrophoresis 

               3.2.1.5.4 วิเคราะห9ลำดับนิวคลิโอไทด9 

                           สAงตัวอยAาง DNA ในข%อ 3.2.1.4 ไปวิเคราะห9ลำดับนิวคลิโอไทด9กับ

บริษัท U2bio (Bionics Co., Ltd, Seoul, Korea) จากนั้นนำลำดับนิวคลิโอไทด9ที่ได%มาทำการเทียบ

กับฐานข%อมูลใน Genbank (NCBI database) โดยวิเคราะห9ความคล%ายคลึงของลำดับนิวคลิโอไทด9

โดยเครื ่องมือ Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) ของ National Center for 

Biotechnology (NCBI; Bethesda, USA) เมื่อทำการวิเคราะห9ลำดับนิวคลิโอไทด9เสร็จ จึงนำข%อมูล

ของเช้ือท่ีได%เข%าสูAฐานข%อมูล Genbank (NCBI database) ตAอไป 
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   3.2.1.6 การทำแผนภูมิวิวัฒนาการ 

             ลำดับนิวคลิโอไทด9ทั้งหมดได%รับการตรวจสอบและแก%ไขโดยใช%โปรแกรม Finch 

TV 1.4 sequence analysis software (https://finchtv.software.informer.com/1.4/) (โดย

เปรียบเทียบกับลำดับนิวคลิโอไทด9ของสป�ชีส9ใกล%เคียงจาก NCBI) จากนั้นไฟล9 DNA Sequence 

FASTA ถูกรวบรวมเป.น Contiguous DNA Sequence โดยใช%โปรแกรม BioEdit software 

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html)  

             ลำดับนิวคลิโอไทด9ที ่ได%รับการแก%ไขและรวบรวมถูกนำมาสร%างลำดับแผนภูมิ

วิวัฒนาการขึ้นโดยใช%โปรแกรม MEGA 7 software (https://www.megasoftware.net/) เปรียบเทียบ

กับ Pythium spp. ใน clade ตAางๆ เป.น ingroup และมี Aphanomyces salsuginosus 

(Oomycetes, Saproleginales) เป.น outgroup โดยใช%อัลกอริทึม neighbor-joining  (Saitou and 

Nei, 1987) เป.นหลัก ประกอบกับอัลกอริทึม Maximum-likelihood (Felsenstein, 1985) และ 

maximum-parsimony (Kluge and Farris, 1969) เพื่อใช%ในการเปรียบเทียบความแตกตAาง และใช%

โมเดลของ Jukes และ Cantor (Jukes and Cantor, 1969) สำหรับการคำนวณระยะหAางทาง

วิวัฒนาการ ความนAาเชื่อถือของโครงสร%างแผนภูมิจะถูกประเมินโดยใช%การวิเคราะห9คAา bootstrap ท่ี 

1,000 ซ้ำ (Felsenstein, 1985) 

     3.2.2. การศึกษาปริมาณและชนิดของเบต:ากลูแคน 

             3.2.2.1 ปริมาณเบต%ากลูแคน 

                       นำเชื้อที่ได%รับการคัดเลือกในขั้นตอนกAอนหน%านี้มาทำการเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ 

V8 juice broth เป.นเวลา 14 วันท่ีอุณหภูมิห%อง จากน้ันกรองเส%นใยและทำให%แห%งท่ีอุณหภูมิห%องเป.น

เวลา 2 วันและนำไปอบแห%งที่อุณภูมิ 40 °C เพื่อให%ได%น้ำหนักเส%นใยที่คงที่ ทำการบันทึกน้ำหนักแห%ง 

จากนั้นนำมาบดด%วยไนโตรเจนเหลวในโกรAงที่ปลอดเชื้อ ตรวจหาปริมาณกลูแคนด%วยชุดตรวจสอบ 

Megazyme® assay แล%วนำไปวัดการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 510 nm จากนั้นวิเคราะห9เพื่อหาปริมาณ

เบต%ากลูแคนโดย Mega-Calc Data calculator ตามคำแนะนำของผู%ผลิต (McCleary and Codd, 

1991)  

             3.2.2.2 สารประกอบและชนิดของเบต%ากลูแคน 

                       3.2.2.2.1 การสกัดเบต%ากลูแคน 

                  วิธีสกัดประยุกต9ใช%จากการสกัดยีสต9โดยการนำเชื้อที่ได%จากข%อ 3.2.1 

ป ร ะกอบด % ว ย  P. catenulatum, P. acanthicum, P. cucurbitacearum, P. helicoides, P. 

diclinum, P. vexans, P. torulosum, P. splendens, P. aphanidermatum, P. delicense, P. 

longipapillum จำนวน 11 isolate และ isolate ที ่แยกได%ใหมAในกลุ Aม Non-pathogenic และ 

hypovirulent stain เลี้ยงในอาหารเหลว V8B เป.นเวลา 14 วัน จึงนำเส%นใยมากรองด%วยกระดาษ

กรอง ล%างให%สะอาดและปรับปริมาตรเส%นใยเป.น 15% w/w ด%วยน้ำกลั่น (ตัวอยAาง 15 g ในน้ำกล่ัน 

100 ml)  เติมโซเดียมคลอไรด9ปริมาตร 3% ของปริมาณเส%นใย เพื่อชักนำให%เกิดการ autolysis แล%ว
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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บAมด%วย orbital shaker ที่อุณหภูมิ 55 °C 120 รอบตAอนาทีเป.นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนำมาให%

ความร%อนที่ 80 °C เป.นเวลา 15 นาที และทิ้งให%เย็นที่อุณหภูมิห%อง นำไป centrifuge ที่ 4,400 รอบ

ตAอนาทีเป.นเวลา 10 นาทีเก็บสAวนตะกอนไว% เส%นใยท่ีผAานการ autolysis นำมาปรับปริมาตรให%เป.น  

10% w/w ด%วยโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร9 0.02 M pH 7.5 นำมาให%ความร%อนโดยการ Autoclave ท่ี

อุณหภูมิ 121 °C เป.นเวลา 4 ชั่วโมง เพ่ือกำจัดแมนโนโปรตีนและสารตกค%าง ท้ิงให%เย็นท่ีอุณหภูมิห%อง

และล%างด%วยน้ำกลั่น 2 ครั้ง จากนั้นเส%นใหญAที่ล%างน้ำกAอนหน%านี้นำมาปรับปริมาตรเป.น 15% w/w 

แล%วปk³นเพื่อทำลายผนังเซลล9และ centrifuge ที่ 4,400 รอบตAอนาทีเป.นเวลา 10 นาทีจากนั้นเทน้ำ

ออกและเติมน้ำกลั่น centrifuge ที่ความเร็วรอบสูงสุดจนกวAา supernatant ที่ได%จะใส นำตะกอนท่ี

ได%มาแขวนลอยในตัวทำละลายไอโซโพรพิวแอลกอฮอล9 อัตราสAวน 1:4 w/v (ตัวอยAาง 1 สAวนตัวทำ

ละลาย 4 สAวน) และให%ความร%อนภายใต%การ Reflux เป.นเวลา 2 ชั่วโมงเพื่อดึงไขมันออกทำให%เบต%า

กลูแคนมีความบริสุทธ์ิ จากนั้นปลAอยให%เย็นที่อุณหภูมิห%องแล%ว centrifuge ท่ี 4,400 รอบตAอนาทีเป.น

เวลา 10 นาที เทตัวทำละลายออกและล%างด%วย Acetone อัตราสAวน 1:1 w/v 3 ครั้งเพื่อขจัดไขมันมี

ขั ้วที ่เหลือ ตะกอนที่ได%นำมาล%างด%วยน้ำกลั ่นและปรับปริมาตรเป.น 15% w/w เติมโปรตีนเอส

อัตราสAวน 20 mg/g เพื่อกำจัดแมนโนโปรตีนคอมเพล็กซ9ให%คงเหลือแตAเบต%ากลูแคนที่ไมAละลายน้ำ 

นำไปบAมที่อุณหภูมิ 55 °C เป.นเวลา 5 ชั่วโมง หลังจาก enzymatic hydrolysis ให%ความร%อนที่ 80 

°Cเป.นเวลา 15 นาที จากน้ัน centrifuge ท่ี 4,400 รอบตAอนาทีเป.นเวลา 10 นาทีท่ีอุณหภูมิห%อง แล%ว

ล%างหลายๆ ครั้งด%วยน้ำกลั่นเย็นจนกวAา supernatant จะใสไมAมีโปรตีนท่ีละลายน้ำได%ผสมอยูAเบต%า

กลูแคนท่ีได%นำไปเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -80 °C ตามวิธีท่ีได%รายงานไว%ของ Tondolo et al. (2017) 

                       3.2.2.2.2 วิเคราะห9หมูAฟkงก9ชันและโครงสร%างของสารสกัด 

                                       3.2.2.2.2.1 วิเคราะห9หมู Aฟ kงก9ช ันด%วยเทคนิค Fourier transform 

infrared (FT-IR) spectroscopy 

                                                        นำเบต%ากลูแคนที่ได%มาทำการ lyophilized และทำให%เป.นผง

ด%วยโกรAงแชAเย็นปลอดเชื ้อวิเคราะห9หมู Aฟkงก9ชันด%วยเทคนิค Fourier transform infrared (FT-IR) 

spectroscopy บันทึกโดย Nicolet 5700 FT-IR spectrometer ความถี ่ 4,000-400 cm−1 ณ 

ห%องปฏิบัติการ คณะวิทยาศาสตร9 สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล%าเจ%าคุณทหารลาดกระบัง ทำการอAานผล 

และวิเคราะห9ผล 

                                       3.2.2.2.2.2 ว ิ เคราะห9โครงสร %างด %วยเทคนิค Nuclear magnetic 

resonance (NMR) spectroscopy  

                                                   นำเบต%ากลูแคนท่ีได%มาทำการ lyophilized และทำให%เป.น

ผงด%วยโกรAงแชAเย็นปลอดเชื ้อ จากนั้นเบต%ากลูแคนปริมาณ 5 mg ผสม trifluoroethanoic acid 

ความเข%มข%น 2M ปริมาตร 200 ul บAมที่อุณหภูมิ 100 °C เป.นเวลา 8 ชั่วโมง สารตกค%างที่ได%นำมา

ละลายด%วย D2O ปริมาตร 0.5 ml ที่อุณหภูมิ 27 °C เป.นเวลา 24 ชั่วโมง ทำการวิเคราะห9โครงสร%าง

ด%วยเทคนิค Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy บันทึกโดย Bruker AVANCE 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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III 400 WB spectrometer ความถี่ 100.62 MHz ณ ห%องปฏิบัติการ คณะวิทยาศาสตร9 สถาบัน

เทคโนโลยีพระจอมเกล%าเจ%าคุณทหารลาดกระบัง ทำการอAานผลและวิเคราะห9ผล 

     3.2.3 การศึกษาปpจจัยท่ีมีผลตBอการเจริญเติบโตและการผลิตเส:นใยท่ีมีเบต:ากลูแคน 

              นำเชื ้อ Pythium spp. ในกลุ Aม Non-pathogenic และ hypovirulent stain ซึ ่งได%รับ

การระบุและจัดจำแนกแล%วในข%อ 3.2.1 มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตAางๆ เพื่อเปรียบเทียบการ

เจริญเติบโต และการผลิตเส%นใยท่ีมีการสะสมเบต%ากลูแคน ดัดแปลงจาก (Zonneveld, 1974) โดยใช%

แผนการทดลองแบบ 3x4 Factorial in Complete randomized design (CRD) จำนวน 4 ซ้ำโดยมี

ปkจจัยที่ 1 คืออาหารเลี้ยงเชื้อแบบ Non–Synthetic media 3 ชนิดคือ อาหารเลี้ยงเชื้อ Cornmeal 

broth Potato broth และ V8 juice broth ปkจจัยที่ 2 คือการเพิ่มความเข%มข%นของระดับน้ำตาล

กลูโคสท่ี 0 2 4 และ 8% วัดการเจริญเติบโตทางชีวภาพ (biomass) ของแตAละไอโซเลทจากน้ัน

เปรียบเทียบเช้ือและสภาวะท่ีเหมาะสมตAอการเจริญเติบโตมากท่ีสุด 

     3.2.4 การศึกษาคุณสมบัติของเบต:ากลูแคน 

             3.2.4.1 คุณสมบัติในการเป.นตัวกระตุ%นชีวภาพ (biotic elicitors) 

                        ตรวจสอบคุณสมบัติการเป.นตัวกระตุ%นชีวภาพ (biotic elicitors) ในการชักนำให%

เก ิดความต%านทานของพืชโดยดูการแสดงออกของ Scopoletin (Scp) ซ ึ ่ งเป .นสารในกลุAม 

Phytoalexin ในกลุAม Coumarins ที่สะสมและกระจายอยูAในพืชชนิดตAางๆ เพื่อตอบสนองตAอการ

กระตุ%นทางเคมีหรือทางชีวภาพ รวมไปถึงความเป.นพิษในการต%านเชื้อราและจุลชีพ โดยสามารถเรือง

แสงได%ภายใต%รังสีอัลตราไวโอเลต (Stringlis et al., 2019; Gnonlonfin et al., 2012)  

                        3.2.4.1.1 การเตรียมตัวอยAาง 

                                     นำเบต%ากลูแคนที่ได% มาระเหยแห%งแบบแชAเยือกแข็ง (Freeze Dry) 

จากนั ้นบดด%วยโกรAงแชAเย ็นและนำไปปรับให%ได %ความเข%มข%น 5 mg /ml เตรียมเชื ้อกAอโรค 

Phytophthora palmivora โดยนำไปลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB เป.นเวลา 6 วัน แล%วนำสAวนของ

เส %นใยมากรอง และล%างด%วยน้ำกลั ่นนึ ่งฆ Aาเช ื ้อ จากนั ้นบดและปรับปริมาตรให%ได % 5x108 

propagules/ml นำสารและเชื้อที่ได%ปลูกเชื้อลงบนต%นกล%าทุเรียนอายุ 8 เดือน (ความสูง 50 cm) 

โดยวิธีการแทรกซึม (infiltration) ลงบนใบอAอนที่ปริมาตร 50 ul (ดัดแปลงจาก Klarzynski et al., 

2000) เป.นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนำใบที่ปลูกเชื้อมาบดด%วยโกรAง ตะกอนที่ได%นำมาละลายโดยการ

ผสม methanol 1 ml โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมคือเชื ้อกAอโรคทุเร ียน Phytophthora 

palmivora (positive control) และน้ำกล่ัน (negative control)  

                        3.2.4.1.2 การตรวจสอบสโคโพเลติน (Scopoletin) 

                                     ดำเนินการด%วย Thin layer chromatography (TLC) บนซิลิกาเจล 60 

F254 (Merck Co., Ltd.) โดยใช%ระบบตัวทำละลายเคลื่อนที่ (mobile phase) ในการทดสอบเปรียบเทียบ

กัน 3 ชนิด คือ ethyl acetate: methanol: น้ำ ratio 100: 16.5: 13.5 (v/v) (Giesemann et al., 1986) 

12% acetic acid (Tongon and Soytong, 2012) และ methanol:น้ำ ratio 9:1 (v/v) (Cojocaru et 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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al., 2010) จากนั้นคัดเลือกตัวทำละลายเคลื่อนที่ที่ดีที่สุด นำมาตรวจสอบภายใต% UV 365 nm ด%วยเครื่อง 

UV–vis Spectrophotometer การตรวจสอบการแสดงออกของสโคโพเลติน (scopoletin) เปรียบเทียบ

กับสารมาตรฐาน scopoletin (Sigma Co., Ltd.) (Tongon and Soytong, 2012) โดยใช%แผนการทดลอง

แบบ Complete randomized design (CRD) จำนวน 3 ซ้ำ 

          3.2.4.2 คุณสมบัติในการเป.นสารปฏิชีวนะ (antibiotic) 

                    3.2.4.2.1 การเตรียมสาร 

                                นำเบต%ากลูแคนที่สกัดได%จากข%อ 3.2.2.2.1 ที่ความเข%มข%น 1-10 mg/ml 

มาละลายใน methanol 95% บAมเป.นเวลา 24 ชั่วโมงเพื่อให%สารละลายใน methanol เทสารใสA

แผAนกระดาษกรองมาตรฐาน Whatman® เบอร9 1 เส%นผAานศูนย9กลาง 6 mm จากน้ันซับด%วยกระดาษ

ทิชชูปลอดเช้ือท้ิงไว%ให%แห%งเพ่ือระเหย methanol  

                    3.2.4.2.2 การเตรียมเช้ือและการทดสอบ 

                                 ทำการทดสอบโดยวิธี Agar disk diffusion test กับเชื้อกAอโรค 6 ชนิด ได%แกA 

Pythium splendens, Pythium vexans, Bacillus subtilis, Xanthomonas oryzae, Ralstonia 

solanacearum และ Saccharomyces cerevisiae โดยการทดสอบกับเช้ือราจะใช% Cork borer เจาะ

ที่ปลายเส%นใยและวางลงบนอาหาร PDA จากนั้นวางแผAนกระดาษกรองชุบสารที่เตรียมไว%ในข%อ 

3.2.4.2.1 รอบเชื้อที่ทดสอบบAมเป.นเวลา 24 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 30 °C เปรียบเทียบกับชุดควบคุม

กระดาษกรองชุบ Ampicillin ความเข%มข%น 500 mg/ml (positive control) และกระดาษกรองชุบ 

methanol (negative control) การทดสอบในเชื้อแบคทีเรียและยีสต9โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยง

เชื้อ nutrient broth (NB) บAมเป.นเวลา 24 ชั่วโมง แล%วปรับปริมาตรให%ได%คAา Optical density (OD) 

เทAากับ 1.2 ที ่ความยาวคลื ่น 600 nm จากนั ้นเทลงบนอาหาร Mueller Hinton Agar (MHA) 

ปริมาตร 100 ul แล%วใช%ไม%พันสำลีปลอดเชื้อ (cotton swab) สตรีกบนหน%าอาหารจนกวAาจะแห%ง 

(Streak plate technique) วางแผAนกระดาษกรองชุบสารที่เตรียมไว%ในข%อ 3.2.4.2.1 ในจานอาหาร

เลี้ยงเชื้อที่ได%ทำการใสAเชื้อและบAมเป.นเวลา 24 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 30 °C เปรียบเทียบกับชุดควบคุม

กระดาษกรองชุบ Ampicillin ความเข%มข%น 500 mg/ml (positive control) และกระดาษกรองชุบ 

methanol (negative control)  

                                วางแผนการทดลองแบบ Complete randomized design (CRD) 

จำนวน 4 ซ้ำ เก็บข%อมูลโดยวัดเส%นผAาศูนย9กลางบริเวณโซนใสของการยับย้ัง (clear zone inhibition) 

และคำนวณเปอร9เซ็นต9การยับย้ัง 

           3.2.4.3 คุณสมบัติในการเป.นสารต%านอนุมูลอิสระ (antioxidants) 

                      3.2.4.3.1 การว ิ เคราะห9ฤทธ ิ ์ต %านอนุม ูลอ ิสระด %วยว ิธ ี  2, 2 diphenyl-1-

picrylhydrazyl (DPPH) 

                                   วิเคราะห9การมีฤทธิ์ต%านอนุมูลอิสระตามวิธีของ (Khan et al., 2017) 

โดยเตรียมสารละลายดีพีพีเอช (DPPH reagent) 0.1 mM ละลายใน methanol 2 ml (สารละลาย 
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DPPH เตรียมใหมAทุกครั้งสำหรับทำการทดสอบ) จากน้ันเติมลงในสารละลายท่ีมีการผสมเบต%ากลูแคน

ความเข%มข%นตAางกัน (1-10 mg/ 1 ml ) 2 ml นำไปวัดการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 517 nm โดย

ใช%เครื่อง UV–vis Spectrophotometer เปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน Trolox (positive control) 

อัตราการกำจัดอนุมูล DPPH ของตัวอยAางคำนวณได%จากสมการตAอไปน้ี 

                  DPPH Inhibition% = (Ablank - Asample) / Ablank x 100% 

                  โดย Ablank = การดูดซับคล่ืนแสง DPPH ท่ีไมAมีตัวอยAาง 

                       Asample = การดูดซับคล่ืนแสง DPPH ท่ีมีตัวอยAาง 

                  % Inhibition = ท่ีระดับความเข%มข%นตAางๆ เพ่ือนำมาสร%างกราฟและ

คำนวณคAาความเข%มข%นของสารท่ีสามารถยับย้ังปฏิกิริยาคร่ึงนึง (IC50=inhibitory concentration at 

50%) 

                     3.2.4.3.2 การวิเคราะห9ฤทธ์ิการต%านอนุมูลอิสระด%วยวิธี 2,2'-azino-bis (3-

ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid (ABTS) 

                                  ฤทธิ ์ต%านอนุมูลอิสระวิเคราะห9ตามวิธีของ (Khan et al., 2017) โดย

เตรียมสารละลาย ABTS+ โดยผสมระหวAางสาร ABTS 7.4 mM และโพแทสเซียมเปอร9ซัลเฟต 

(K2S2O8) 2.6 mM ในอัตราสAวนเทAากัน (1:1) ผสมทิ้งไว% 12 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห%องในที่มืดเพื่อให%สาร

ทำปฏิกิริยาจนได%อนุมูลอิสระที่มีประจุบวกเป.นสารละลายสีเขียวเข%ม (ABTS+) จากนั้นนำมาเจือจาง

ด%วยการผสมสารละลาย ABTS+ 1 ml กับ methanol 60 ml ปรับปริมาตรโดยใช% methanol เพ่ือให%

ได%คAาการดูดกลืนแสงเป.น 1.170±0.02 unit ที ่ความยาวคลื ่น 734 nm โดยใช%เครื ่อง UV–vis 

Spectrophotometer (สารละลาย ABTS+ เตรียมใหมAทุกครั้งสำหรับทำการทดสอบ) เตรียมตัวอยAาง

เบต%ากลูแคนความเข%มข%นตAางกัน (1-10 mg/ 2 ml) ผสมสาร ABTS+ ปริมาตร 2 ml แล%วต้ังท้ิงไว%เป.น

เวลา 2 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห%องในที่มืด จากนั้นนำไปวัดคAาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 nm 

เปรียบเทียบเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน Trolox (positive control) อัตราการกำจัดอนุมูล ABTS+ 

ของตัวอยAางคำนวณได%จากสมการตAอไปน้ี 

                   ABTS inhibition% = (Ablank - Asample) / Ablank x 100% 

                   โดย Ablank = การดูดซับคล่ืนแสง ABTS+ ท่ีไมAมีตัวอยAาง 

                        Asample = การดูดซับคล่ืนแสง ABTS+ ท่ีมีตัวอยAาง 

                   % Inhibition = ที่ระดับความเข%มข%นตAางๆ เพื่อนำมาสร%างกราฟ และ

คำนวณคAาความเข%มข%นของสารที่สามารถยับยั้งปฏิกิริยาครึ่งนึง (IC50=inhibitory concentration ท่ี 

50%) 

     3.2.5 การวิเคราะหNข:อมูลทางสถิติ 

              ข%อมูลผลการทดลองให%นำไปวิเคราะห9ความแปรปรวน Analysis of Variance (ANOVA) 

และเปรียบเทียบคAาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s multiple range test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p < 

0.05) โดยใช%โปรแกรม R statistics 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 

4.1 เช้ือ Pythium spp. และสกุลใกล:เคียงท่ีนำมาศึกษา 

      4.1.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการจัดจำแนกเบ้ืองต%น 

           จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ Pythium spp. และ Phytopythium spp. 

โดยการเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานที่ได%ระบุไว%โดย van der Plaats-Niterink’s key (Plaats-

Niterink. 1981) ได%เชื้อในสกุลดังกลAาวจำนวน 39 ไอโซเลท จาก 2 พื้นที่ คือ จังหวัดกาญจนบุรี ได%

จากดินจำนวน 18 ไอโซเลท ได%แกA KS-1–KS-18 จังหวัดนครนายกจำนวน 21 ไอโซเลท ได%จากดิน

จำนวน 10 ไอโซเลท ได%แกA NS1–4, NS-8–NS-11, NS-20–NS-21 จากเศษซากพืชและน้ำจำนวน 11 

ไอโซเลท ได%แกA NL-5–NL-7 และ NL-12–NL-19 เชื ้อที ่ได %ทั ้งหมดพบวAาเส%นใยมีสีขาว มีการ

เจริญเติบโตเต็มท่ีบนอาหาร V8A, PDA และ CMA อยูAท่ี 2-4 วัน สามารถแบAงลักษณะโคโลนีได%เป.น 3 

แบบ คือ chrysanthemum, cottony และ rosette (ตารางท่ี 4.1)  

โดยไอโซเลท KS-1–KS-7, KS-9–KS-13, KS-15, KS-16, NS-1, NS-3, NS-4, NL-7, NS-8–

NS-11, NL-13, NL-14, NL-16, NL-18, NL-19, NS-20 และ NS-21 พบสAวนขยายพันธุ 9แบบอาศัย

เพศและไมAอาศัยเพศ; ไอโซเลทที ่ KS-8, KS-14, NS-2, NL-6, NL12 และ NL-15 พบเฉพาะสAวน

ขยายพันธุ9แบบไมAอาศัยเพศ (sporangium); ไอโซเลท KS-17, KS-18 และ NL-17 พบเฉพาะสAวน

ขยายพันธุ9แบบอาศัยเพศ (oogonium และ oospore); สAวนไอโซเลท NL-5 ไมAพบสAวนขยายพันธุ9 

โดย oogonium และ oospore ที่พบสAวนใหญAจะมีลักษณะกลมและผนังเรียบ ได%แกA ไอโซเลท KS-

18 (ภาพท่ี 4.1); NS-1 (ภาพท่ี 4.3); KS-9, KS-11 และ NS-20 (ภาพท่ี 4.4); KS-1-KS-6 (ภาพท่ี 4.5); 

KS-13, NL-15, NL-16, NL-17 และ NL-18 (ภาพที่ 4.6); ไอโซเลท NS-11 (ภาพที่ 4.8); ไอโซเลท 

KS-15 และ KS-16 (ภาพที่ 4.10); KS-7 และ KS-12 (ภาพที่ 4.11) NS-3, NS-4 และ NS-9 (ภาพท่ี 

4.12); NL-19 (ภาพที่ 4.13); KS-10 (ภาพที่ 4.14); NS-21 (ภาพที่ 4.16); NS-10 (ภาพที่ 4.17); NS-

2 (ภาพที่ 4.18); NL-7 (ภาพที่ 4.19); NL-13 (ภาพที่ 4.20); NS-8 (ภาพที่ 4.21); มีเพียงไอโซเลท 

KS-17 ซึ่งพบ oogonium มีลักษณะกลมและผนังมีหนาม (ภาพที่ 4.2) และ sporangium สAวนใหญA

พบวAามีลักษณะกลม (globose) หรือคAอนข%างกลม (sub-globose) บางไอโซเลทอาจพบทั้งแบบกลม 

และทรงรี (ovoid) นอกจากนี้ในไอโซเลท KS-15 และ KS-16 พบการสร%าง sporangium แบบเส%นใย

โป�งพอง (filamentous และ inflated filamentous) (ภาพท่ี 4.10)   

โดยเมื่อจัดกลุAมตามลักษณะของสัณฐานของแตAละไอโซเลท ประกอบกับข%อมูลลำดับนิวคลิโอ

ไทด9ท่ีได%จัดจำแนกไว%บางสAวน สามารถจัดจำแนกในเบ้ืองต%นได%ดังน้ี 

ไอโซเลท KS-18 มีความใกล%เคียงกับ Globisporangium  nunn (ภาพท่ี 4.1) 

ไอโซเลท KS-17 มีความใกล%เคียงกับ Pythium acanthicum (ภาพท่ี 4.2) 

ไอโซเลท NS-1 มีความใกล%เคียงกับ Phytopythium chamaehyphon (ภาพท่ี 4.3) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 

30 

ไอโซเลท KS-9, KS-11 และ NS-20 มีความใกล%เคียงกับ Phytopythium  cucurbitacearum 

(ภาพท่ี 4.4)  

ไอโซเลท  KS-1–KS-6 มีความใกล%เคียงกับ Phytopythium species D37 (ภาพท่ี 4.5) 

ไอโซเลท  KS-13, KS-14, NS-11, NL-15, NL-16, NL-17 และ NL-18 มีความใกล%เคียงกับ 

Phytopythium helicoides (ภาพท่ี 4.6 – 4.8) 

ไอโซเลท NL-6 มีความใกล%เคียงกับ Phytopythium iriomotense (ภาพท่ี 4.9) 

ไอโซเลท KS-15 และ KS-16 มีความใกล%เคียงกับ Pythium torulosum (ภาพท่ี 4.10) 

ไอโซเลท KS-7, KS-8, KS-12, NS-3, NS-4, NS-9 และ NL-19  มีความใกล%เค ียงกับ 

Phytopythium  vexans (ภาพท่ี 4.11 – 4.13) 

ไอโซเลท KS-10, NL-12, NS-21, NS-10, NS-2, NL-7, NL-13 และ NS-8 มีความใกล%เคียง

กับ Phytopythium species (ภาพที่ 4.14 – 4.21) อยAางไรก็ตามยังไมAสามารถระบุสป�ชีส9ที่แนAนอน

ได%จากการเปรียบเทียบเพียงลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ได%ระบุไว%โดย van der Plaats-Niterink’s key 

(Plaats-Niterink. 1981) แตAเพียงอยAางเดียว เนื่องจากปkจจุบันเชื้อ Pythium spp. และ Phytopythium 

spp. มีการพัฒนาวิวัฒนาการสป�ชีส9 มีการค%นพบจำนวนมากขึ้น และการจัดจำแนกด%วยการวิเคราะห9

ลำดับนิวคลิโอไทด9 พบวAาเชื้อที่มีลักษณะคล%ายกันอาจมีลำดับนิวคลิโอไทด9ที่แตกตAางกัน และถูกระบุ

เป.นคนละสป�ชีส9ได%  
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ตารางที่ 4.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแต5ละไอโซเลท 

ไอโซเลท 

การเจริญของอาหาร 

แต5ละชนิด (วัน) 
โครงสรCางส5วนขยายพันธุGที่พบ 

V8A PDA CMA 
เสCนใย 

(um) 

Sporangia  

(um, กวCาง × ยาว) 

Oogonia  

(um, กวCาง × ยาว) 

Oospore  

(um, กวCาง × ยาว) 
Antheridium 

KS-1 4 3 4 

(av. 3.6) 

Globose sporangium (av. 

21.3x21.7) with more than 1 

discharge tubes (av. 4.2x6.5) and 

zoospore (av. 6.8x10.0) 

- 

Smooth wall and 

plerotic oospores (av. 

23.9x24.1) with thin-walled 

(av. 1.6)  

- 

KS-2 4 3 3 

KS-3 3 3 4 

KS-4 4 4 4 

KS-5 4 4 4 

KS-6 4 3 4 

KS-7 4 4 4 (av. 5.2) 

Globose sporangium (av. 

18.6x18.4) and zoospore 

(av.5.9x8.8) 

Smooth wall (av. 21.2x21.5) 

Aplerotic oospores (av. 

17.2x18.9) and thick wall 

(av. 2.4) 

  1-3 antheridium 

/oogonium 

KS-8 3 3 4 (av. 2.8) 

Globose sporangium (av. 

17.2x17.4), a few spores with 

papilla are rare (av. 4.5x2.6) and 

zoospore (av. 8.1 x 10.6) 

- - - 

av. = average 
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ตารางที่ 4.1 (ต5อ)  

ไอโซเลท 

การเจริญของอาหาร 

แต5ละชนิด (วัน) 
โครงสรCางส5วนขยายพันธุGที่พบ 

V8A PDA CMA 
เสCนใย 

(um) 

Sporangia  

(um, กวCาง × ยาว) 

Oogonia  

(um, กวCาง × ยาว) 

Oospore  

(um, กวCาง × ยาว) 
Antheridia  

KS-9 4 4 4 (av. 3.6) 

Globose sporangium (av. 

19.0x18.2) with zoospore (av. 

7.8x9.9) 

Smooth wall (av. 15.2x16.4) 

Aplerotic oospores (av. 

18.7x19.3) and thick wall (av. 

1.9) 

monoclinous 

antheridium 

KS-10 2 3 3 (av. 4.2) 
Globose sporangium (av. 

17.2x21.6) 

Smooth wall, oogonium (av. 

22.0x20.6) and thick-walled 

(av. 2.6) 

plerotic oospores (thinner 

walls as they become 

oospore), Smooth wall (av. 

19.2x19.0) 

1 antheridium 

/oogonium  

KS-11 4 4 4 (av. 3.6) 

Globose sporangium (av. 

19.0x18.2) with zoospore (av. 

7.8x9.9) 

Smooth wall (av. 15.2x16.4) 

Aplerotic oospores (av. 

18.7x19.3) and thick wall (av. 

1.9) 

hypogynous 

antheridium 

KS-12 4 3 4 (av. 5.2) 

Globose sporangium (av. 

18.6x18.4) and zoospore 

(av.5.9x8.8) 

Smooth wall (av. 21.2x21.5) 

Aplerotic oospores (av. 

17.2x18.9) and thick wall (av. 

2.4) 

  1-3 

antheridium 

/oogonium 

av. = average 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.1 (ต5อ)  

ไอโซเลท 

การเจริญของอาหาร 

แต5ละชนิด (วัน) 
โครงสรCางส5วนขยายพันธุGที่พบ 

V8A PDA CMA 
เสCนใย 

(um) 

Sporangia  

(um, กวCาง × ยาว) 

Oogonia  

(um, กวCาง × ยาว) 

Oospore  

(um, กวCาง × ยาว) 
Antheridia  

KS-13 4 3 4 (av. 5.2) 

Subglobose and proliferous 

sporangium (av. 25.5x27.9) with 

papillae (av. 4.8x4.9) and 

discharge tubes arising apically 

(av. 6.5x20.4) 

 Aplerotic, smooth wall (av. 

15.8x15.6) 
- 

1 antheridium 

/oogonium 

winding around 

the oogonial 

stalk (av. 3.5x8.0) 

KS-14 3 3 3 (av. 3.7) 

Big Obovoid sporangium (av. 

26.0x32.0) with papilla (3.8x6.1), 

ellipsoid sporangium (av. 23.0x 

46.3), globose or subglobose 

sporangium (av. 27.9x28.2) with 

discharge tube (av.6.1x16.3) 

- - - 

av. = average 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.1 (ต5อ)  

ไอโซเลท 

การเจริญของอาหาร 

แต5ละชนิด (วัน) 
โครงสรCางส5วนขยายพันธุGที่พบ 

V8A PDA CMA 
เสCนใย 

(um) 

Sporangia  

(um, กวCาง × ยาว) 

Oogonia  

(um, กวCาง × ยาว) 

Oospore  

(um, กวCาง × ยาว) 
Antheridia  

KS-15 4 4 3 
(av. 5.2) 

Filamentous and inflated 

filamentous sporangium  
Smooth wall (av. 21.3x21.8) 

Alerotic oospores (av. 

19.7x19.5) thick wall (av. 

2.6) 

- 

KS-16 4 4 3 

KS-17 3 3 4 (av. 2.9) - 

terminal or intercalary, 

globose, (av. 19.2x19.8), 

thin-walled (av. 1.7), 

projections conical with a 

blunt tip (av. 2.5x2.6) 

- 

1 or 2 antheridium 

/oogonium (av. 

5.6x6.6) 

KS-18 4 4 4 (av. 3.9) - 

Smooth wall, oogonium 

(av. 21.9x21.65) and thin-

walled (av. 1.8) 

- 

diclinous 

antheridium (av. 

7.0x8.6) 

av. = average 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.1 (ต5อ)  

ไอโซเลท 

การเจริญของอาหาร 

แต5ละชนิด (วัน) 
โครงสรCางส5วนขยายพันธุGที่พบ 

V8A PDA CMA 
เสCนใย 

(um) 

Sporangia  

(um, กวCาง × ยาว) 

Oogonia  

(um, กวCาง × ยาว) 

Oospore  

(um, กวCาง × ยาว) 
Antheridia  

NS-1 3 3 3 (av. 3.2) 

Subglobose or Obovoid, non-

papillate sporangia (av. 19.8x27.7) 

with more than 1 discharge tubes 

(av. 3.8x12.2) 

 Smooth wall (av. 

24.9x25.3) 

Aplerotic oospores (av. 

23.0x23.7) thick wall (av. 2.5) 

1 antheridium 

/oogonium, 

diclinous 

antheridium  

NS-2 3 3 3 - small globose sporangium  - - -  

NS-3 3 3 3 
(av. 5.2) 

Globose sporangium (av. 18.6x18.4) 

and zoospore (av.5.9x8.8) 
Smooth wall (av. 21.2x21.5) 

Aplerotic oospores (av. 

17.2x18.9) and thick wall (av. 

2.4) 

  1-3 

antheridium 

per oogonium NS-4 3 3 3 

NL-5 3 3 3 - - - - - 

av. = average 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.1 (ต5อ)  

ไอโซเลท 

การเจริญของอาหาร 

แต5ละชนิด (วัน) 
โครงสรCางส5วนขยายพันธุGที่พบ 

V8A PDA CMA 
เสCนใย  

(um) 

Sporangia  

(um, กวCาง × ยาว) 

Oogonia  

(um, กวCาง × ยาว) 

Oospore  

(um, กวCาง × ยาว) 
Antheridia  

NL-6 3 3 3 (av. 6.0) 
Globose and non-proliferating 

sporangia (av. 25.5x24.9) 
- - - 

NL-7 3 3 3 (av. 4.6) 

Small globose and non-

proliferating sporangia (av.18.6 

x21.3) 

- 

Aplerotic and Smooth wall 

(av. 18.4x19.0)  and thick 

wall (av. 1.7) 

1 antheridium 

/oogonium 

NS-8 3 3 3 (av. 4.1) 

Small globose sporangium 

(av.20.0x20.3) and non-

proliferating sporangium 

- 

Smooth wall, 

Aplerotic oospores (av. 

18.2x19.1) and thick wall (av. 

2.9) 

1 antheridium 

/oogonium 

NS-9 3 4 4 (av. 5.2) 

Globose sporangium (av. 

18.6x18.4) and zoospore 

(av.5.9x8.8) 

Smooth wall (av. 21.2x21.5) 

Aplerotic oospores (av. 

17.2x18.9) and thick wall (av. 

2.4) 

  1-3 antheridium 

per oogonium 

av. = average 

 

36 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.1 (ต5อ)  

ไอโซเลท 

การเจริญของอาหาร 

แต5ละชนิด (วัน) 
โครงสรCางส5วนขยายพันธุGที่พบ 

V8A PDA CMA 
เสCนใย 

(um) 

Sporangia  

(um, กวCาง × ยาว) 

Oogonia  

(um, กวCาง × ยาว) 

Oospore  

(um, กวCาง × ยาว) 
Antheridia  

NS-10 3 3 3 (av. 5.8) 

Catenulate globose (av. 

18.3x18.4) and non-proliferating 

sporangia, zoospore (av. 5.8x6.9) 

- 

Plerotic oospores, Smooth 

wall (av.15.4x16.6) with thin-

walled (av. 1.1)  

- 

NS-11 2 3 3 - 
Globose sporangium 

(av.22.8x24.1)  

Smooth wall (av. 27.2x29.0) 

and thick wall (av. 3.2) with 

elongate antheridium 

Aplerotic oospores, Smooth 

wall (av.28.7x29.3) with thin-

walled (av. 2.1) 

1 antheridium 

/oogonium 

NL-12 3 3 3 - 

Small globose and non-

proliferating sporangia 

(av.17.1x18.6), papilla (av. 

5.9x2.5)  

- - - 

av. = average 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.1 (ต5อ) 

ไอโซเลท 

การเจริญของอาหาร 

แต5ละชนิด (วัน) 
โครงสรCางส5วนขยายพันธุGที่พบ 

V8A PDA CMA 
เสCนใย 

(um) 

Sporangia  

(um, กวCาง × ยาว) 

Oogonia  

(um, กวCาง × ยาว) 

Oospore  

(um, กวCาง × ยาว) 
Antheridia  

NL-13 2 2 2 (av. 4.1) 

Small globose sporangium 

(av.19.4x20.1) and non-

proliferating sporangium 

Smooth wall (av. 14.4x14.6) 

and thick wall (av. 1.6) 
- 

1 

antheridium 

/oogonium  

NL-14 4 3 3 - Small globose sporangia  -  
Aplerotic oospores, 

Smooth wall 
-  

NL-15 2 2 2 (av. 5.9) 
Catenulate globose sporangium 

(av. 23.2x25.5) 
- - - 

NL-16 2 2 2 - Small globose sporangia  - 
Plerotic oospores, Smooth 

wall 
- 

NL-17 2 2 2 - - - 
Aplerotic oospores, 

Smooth wall 
- 

av. = average 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.1 (ต5อ) 

ไอโซเลท 

การเจริญของอาหาร 

แต5ละชนิด (วัน) 
โครงสรCางส5วนขยายพันธุGที่พบ 

V8A PDA CMA 
เสCนใย 

(um) 
Sporangia (um, กวCาง × ยาว) Oogonia (um, กวCาง × ยาว) Oospore (um, กวCาง × ยาว) Antheridia  

NL-18 2 2 2 (av. 5.2) 

Subglobose sporangium, 

proliferous sporangium (av. 

25.5x27.9) with papillae (av. 

4.8x4.9) and discharge tubes 

arising apically (av. 6.5x20.4) 

 Aplerotic, smooth wall (av. 

15.8x15.6) 
- 

1 antheridium per 

oogonium winding 

around the 

oogonial stalk (av. 

3.5x8.0) 

NL-19 3 3 3 (av. 5.2) 

Globose sporangium (av. 

18.6x18.4) and zoospore 

(av.5.9x8.8) 

Smooth wall (av. 21.2x21.5) 

Aplerotic oospores (av. 

17.2x18.9) and thick wall 

(av. 2.4) 

  1-3 antheridium 

per oogonium 

NS-20 3 3 3 (av. 3.6) 

Globose sporangium (av. 

19.0x18.2) with zoospore (av. 

7.8x9.9) 

Smooth wall (av. 15.2x16.4) 

Aplerotic oospores (av. 

18.7x19.3) and thick wall 

(av. 1.9) 

monoclinous 

antheridium 

NS-21 3 3 3   Small globose sporangia   
Aplerotic oospores, 

Smooth wall 
  

av. = average 
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 4.1 ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท KS-18 (Globisporangium  nunn) โดยรูป A-C: 

ลักษณะของโคโลนีบนอาหาร V8A(A), PDA(B) และ CMA(C) ที ่อายุ 6 วัน D-H: 

oogonium และ antheridium (scale bar= 10 um); I: เส%นใย (scale bar= 10 um); 

ลูกศรสีดำแสดงให%เห็นถึง antheridium 

A B C 

D E F 

G H I 

Diclinous antheridia 

 

Antheridium 

 

Antheridium 

 

Antheridium 

 

Oogonium 

Oogonium 

Diclinous antheridia 

 

Oogonium 

Oogonium 
Oogonium 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 4.2 ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท KS-17 (Pythium acanthicum) โดยรูป A-C: 

ลักษณะของโคโลนีบนอาหาร V8A(A), PDA(B) และ CMA(C) ที ่อายุ 6 วัน; D-

I: oogonia และ antheridium (scale bar= 10 um); ลูกศรสีดำแสดงให%เห็นถึง 

antheridium 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B C 

D E F 

G H I 

Ornamented oogonium 

 

Ornamented oogonium 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 4.3 ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท NS-1 (Phytopythium chamaehyphon) โดยรูป 

A-C: ลักษณะของโคโลนีบนอาหาร V8A(A), PDA(B) และ CMA(C) ที่อายุ 6 วัน; D-E: 

sporangium ที่กำลังสร%าง vesicle (scale bar= 20 um); F-G: sporangium และ 

discharge tube (scale bar= 10 um); H: oospore (scale bar= 10 um); I: 

oogonium (scale bar= 10 um); ลูกศรสีดำแสดงให%เห็นถึง antheridium 

A B C 

D E F 

G H I 

Sporangium Sporangium 

Sporangium Vesicle 

Discharge tubes 

Oogonium 

 Oospore 
Sporangium 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 4.4 ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท KS-9, KS-11 และ NS-20 (Phytopythium  

cucurbitacearum) A-C: ลักษณะของโคโลนีบนอาหาร V8A(A), PDA(B) และ CMA(C) 

ที ่อายุ 6 วัน; D: sporangium ที ่กำลังสร%าง vesicle (scale bar= 20 um); E: 

zoospores ท่ีปลดปลAอยจากถุง vesicle (scale bar= 20 um); F-G: oospore (scale 

bar= 10 um); H-I: oogonium และ antheridium (scale bar= 10 um); ลูกศรสีดำ

แสดงให%เห็นถึง antheridium 
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Oospore 
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Vesicle 

Oogonium 

 

Oogonium 

 

Zoospores 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 4.5 ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท KS-1–KS-6 (Phytopythium species D37) A-C:  

ลักษณะของโคโลนีบนอาหาร V8A (A), PDA (B) และ CMA (C) ที ่อายุ 6 วัน; D-E: 

sporangia ที่สร%างจาก vesicle (scale bar= 10 um); F: sporangium และ discharged 

tube (scale bar= 10 um); G: sporangia และทAอ discharge tube (scale bar= 20 

um); H: sporangium และการยืดของ papilla (scale bar= 10 um); I: oospore (scale 

bar= 10 um) 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 4.6 ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท KS-13, NL-15, NL-16, NL-17 และ NL-18 

(Phytopythium helicoides) A-C: ลักษณะของโคโลนีบนอาหาร V8A(A), PDA(B) และ 

CMA(C) ที ่อายุ 6 วัน; D-E: papillate sporangium (scale bar= 20 um); F-

G: sporangium และการยืดของ papilla (scale bar= 20 um); H: Empty sporangium 

(scale bar= 20 um); I: Antheridium ที่พันรอบก%าน oogonial; ลูกศรสีดำแสดงให%เห็น

ถึง antheridium 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B C 

D E F 

G H I 

papillate sporangium 

Empty sporangium 

 Sporangium 

Oogonium 

 

Outgrowing papilla 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 4.7  ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท KS-14 (Phytopythium helicoides) โดยรูป A-C: 

ลักษณะของโคโลนีบนอาหาร V8A(A), PDA(B) และ CMA(C) ที่อายุ 6 วัน; D-F:  

sporangium แบบ ovoid (scale bar= 10 um); G-I: sporangium แบบ globose 

(scale bar= 10 um); J: sporangium กับ discharge tube (scale bar= 20 um); 

K: ถุง sporangium และ discharge tube (scale bar= 10 um); L: oogonium กAอ

ตัวในถุง sporangium (scale bar= 10 um); ลูกศรสีดำแสดงให%เห็นถึง antheridium 

A B C 

D E F 

G H I 

J L K 

 Sporangium 

 Sporangium 

 Sporangium 

 Sporangium 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที่ 4.8 ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท NS-11 (Phytopythium helicoides) โดยรูป A-C: 

ลักษณะของโคโลนีบนอาหาร V8A(A), PDA(B) และ CMA(C) ที่อายุ 6 วัน; D-F: 

oogonium และ cylindrical antheridium (scale bar= 10 um); G-I: oospore 

(scale bar= 10 um); J-K: oogonia และ antheridium (scale bar= 20 um); L: 

sporangia กับ vesicle ท่ีมี zoospore (scale bar= 20 um); ลูกศรสีดำแสดงให%เห็น

ถึง antheridium 

A B C 

D E F 

G H I 

J K L 

Sporangium 

Oospore Oospore 

Oogonium 

Oogonium 

Oogonia 
Oogonia 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 4.9 ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท NL-6 (Phytopythium iriomotense) โดยรูป A-C: 

ลักษณะของโคโลนีบนอาหาร V8A(A), PDA(B) และ CMA(C) ที่อายุ 6 วัน; D: แขนง

ของเส%นใย (scale bar= 20 um); E: sporangium (scale bar= 20 um); F: 

contiguous sporangium (scale bar=20 um); G: sporangium (scale bar= 20 

um); H: internal proliferating sporangium (scale bar= 20 um); I: empty 

sporangium (scale bar= 20 um); ลูกศรสีดำแสดงให%เห็นถึง antheridium 
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G H I Empty sporangium Internal proliferating  

sporangium 

Sporangium 

Sporangium 

Sporangium 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 4.10 ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท KS-15 และ KS-16 (Pythium torulosum) โดย

รูป A-C: ลักษณะของโคโลนีบนอาหาร V8A(A), PDA(B) และ CMA(C) ที่อายุ 6 วัน; 

D-F: sporangium แบบ inflated (scale bar= 20 um); G-H: oogonia (scale 

bar= 20 um); I: oospores (scale bar= 10 um); ล ูกศรสีดำแสดงให%เห ็นถึง 

antheridium 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 4.11 ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท KS-7, KS-8 และ KS-12 (Phytopythium  

vexans) โดยรูป A-C: ลักษณะของโคโลนีบนอาหาร V8A(A), PDA(B) และ CMA(C) 

ที่อายุ 6 วัน; D: sporangium ที่กำลังสร%าง vesicle (scale bar= 20 um); E-F: 

sporangium ที่กำลังปลดปลAอย zoospores (scale bar= 20 um); G: empty 

sporangium (scale bar= 20 um); H: sporangium (scale bar= 20 um); I: 

oogonium และ antheridium (scale bar= 10); J : oogonium และ 

antheridium (scale bar= 20 um); K-L: oospore (scale bar= 10 um); ลูกศรสี

ดำแสดงให%เห็นถึง antheridium 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 4.12 ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท NS-3, NS-4 และ NS-9 (Phytopythium vexans) โดย

รูป A-C: ลักษณะของโคโลนีบนอาหาร V8A(A), PDA(B) และ CMA(C) ที่อายุ 6 วัน; D: 

sporangium ที่กำลังปลดปลAอย zoospores (scale bar= 20 um); E-H: oogonium 

และ antheridium (scale bar= 20 um); I: oospores (scale bar= 10 um); ลูกศรสีดำ

แสดงให%เห็นถึง antheridium 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที่ 4.13 ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท NL-19 (Phytopythium vexans) โดยรูป A-C: 

ลักษณะของโคโลนีบนอาหาร V8A(A), PDA(B) และ CMA(C) ที ่อายุ 6 วัน; D-G:  

oogonium และ antheridium (scale bar= 20 um); H: sporangium (scale bar= 

20); J-L: sporangium (scale bar= 10 um); ลูกศรสีดำแสดงให%เห็นถึง antheridium 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 4.14 ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท KS-10 (Phytopythium spp.) โดยรูป A-C: ลักษณะของ

โคโลนีบนอาหาร V8A(A), PDA(B) และ CMA(C) ท่ีอายุ 6 วัน; D-I: oogonium และ 

hyphogynous antheridium (scale bar= 10 um); J: oospore (scale bar= 10 um); 

K: sporangium (scale bar= 10 um); L: เส%นใยท่ีพองบวม ( scale bar= 10 um); ลูกศร

สีดำแสดงให%เห็นถึง antheridium 
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Oospore 
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Oogonium 

Oogonium 

Oogonium 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 4.15 ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท NL-12 (Phytopythium spp.) โดยรูป A-C: ลักษณะ

ของโคโลนีบนอาหาร V8A(A), PDA(B) และ CMA(C) ท่ีอายุ 6 วัน; D: oogonium (scale 

bar= 20 um); E: sporangium แบบ ovoid (scale bar= 20 um); F: sporangium 

แบบ sub globose มี papillae (scale bar= 20 um); G-I: sporangium แบบ sub 

globose (scale bar= 20 um); J-L: sporangium แบบ sub globose (scale bar= 10 

um) 
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G H I 

J K L 

Sporangium 

Sporangium 

with papillae 

Sporangium 

Sporangia 

Sporangia 

Sporangium 

oogonium 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที่ 4.16 ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท NS-21 (Phytopythium spp.) โดยรูป A-C: 

ลักษณะของโคโลนีบนอาหาร V8A(A), PDA(B) และ CMA(C) ที ่อายุ 6 วัน; D: 

sporangium (scale bar= 20 um); E: sporangium ที่กำลังจะปลAอย zoospore 

(scale bar= 20 um); F: sporangium ที่กำลังปลดปลAอย zoospores (scale bar= 

20 um); G-H: oogonium และ antheridium (scale bar= 20 um); I: oospore; 

J-K: oospore (scale bar= 10 um); L: plerotic oospore (scale bar= 20 um); 

ลูกศรสีดำแสดงให%เห็นถึง antheridium 
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Oospore 

Oogonia 

Oogonium Oogonium 

Oogonium 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 4.17 ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท NS-10 (Phytopythium spp.) โดยรูป A-C: ลักษณะ

ของโคโลนีบนอาหาร V8A(A), PDA(B) และ CMA(C) ท่ีอายุ 6 วัน; D-F: oogonium 

(scale bar= 10 um); G: sporangium (scale bar= 10);  H-L: sporangium (scale 

bar= 20) 
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J L K 
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Oogonia 

Sporangia 

Sporangium Sporangium Sporangium 

Sporangium 
Sporangium 

Oogonia 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที่ 4.18 ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท NS-2 (Pythium spp.) โดยรูป A-C: ลักษณะของ

โคโลนีบนอาหาร V8A(A), PDA(B) และ CMA(C) ที่อายุ 6 วัน; D-F: sporangium 

(scale bar= 20 um); G-L: oogonium และ antheridium (scale bar= 10 um); 

ลูกศรสีดำแสดงให%เห็นถึง antheridium 

A B C 

D E F 

G H I 

J K L 

Sporangium Sporangium 

Sporangia 

Oogonia Oogonia 

Oogonium 

Oogonium 

Oogonium Oogonium 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพท่ี 4.19 ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท NL-7 (Phytopythium spp.) โดยรูป A-C: ลักษณะ

ของโคโลนีบนอาหาร V8A(A), PDA(B) และ CMA(C) ท่ีอายุ 6 วัน; D-G: oogonium 

และ antheridium (scale bar= 20 um); H-I: oospore (scale bar= 20 um); J: 

sporangium (scale bar= 20 um); K-L: Catenulate globose sporangia (scale 

bar= 20 um); ลูกศรสีดำแสดงให%เห็นถึง antheridium 

A B C 

D E F 

G H I 

J K L 

Oogonium Oogonium 

Oogonium 

Sporangia 

Sporangia Sporangium 

Oospore Oospore 

Oogonia 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที่ 4.20 ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท NL-13 (Phytopythium spp.) โดยรูป A-C: 

ลักษณะของโคโลนีบนอาหาร V8A(A), PDA(B) และ CMA(C) ที่อายุ 6 วัน; D-F: 

oogonium และ antheridium (scale bar= 10 um); G: oospore (scale bar= 

10 um); H-L: sporangia (scale bar= 20 um); ลูกศรสีดำแสดงให%เห็นถึง 

antheridium 

A B C 

D E F 

G H I 

J K L 

Oogonium 

Oogonium 

Oogonium 

Oospore 

Sporangium Sporangium 

Sporangium 

Sporangium 
Sporangium 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาพที่ 4.21 ลักษณะทางสัณฐานของไอโซเลท NS-8 (Pythium spp.) โดยรูป A-C: ลักษณะของ

โคโลนีบนอาหาร  V8A(A), PDA(B) และ CMA(C) ที ่อายุ 6 วัน; D-E: oogonium 

และ antheridium (scale bar= 10 um); F-G: sporangium (scale bar= 20 um); 

H: sporangium ท่ีกำลังจะปลAอย zoospore (scale bar= 20 um); I: sporangium 

ท ี ่ปล Aอย zoospore แล %ว (scale bar= 20 um); ล ูกศรส ีดำแสดงให % เห ็นถึง 

antheridium 

A B C 

D E F 

G H I 

Sporangia 

Sporangia 

Sporangium Sporangium 

Oogonium 

Oogonium 

Empty 

Sporangia 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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      4.1.2 การทดสอบความสามารถในการกAอโรค (Pathogenicity test) 

   จากการทดสอบความสามารถในการกAอโรคแสดงให%เห็นวAาเชื ้อไอโซเลทตAางๆ ที ่เก็บ

รวบรวมได%จากสภาพแวดล%อมธรรมชาติ เมื่อนำมาทดสอบบนพืชอาศัยใบเลี้ยงเดี่ยว คือ ข%าวโพด และ

ใบเลี้ยงคูA คือ มะเขือเทศ และแตงกวา ซึ่งเป.นพืชที่อAอนแอตAอเชื้อ Pythium spp. โดยทดสอบทั้งใน

เมล็ดและต%นกล%า เมื่อทำการสังเกตุใต%กล%องจะพบการเจริญของเส%นใยและสAวนขยายพันธุ9บริเวณ

เนื้อเยื่อที่ถูกเข%าทำลาย พบอาการเนAา ไมAงอก และมีการปกคลุมของเส%นใยสีขาวในเมล็ดพันธุ9 และพบ

การเข%าทำลายแทรกซ%อนจากแบคทีเรีย ทำให%เมล็ดเนAาเละ มีกลิ่น และเป.นเมือก (ภาพที่ 4.22 และ 

4.23) โดยทั่วไปเชื้อ Pythuim spp. สามารถเจริญเติบโตเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อได%ภายใน 2-4 วัน 

(ตารางท่ี 4.1) แตAการแสดงอาการบนพืชระยะเวลาอาจตAางออกไป ดังน้ันการทดสอบความสามารถใน

การกAอโรคจึงเก็บผลท่ี 14 วัน การทดสอบในเมล็ดพันธุ9 3 ชนิด (Pre-emergences) ได%แกA เมล็ด

ข%าวโพด เมล็ดมะเขือเทศ และเมล็ดถั่วเขียว พบวAาทั้ง 3 ชนิดเทียบกับชุดควบคุมที่ไมAได%ทำการปลูก

เชื้อ และชุดควบคุมที่ปลูกเชื้อสป�ชีส9รุนแรง มีดัชนีความรุนแรงโรค (SVI) อยูAที่ 26-92 ขึ้นอยูAกับแตAละ

ไอโซเลท โดยพบไอโซเลทที่มีดัชนีความรุนแรงของโรคอยูAในระดับต่ำกวAา 20 จำนวน 5 ไอโซเลท 

ได%แกA KS-10, NS-1, NS-4, NL-6, NL-7 มีความรุนแรงของโรคเทAากับ 26.6, 26.6, 28.0, 29.3 และ 

29.3 ตามลำดับ การทดสอบโรคในต%นกล%า (Post-emergences) พบวAาไอโซเลทที่ทำการทดสอบมีดัชนี

ความรุนแรงโรค (SVI) อยูAที่ 13.3-41.6 เทAานั้น โดยพบลักษณะอาการโคนต%นและรากของต%นกล%าเนAา

และรากมีการเจริญน%อยลงและมีน้ำหนักลดลง จากการทดสอบไอโซเลทที่ดัชนีความรุนแรงโรค (SVI) 

ต่ำกวAา 20 จำนวน 6 ไอโซเลท ได%แกA KS-5, KS-11, KS-15, NS-3, NS-9 และ NL-19 มีความรุนแรง

ของโรคเทAากับ 20.6, 13.3, 15.0, 13.3, 20.0 และ 18.3 ตามลำดับ (ตารางท่ี 4.2)  

สำหรับน้ำหนักต%นกล%าข%าวโพด มะเขือเทศ และถั่วเขียว หลังจากการปลูกเชื้อพบวAา KS-5 มี

น้ำหนักรวมเทAากับ 1.4 g, 0.2 g และ 0.8 g ตามลำดับ KS-11 มีน้ำหนักรวมเทAากับ 1.7 g, 0.1 g และ 

0.7 g ตามลำดับ KS-15 มีน้ำหนักรวมเทAากับ 1.7 g 0.1 g และ 0.9 g ตามลำดับ NS-3 มีน้ำหนักรวม

เทAากับ 1.3 g, 0.1 g และ 0.8 g ตามลำดับ NS-9 มีน้ำหนักรวมเทAากับ 1.1 g, 0.1 g และ 0.8 g 

ตามลำดับ NL-19 มีน้ำหนักรวมเทAากับ 1.4 g, 0.1 g และ 0.6 g ตามลำดับ เมื่อเทียบกับชุดควบคุมท่ี

ไมAทำการปลูกเชื้อมีน้ำหนักรวมเทAากับ 2.2 g, 0.2 g และ 1.0 g ตามลำดับและชุดควบคุมที่ทำการ

ปลูกเช้ือ Pythuim spp. มีน้ำหนักรวมเทAากับ 0.9 g, 0.0 g และ 0.7 g ตามลำดับ (ตารางท่ี 4.3)  

การศึกษาน้ีแสดงให%เห็นวAาเชื้อ Pythuim spp. และ Phytopythium spp. ท่ีรวบรวมได%จาก

ตัวอยAางดิน น้ำ และเศษซากพืชในพื้นที่ธรรมชาติ เมื่อทำการทดสอบโรคพบวAาเชื้อที่ได%กAอโรคไมA

รุนแรง โดยสAวนใหญAทำให%เกิดโรคในเมล็ดพันธุ9ระดับปานกลาง และกAอโรคในต%นกล%าในระดับต่ำ ซึ่งมี

ความแตกตAางอยAางมีนัยสำคัญเมื่อเปรียบเทียบกับไอโซเลทที่เป.นชุดควบคุมที่ปลูกเชื้อ Pythuim 

spp. สป�ชีส9รุนแรง ดังนั้นจึงได%คัดเลือกไอโซเลทที่จัดเป.น hypo-virulent strain จำนวน 6 ไอโซเลท 

ได%แกA KS-5, KS-11, KS-15, NS-3, NS-9 และ NL-19  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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อยAางไรก็ตามเชื้อในกลุAม oomycetes ซึ่งจัดเป.นสิ่งมีชีวิตคล%ายราท่ีบAงชี้วAามีความเกี่ยวข%อง

อยAางใกล%ชิดกับสาหรAายมากกวAาเชื้อราที่แท%จริง สามารถอาศัยอยูAได%ในสภาพแวดล%อมที่หลากหลาย มี

หลายรายงานที่พบเชื้อ Pythium spp. ดำรงชีวิตอยูAได%ในธรรมชาติ เชAน รายงานของ Uzuhashi et 

al. (2015) พบ Pythium spp. 4 สป�ชีส9ในน้ำจืด ในประเทศญี ่ปุ �น รายงานของ Nam and Choi. 

(2019) ที่พบ Phytopythium spp. 8 สป�ชีส9จากตะกอนดิน สาหรAายและซากพืชที่เนAาเป¾³อยในลำธาร

น้ำจืดของประเทศเกาหลี รายงานของ Senda et al. (2009) แยก Pythium sendicosum และ P. 

takayamanum ได%จากดินป�าเขตหนาวในญี่ปุ�น รายงานของ Slavov (2018) ที่แยก Pythium spp. 

ได%จากแหลAงน้ำ พื้นที่เพาะปลูกและดินป�าของประเทศบัลแกเรีย เป.นต%น ซึ่งนอกจากไมAกAอโรคแล%ว

บางสป�ชีส9สามารถยับยั้งการเกิดโรคใช%เป.นเชื้อจุลินทรีย9ปฏิปkกษ9 (Brozova, 2002; Gerbore et al., 

2014) ชักนำให%เกิดความต%านทานในพืชได%อีกด%วย (Akenaka and Tamagake, 2009)  

 

 
 

 

 

 

 

 

   

 

     

 

ภาพท่ี 4.22 ลักษณะการเข%าทำลายของเชื้อ Pythium spp.บริเวณเนื้อเยื่อพืช A: เส%นใยท่ี

แทงเข%าเนื้อเยื่อพืช; B-C: สAวนขยายพันธุ9ของเชื้อที่แทรกอยูAภายในเนื้อเยื่อพืช; 

D-F: พืชท่ีแสดงอาการหลังการเข%าทำลาย 

 

A B C 

D E F 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพท่ี 4.23 ระดับความรุนแรงที่เข%าทำลายเมล็ดพันธุ9และต%นกล%าพืชทดสอบ ระดับ 0 = ไมAแสดง

อาการโรค, ระดับ 1 = รากจำนวนน%อยลงมีอาการเนAาหรือช้ำเพียงเล็กน%อย (1-

25%), ระดับ 2 = รากและโคนต%นเกิดอาการเนAาเป.นสีน้ำตาล (26-50%), ระดับ 3 = 

เกิดอาการเนAาลุกลามบริเวณรากและโคนต%นอยAางชัดเจน (50-75%), ระดับ 4 = ราก

และต%นเกิดอาการเนAาทั้งระบบใบและต%นเป.นสีเขียวเหลือง-น้ำตาล (76-100%), 

ระดับ 5 = ต%นตาย. A= เมล็ดข%าวโพด B= เมล็ดมะเขือเทศ C= เมล็ดถั่วเขียว D= 

ต%นกล%าข%าวโพด E= ต%นกล%ามะเขือเทศ F= ต%นกล%าถ่ัวเขียว 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.2 ผลทดสอบความรุนแรงในการกAอโรคของ Pythium sp. และ Phytopythium sp. ไอโซเลทตAางๆ ท่ีแยกได% เพ่ือจัดกลุAม Non-pathogenic หรือ hypovirulence strain  

ไอโซเลท 

Pre-emergences Post-emergences 

มะเขือเทศ ถ่ัวเขียว ข%าวโพด 
SVI 

มะเขือเทศ ถ่ัวเขียว ข%าวโพด 
SVI 

DS DI DS DI DS DI DS DI DS DI DS DI 

ชุดควบคุมไมAปลูกเช้ือ 0 0 0 0 0 0 0.0 i 0 0 0 0 0 0 0.0 h 

ชุดควบคุมปลูกเช้ือ 100 100 100 100 100 100 100.0 j 100 100 50 100 50 100 66.6 a 

KS-1 48 60 36 100 100 100 61.3 a-h 20 100 20 100 50 100 30.0 b-f 

KS-2 88 40 20 80 100 100 69.3 a-d 20 100 10 50 45 100 25.0 c-g 

KS-3 88 60 88 100 100 100 92.0 a 25 100 0 0 55 100 26.6 b-g 

KS-4 36 60 20 100 44 60 33.3 e-h 20 100 10 50 50 100 26.6 b-g 

KS-5 44 80 16 60 60 60 40.0 c-h 15 75 5 50 45 100 20.6 d-g 

KS-6 92 100 32 100 100 100 74.6 a-c 20 100 20 100 45 100 28.3 b-g 

KS-7 4 20 80 100 80 80 54.6 b-h 40 100 35 100 40 100 38.3 b 

KS-8 16 60 40 100 80 80 45.3 c-h 20 100 10 50 45 100 25.0 c-g 

KS-9 40 100 20 60 96 100 52.0 b-h 20 100 35 100 55 100 36.6 b-d 

KS-10 0 0 12 60 68 80 26.6 h-i 20 100 20 100 50 100 30.0 b-f 

KS-11 68 100 12 60 100 100 60.0 a-h 5 25 10 75 25 100 13.3 g-h 

Severity index (SVI), Disease severity (%DS), Disease Incidence (%DI)  
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ตารางท่ี 4.2 (ตAอ) 

ไอโซเลท 

Pre-emergences Post-emergences 

มะเขือเทศ ถ่ัวเขียว ข%าวโพด 
SVI 

มะเขือเทศ ถ่ัวเขียว ข%าวโพด 
SVI 

DS DI DS DI DS DI DS DI DS DI DS DI 

KS-12 92 100 8 40 80 80 60.0 a-h 20 100 20 75 25 75 21.6 d-g 

KS-13 92 100 64 100 100 100 85.3 a-b 35 100 25 100 65 100 41.6 b 

KS-14 32 40 20 100 88 100 46.6 c-h 20 100 15 75 40 100 25.0 c-g 

KS-15 52 60 24 80 80 80 52.0 b-h 25 100 0 0 20 100 15.0 f-g 

KS-16 56 60 16 80 100 100 57.3 b-h 20 100 10 50 50 100 26.6 b-g 

KS-17 36 40 12 60 68 100 38.6 d-h 40 100 5 25 30 100 25.0 c-g 

KS-18 0 0 16 40 100 100 38.6 d-h 25 100 15 75 50 100 30.0 b-f 

NS-1 20 40 20 60 40 40 26.6 h-i 40 100 15 75 10 75 21.6 d-g 

NS-2 60 100 24 80 84 100 56.0 b-h 25 100 25 100 50 100 33.3 b-e 

NS-3 68 100 32 100 100 100 66.6 a-e 15 75 5 25 20 75 13.3 g-h 

NS-4 0 0 16 80 68 80 28.0 g-i 20 100 5 25 40 75 21.6 d-g 

NL-5 20 20 12 60 84 100 38.6 d-h 25 100 5 25 45 100 25.0 c-g 

NL-6 24 40 32 100 32 80 29.3 f-i 35 100 15 50 50 100 33.3 b-e 

Severity index (SVI), Disease severity (%DS), Disease Incidence (%DI) 
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ตารางท่ี 4.2 (ตAอ)  

ไอโซเลท 

Pre-emergences Post-emergences 

มะเขือเทศ ถ่ัวเขียว ข%าวโพด 
SVI 

มะเขือเทศ ถ่ัวเขียว ข%าวโพด 
SVI 

DS DI DS DI DS DI DS DI DS DI DS DI 

NL-7 28 60 20 80 40 40 29.3 f-i 15 75 25 75 50 100 30.0 b-f 

NS-8 68 80 40 100 80 80 62.6 a-g 20 100 10 50 50 100 26.6 b-g 

NS-9 60 80 32 100 100 100 64.0 a-f 25 100 5 25 30 100 20.0 e-g 

NS-10 8 40 32 100 100 100 46.6 c-h 35 100 20 100 30 100 28.3 b-g 

NS-11 64 60 28 100 72 80 54.6 b-h 15 75 15 75 65 100 31.6 b-e 

NL-12 56 100 12 40 80 100 49.3 c-h 20 100 25 100 45 100 30.0 b-f 

NL-13 56 80 24 100 80 80 53.3 b-h 15 75 40 100 55 100 36.6 b-d 

NL-14 52 100 32 100 92 100 58.6 a-h 20 100 20 75 55 100 31.6 b-e 

NL15 20 40 20 60 100 100 46.6 c-h 15 75 30 100 40 100 28.3 b-g 

NL16 84 100 88 100 84 100 85.3 a-b 20 75 20 75 30 100 23.3 c-g 

NL17 84 100 28 80 100 100 70.6 a-d 15 100 15 75 45 100 25.0 c-g 

NL18 80 100 12 40 100 100 64.0 a-f 30 100 10 50 40 100 26.6 b-g 

NL-19 76 100 20 60 80 80 58.6 a-h 20 100 10 50 25 100 18.3 e-g 

Severity index (SVI), Disease severity (%DS), Disease Incidence (%DI)  
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ตารางท่ี 4.2 (ตAอ) 

ไอโซเลท 

Pre-emergences Post-emergences 

มะเขือเทศ ถ่ัวเขียว ข%าวโพด 
SVI 

มะเขือเทศ ถ่ัวเขียว ข%าวโพด 
SVI 

DS DI DS DI DS DI DS DI DS DI DS DI 

NS-20 88 100 12 60 100 100 66.6 a-e 15 75 15 75 65 100 31.6 b-e 

NS-21 20 60 96 100 100 100 72.0 a-d 20 100 5 25 40 100 21.6 d-g 

C.V. (%)       32.4       29.6 
1DI (Disease Incidence %) = (จำนวนต%นท่ีเกิดโรค / จำนวนต%นท้ังหมด) x100 
2DS (Disease severity %) = ผลรวมของ (คะแนนการเป.นโรค x จำนวนต%นท่ีเป.นโรค) / (คะแนนโรคสูงสุด x จำนวนต%นท้ังหมด) x100 
3Severity index (SVI) = ผลรวมของ (Disease severity / จำนวนท้ังหมด)  
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ตารางท่ี 4.3 น้ำหนักต%นกล%าแตAละชนิดหลังการปลูกเช้ือทดสอบไอโซเลทตAางๆ เพ่ือจัดกลุAม Non-pathogenic หรือ hypovirulence strain 

ไอโซเลท 
ต%นกล%าข%าวโพด (g) ต%นกล%ามะเขือเทศ (g) ต%นกล%าถ่ัวเขียว (g) 

น้ำหนักต%น น้ำหนักราก น้ำหนักรวม น้ำหนักต%น น้ำหนักราก น้ำหนักรวม น้ำหนักต%น น้ำหนักราก น้ำหนักรวม 

ชุดควบคุมไมAปลูกเช้ือ 1.3 a 0.7 a-c 2.2 a 0.2 a 0.05 a 0.2 a 0.8 a 0.2 a-b 1.0 a 

ชุดควบคุมปลูกเช้ือ 0.4 c-e 0.4 b-d 0.9 b-c 0.0 c 0.00 d 0.0 d 0.6 a-c 0.0 e 0.7 b-f 

KS-1 0.6 b-e 0.5 a-d 1.3 b-c 0.1 b 0.00 d 0.1 b-c 0.4 d-e 0.1 d-e 0.5 e-f 

KS-2 0.5 b-e 0.5 a-d 1.0 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.5 b-e 0.1 a-d 0.6 b-f 

KS-3 0.4 c-e 0.4 a-d 0.9 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.5 b-e 0.1 b-e 0.6 b-f 

KS-4 0.7 b-e 0.5 a-d 1.3 b-c 0.1 b 0.01 d 0.1 b-c 0.5 b-e 0.1 b-d 0.7 b-f 

KS-5 0.8 b-e 0.6 a-d 1.4 b-c 0.1 b 0.04 a-b 0.2 b 0.6 a-c 0.1 a-d 0.8 a-d 

KS-6 0.6 b-e 0.4 a-d 1.0 b-c 0.1 b 0.03 a-c 0.1 b-c 0.6 a-e 0.1 b-e 0.7 b-f 

KS-7 0.7 b-e 0.4 a-d 1.2 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.3 e 0.1 d-e 0.5 f 

KS-8 0.7 b-e 0.5 a-d 1.2 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.5 b-e 0.1 a-d 0.7 b-f 

KS-9 0.6 b-e 0.5 a-d 1.1 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.5 b-e 0.1 d-e 0.6 d-f 

KS-10 0.5 b-e 0.3 b-d 0.9 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.5 b-e 0.1 d-e 0.6 b-f 

KS-11 1.0a-b 0.6 a-d 1.7 a-b 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.6 a-d 0.1 b-d 0.7 a-f 

KS-12 0.8 b-e 0.6 a-d 1.4 b-c 0.1 b 0.00 d 0.1 b-c 0.5 b-e 0.1 b-e 0.6 b-f 
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ตารางท่ี 4.3 (ตAอ) 

ไอโซเลท 
ต%นกล%าข%าวโพด (g) ต%นกล%ามะเขือเทศ (g) ต%นกล%าถ่ัวเขียว (g) 

น้ำหนักต%น น้ำหนักราก น้ำหนักรวม น้ำหนักต%น น้ำหนักราก น้ำหนักรวม น้ำหนักต%น น้ำหนักราก น้ำหนักรวม 

KS-14 0.6 b-e 0.6 a-d 1.0 b-c 0.1 b 0.06 c-d 0.1 b-c 0.5 b-e 0.1 c-e 0.6 b-f 

KS-15 0.9 a-c 0.7 a-b 1.7 a-b 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.7 a-c 0.2 a 0.9 a-b 

KS-16 0.4 c-e 0.6 a-d 1.2 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.6 a-c 0.1 a-d 0.8 a-d 

KS-17 0.9 a-c 0.8 a 1.7 a-b 0.1 b 0.00 d 0.1 c 0.6 a-c 0.1 a-d 0.8 a-d 

KS-18 0.6 b-e 0.5 a-d 1.1 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.6 b-e 0.1 b-e 0.7 b-f 

NS-1 0.8 b-e 0.5 a-d 1.3 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 c 0.6 b-e 0.1 b-d 0.7 b-f 

NS-2 0.4 c-e 0.2 d 0.7 c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.5 b-e 0.1 b-e 0.6 b-f 

NS-3 0.8 a-d 0.5 a-d 1.3 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.6 a-c 0.1 a-d 0.8 a-d 

NS-4 0.7 b-e 0.4 a-d 1.2 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.5 b-e 0.1 b-e 0.7 b-f 

NL-5 0.7 b-e 0.4 a-d 1.2 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 c 0.5 b-e 0.1 b-d 0.7 b-f 

NL-6 0.6 b-e 0.4 a-d 1.1 b-c 0.1 b 0.00 d 0.1 c 0.5 b-e 0.1 d-e 0.6 b-f 

NL-7 0.3 d-e 0.3 c-d 0.6 c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.5 b-e 0.1 d-e 0.6 b-f 

NS-8 0.6 b-e 0.5 a-d 1.1 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.5 b-e 0.1 a-d 0.7 b-f 

NS-9 0.7 b-e 0.6 a-d 1.1 b-c 0.1 b 0.00 d 0.1 c 0.6 a-c 0.1 a-c 0.8 a-d 
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ตารางท่ี 4.3 (ตAอ) 

ไอโซเลท 
ต%นกล%าข%าวโพด (g) ต%นกล%ามะเขือเทศ (g) ต%นกล%าถ่ัวเขียว (g) 

น้ำหนักต%น น้ำหนักราก น้ำหนักรวม น้ำหนักต%น น้ำหนักราก น้ำหนักรวม น้ำหนักต%น น้ำหนักราก น้ำหนักรวม 

NS-10 0.7 b-e 0.7 a-b 1.4 b-c 0.1 b 0.00 d 0.1 b-c 0.5 b-e 0.1 b-e 0.7 b-f 

NS-11 0.3 e 0.3 c-d 0.6 c 0.1 b 0.02 b-d 0.1 b-c 0.6 a-e 0.1 a-d 0.7 a-e 

NL-12 0.5 b-e 0.4 b-d 1.0 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.7 a-b 0.2 a-b 0.9 a-c 

NL-13 0.4 c-e 0.4 b-d 0.8 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.4 c-e 0.1 b-d 0.6 d-f 

NL-14 0.4 c-e 0.4 b-d 0.9 b-c 0.1 b 0.01 d 0.1 b-c 0.5 b-e 0.1 a-d 0.7 b-f 

NL-15 0.8 a-d 0.5 a-d 1.4 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.5 b-e 0.0 d-e 0.6 d-f 

NL-16 0.7 b-e 0.5 a-d 1.2 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.5 b-e 0.0 d-e 0.6 d-f 

NL-17 0.4 c-e 0.4 b-d 0.8 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.5 b-e 0.1 b-e 0.6 b-f 

NL-18 0.6 b-e 0.5 a-d 1.2 b-c 0.1 b 0.00 d 0.1 c 0.5 b-e 0.1 d-e 0.6 b-f 

NL-19 0.8 b-e 0.5 a-d 1.4 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.5 b-e 0.1 b-e 0.6 b-f 

NS-20 0.5 c-e 0.3 b-d 0.8 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.5 b-e 0.0 d-e 0.6 c-f 

NS-21 0.6 b-e 0.4 a-d 1.0 b-c 0.1 b 0.01 c-d 0.1 b-c 0.6 a-c 0.1 a-d 0.8 a-d 

C.V. (%) 46.2 42.4 42.3 35.1 92.3 36.4 23.2 31.3 23.1 
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     4.1.3 การจัดจำแนก Pythium โดยเทคนิคทางอณูวิทยา 

             จากการคัดเลือกไอโซเลทที่ไมAกAอโรค (non-pathogenic strain) หรือกAอโรคต่ำ (hypo-virulent 

strain) จำนวน 6 ไอโซเลท ได%แกA KS-5, KS-11, KS-15, NS-3, NS-9, NL-19 และไอโซเลทที่มีลักษณะโคโลนีท่ี

แตกตAางกันจำนวน 14 ไอโซเลท ได%แกA KS-1, KS-3, KS-7, KS-9, KS-12, KS-13, KS-16, KS-17, KS-18, NS-1, 

NS-4, NL-6, NL-18 และ NS-20 มาทำการจัดจำแนกโดยการวิเคราะห9ลำดับเบสโดยใช%ตำแหนAงยีนที่ ITS4 

และ ITS6 นำไปเปรียบเทียบกับฐานข%อมูลใน NCBI (National Center for Biotechnology; Bethesda, 

USA) สามารถจัดจำแนกได%เป.น 9 สป�ชีส9 คือ Pythium acanthicum, Pythium cucurbitacearum, 

Pythopythium chameahyphon, Pythium species (D37), Phytopythium helicoides (ชื ่อเดิม 

Pythium helicoides), Pythium iriomotense, Pythium torulosum, Phytopythium vexans (ชื่อเดิม 

Pythium vaxans) และ Globisporangium nunn (ช่ือเดิม Pythium nunn) (ตารางท่ี 4.2) 

   โดยการเปรียบเทียบศึกษา ITS region gene พบวAา Pythium และสกุลใกล%เคียงในคลาส 

oomycetes ท่ีแยกได% (ตารางท่ี 4.4) น้ันมีเปอร9เซ็นต9ความคล%ายคลึงดังตAอไปน้ี ได%แกA  

   Pythium acanthicum โดยมีคล%ายคลึงประมาณ 98.71 เปอร9เซ็นต9 เม่ือเปรียบเทียบจาก

ลำดับเบสในชAวง 853 คูAเบส จำนวน 1 ไอโซเลท ได%แกA KS-17 

             Pythium cucurbitacearum โดยมีคล%ายคลึงประมาณ 98.39-100 เปอร9เซ็นต9 เม่ือ

เปรียบเทียบจากลำดับเบสในชAวง 899-937 คูAเบส จำนวน 3 ไอโซเลท ได%แกA KS-9, KS-11 และ NS-

20 

  Phytopythium chameahyphon โดยมีคล%ายคลึงประมาณ 99.73 เปอร9เซ็นต9 เม่ือ

เปรียบเทียบจากลำดับเบสในชAวง 833 คูAเบส จำนวน 1 ไอโซเลท ได%แกA NS-1 

   Pythium spp. D37 โดยมีคล%ายคลึงประมาณ 98.46-99.75 เปอร9เซ็นต9 เมื่อเปรียบเทียบ

จากลำดับเบสในชAวง 816-851 คูAเบส จำนวน 3 ไอโซเลท ได%แกA KS-1, KS-3 และ KS-5 

             Phytopythium helicoides (ชื ่อเดิม Pythium helicoides) โดยมีคล%ายคลึงประมาณ 

91.17-96.64 เปอร9เซ็นต9 เมื่อเปรียบเทียบจากลำดับเบสในชAวง 781-804 คูAเบส จำนวน 2 ไอโซเลท 

ได%แกA KS-13 และ NL-18 

    Pythium iriomotense โดยมีคล%ายคลึงประมาณ 98.23 เปอร9เซ็นต9 เม่ือเปรียบเทียบจาก

ลำดับเบสในชAวง 798 คูAเบส จำนวน 1 ไอโซเลท ได%แกA NL-6 

             Pythium torulosum โดยมีคล%ายคลึงประมาณ 98.71 เปอร9เซ็นต9 เม่ือเปรียบเทียบจาก

ลำดับเบสในชAวง 853 คูAเบส จำนวน 2 ไอโซเลท ได%แกA KS-9 และ KS-11        

   Phytopythium vexans (ชื่อเดิม Pythium vaxans) โดยมีคล%ายคลึงประมาณ 94.10-

100 เปอร9เซ็นต9 เม่ือเปรียบเทียบจากลำดับเบสในชAวง 748-907 คูAเบส จำนวน 6 ไอโซเลท KS-7, KS-

12, NS-3, NS-4, NS-9 และ NL-19  

   Globisporangium nunn (ชื ่อเดิม Pythium nunn) โดยมีคล%ายคลึงประมาณ 97.72 

เปอร9เซ็นต9 เม่ือเปรียบเทียบจากลำดับเบสในชAวง 962 คูAเบส จำนวน 1 ไอโซเลท ได%แกA KS-18 
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ตารางท่ี 4.4 ผลการจัดจำแนกโดยอาศัยข%อมูลลำดับนิวคลีโอไทด9ใน ITS เทียบกับฐานข%อมูล GenBank 

ไอโซเลท 
หมายเลขการเข2าถึงใน

GenBank 

สถานที่เก็บตัวอย@าง 

(จังหวัด) 
แหล@งที่เก็บ ไอโซเลทอ2างอิง 

ความยาวลำดับ

เบส (bp) 

ความคล2ายคลึง 

(%) 
clade 

อัตราส@วนความแตกต@างของ

ลำดับเบส (ความแตกต@าง/

ทั้งหมด) 

KS-1 OM346740 กาญจนบุรี ดินปVาไม2 
Pythium spp. D37 

KP183943.1 
851 98.46 

K 

13/843 

KS-3 ON394659 กาญจนบุรี ดินปVาไม2 
Pythium spp. D37 

KP183943.1 
885 98.75 11/881 

KS-5 ON394661 กาญจนบุรี ดินปVาไม2 
Pythium spp. D37 

KP183943.1 
816 99.75 2/814 

KS-7 ON394660 กาญจนบุรี ดินปVาไม2 
P. vexans 

GU133594.1 
748 94.10 38/644 

KS-9 ON394670 กาญจนบุรี ดินปVาไม2 

Ph. 

cucurbitacearum 

KP183959.1 

893 100 0/893 

KS-11 ON394664 กาญจนบุรี ดินปVาไม2 

Ph. 

cucurbitacearum 

MW426384.1 

899 100 0/899 

KS-12 ON394668 กาญจนบุรี ดินปVาไม2 
Ph. vexans 

MW426381.1 
870 100 0/870 

KS-13 ON394665 กาญจนบุรี ดินปVาไม2 
Ph. helicoides 

KY084742.1 
781 91.17 69/781 

KS-15 ON394663 กาญจนบุรี ดินปVาไม2 
P. torulosum 

MT758173.1 
869 99.65 

B 

3/869 

KS-16 ON394674 กาญจนบุรี ดินปVาไม2 
P. torulosum 

MT758173.1 
874 99.66 3/874 
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ตารางท่ี 4.4 (ตAอ) 

ไอโซเลท 
หมายเลขการเข2าถึงใน

GenBank 

สถานที่เก็บตัวอย@าง 

(จังหวัด) 
แหล@งที่เก็บ ไอโซเลทอ2างอิง 

ความยาวลำดับ

เบส (bp) 

ความคล2ายคลึง 

(%) 
clade 

อัตราส@วนความแตกต@างของ

ลำดับเบส (ความแตกต@าง/

ทั้งหมด) 

KS-17 ON394672 กาญจนบุรี ดินปVาไม2  
P. catenulatum 

MW426378.1 
853 98.71 B 11/854 

KS-18 ON394671 กาญจนบุรี ดินปVาไม2 
P. nunn 

KU211484.1 
962 97.72 J 22/964 

NS-1 OM346740 นครนายก ดินปVาไม2 
Ph. chamaehyphon 

MN872766.1 
833 99.73 

K 

 

2/735 

NS-3 ON533631 นครนายก ดินปVาไม2 
Ph. vexans 

MH671329.1 
907 98.68 12/906 

NS-4 ON394667 นครนายก ดินปVาไม2 
Ph. vexans 

MT758165 
880 99.54 4/875 

NL-6 ON394662 นครนายก 
เศษซากพืช  

(ปVาไม2) 

Ph. iriomotense  

AB690624.1 
798 98.23 14/793 

NS-9 ON394669 นครนายก ดินปVาไม2 
Ph. vexans 

MT647272.1 
871 99.54 4/871 

NL-18 ON394666 นครนายก 
เศษซากพืช  

(ปVาไม2) 

Ph. helicoides 

KY084740.1 
804 96.64 27/804 

NL-19 ON394673 นครนายก 
เศษซากพืช  

(ปVาไม2) 

Ph. vexans 

MW426382.1 
876 99.89 1/876 

NS-20 ON533632 นครนายก ดินปVาไม2 

Ph. 

cucurbitacearum 

KP183959.1 

937 98.39 15/934 
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             การจัดกลุAมความสัมพันธ9ทางลำดับวิวัฒนาการ 

             จากข%อมูลการจัดจำแนกลำดับเบสที ่ได%จากการเปรียบเทียบกับฐานข%อมูลใน NCBI 

(National Center for Biotechnology; Bethesda, USA) ทั้ง 20 ไอโซเลทนำมาจัดทำแผนภูมิทาง

วิวัฒนาการ (phylogenetic tree) โดยใช%อัลกอริทึม Neighbour-joining, maximum-likelihood 

และ maximum-parsimony และเปรียบเทียบ clade โดยการอ%างอิงจากรายงานของ Lévesque 

and de Cock (2004) พบวAาผลการวิเคราะห9การจัดลำดับสายวิวัฒนาการ แบAงได%ดังน้ี คือ clade B 

ได%แกA Pythium torulosum 2 ไอโซเลท, clade D ได%แกA Pythium acanthicum ได%แกA 1 ไอโซเลท, 

clade J ได%แกA Globisparangium nunn 1 ไอโซเลทและ clade K ประกอบด%วย 16 ไอโซเลท ได%แกA 

Pythium spp. (D37) 3 ไอโซเลท, Phytopythium vexans 6 ไอโซเลท, Phytopythium 

cucurbitacearum 3 ไอโซเลท, Phytopythium helicoides 2 ไอโซเลท, Phytopythium 

chamaehyphon 1 ไอโซเลท และ Phytopythium iriomotense 1 ไอโซเลท (ภาพท่ี 4.24)  

   โดยเชื ้อที ่จำแนกได%สามารถแยกสายวิวัฒนาการได%เป.น 2 กลุAมใหญAๆ (Polyphyletic 

taxa) ค ื อ  clade A-J ย ั งคงจ ั ดอย ู A ใ นกล ุ A ม  Pythium spp. และ  clade K ท่ี จ ั ดอย ู A ใ นก ลุA ม 

Phytopythium spp. เชื้อสAวนใหญAที่แยกได%ในครั้งนี้ พบวAามีสป�ชีส9ใกล%เคียงกับที่ได%รายงานไว%ของ 

Saelee et al. (2022) ในการแพรAกระจายของ Pythium และ Phytopythium spp. ในพื้นท่ีภาค

ตะวันออกของประเทศไทย นอกจากน้ียังพบวAามีหลายสป�ชีส9ท่ีได%รับการระบุในคร้ังน้ีเป.นสป�ชีส9ท่ีไมAทำ

ให%เกิดโรคกับพืช เชAน Pythium acanthicum ที่จัดอยูAใน clade D ตรงตามรายงานของ Allain-Boulé et 

al. (2004) ที่ระบุวAาสป�ชีส9น้ีไมAทำให%เกิดโรคบนแครอท และมีรายงานการนำมาใช%เป.นจุลินทรีย9ปฏิปkกษ9ใน

การควบคุมเชื้อสป�ชีส9กAอโรครุนแรงอื่นๆ อีกด%วย (Ali-Shtayeh and Saleh, 1999) Globisparangium 

nunn ที่จัดอยูAใน clade J นั้น Fang and Tsao (1994) ได%มีการรายงานเกี่ยวกับการใช%เป.นจุลินทรีย9

ปฏิปkกษ9ในการควบคุมโรคที่เกิดจาก Phytophthora หลายสป�ชีส9 และ Pythium torulosum ที่จัด

อยูAใน clade B รายงานของ Lerch-Olson et al. (2020) ที่ศึกษาความต%านทานในถั่วเหลือง พบวAา 

Pythium torulosum และ Pythium lutarium ทำให%เกิดอาการเนAาของถั่วเหลืองต่ำและอัตราการ

งอกย ังคงส ูงเม ื ่อเปร ียบเท ียบก ับสป�ช ีส9  Pythium oopapillum และ Pythium sylvaticum 

นอกจากนี้ใน Phytopythium แม%ไมAได%มีรายงานเกี ่ยวกับการควบคุมโรค แตAพบวAาหลายสป�ชีส9

สามารถอาศัยได%ในพื้นที่ธรรมชาติหรือแหลAงน้ำได%โดยไมAจำเป.นต%องมีพืชอาศัยหรือกAอโรคในพืช 

(Tkaczyk, 2020) รายงานของ Nam and Choi (2019) ที ่พบ Phytopythium chamaehyphon, 

Phytopythium litorale, Phytopythium vexans, Pythium diclinum, Pythium heterothallicum, 

Pythium inflatum, Pythium intermedium และ Pythium oopapillum จากตะกอนดิน สาหรAาย 

และซากพืชที่เนAาเป¾³อยในลำธารน้ำจืดของประเทศเกาหลี รายงานของ Baten et al. (2015) แยก 

Phytopythium iriomotense และ Phytopythium aichiense ได%เป.นครั้งแรกจากผิวน้ำในแมAน้ำ และ

ตะกอนน้ำเสียประเทศญี่ปุ�น นอกจากนี้ยังมีการนำเชื้อในสกุล Pythium spp. มาใช%ประโยชน9ในด%านอื่นๆ 

เชAน งานวิจัยของ Deaconม (1979) ที่ใช%ประโยชน9 Pythium spp. ในการเป.นเซลลูโลไลติกเอนไซม9ท่ี
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สามารถยAอยเศษซากพืช เพื่อนำไปใช%ประโยชน9ทางด%านสิ่งแวดล%อม งานวิจัยของ Tondolo et al. 

(2017) ท่ีสกัดเบต%ากลูแคนใน Pythium insidiosum เพ่ือกระตุ%นการตอบสนองทางภูมิคุ%มกันในเซลล9

เม็ดขาวเพ่ือใช%ในด%านการแพทย9 เป.นต%น 

 

ภาพที่ 4.24 แผนภูมิวิวัฒนาการของ Pythium spp. และสกุลใกล%เคียง โดยใช%อัลกอริทึม Neighbour-

joining, maximum-likelihood และmaximum-parsimony แตAจะแสดงผลเฉพาะแผนภูมิ

ที่ได%จาก Neighbour-joining กิ่งก%านที่พบจากแผนภูมิอื่นๆ จะถูกระบุด%วยเครื่องหมาย (*) 

ตัวเลขที่แสดงบน node บAงบอกถึงคAา bootstrap support  (การทำซ้ำ 1000 ครั้ง) โดยใช%

ลำดับนิวคลิโอไทด9ของ Aphanomyces salsuginosus เป.น outgroup แถบ scale bar 

แสดงให%เห็นถึงการแทนท่ีเบสท่ี 0.05 เบสตAอนิวคลิโอไทด9หน่ึงตำแหนAง 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.2 ปริมาณและชนิดของเบต:ากลูแคน 

   4.2.1 การศึกษาปริมาณเบต%ากลูแคน 

                        นำเชื้อ Pythium spp. และ Phytopythium spp. กลุAม hypo-virulent จำนวน 11 

ไอโซเลท ได%แกA P. catenulatum (CHS-10), P. acanthicum (RYS-7), P. torulosum (RYS-10 และ KS-

15), P. diclinum (RYS-16), Ph. cucurbitacearum (RYS-20 และ KS-11), Phytopythium spp. (KS-5), 

Ph. vexans (NS-3, NS-9 และ NL-19) มาวัดปริมาณกลูแคนเปรียบเทียบกับยีสต9 S. cerevisiae (ชุด

ควบคุม) พบวAาในน้ำหนักแห%ง 100 g ยีสต9มีปริมาณกลูแคนรวม อัลฟากลูแคน และเบต%ากลูแคนมากที่สุด

อยูAท่ี 35.38 g, 1.57 g และ 33.82 g ตามลำดับ สAวนเช้ือ Pythium spp. และสกุลใกล%เคียง พบวAา Pythium 

torulosum ไอโซเลท KS-15 มีปริมาณกลูแคนมากที่สุด คือ กลูแคนรวม 33.78 g อัลฟากลูแคน 1.07 g 

และเบต%ากลูแคน 32.70 g ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบปริมาณเบต%ากลูแคนระหวAางชุดควบคุม S. cerevisiae  

กับเบต%ากลูแคนที่ได%จาก Pythium spp. ทั้ง 5 ไอโซเลท พบวAามีปริมาณใกล%เคียงกัน สAวนปริมาณเบต%า

กลูแคนที่ได%จาก Phytopythium spp. ทั้ง 6 ไอโซเลท พบวAา Phytopythium spp. มีปริมาณเบต%ากลูแคน

ต่ำกวAาชุดควบคุมแตAในปริมาณไมAมากนัก นอกจากนี้ปริมาณอัลฟากลูแคนที่วัดได%จะพบวAา Pythium spp. 

และ Phytopythium spp. มีปริมาณที่ต่ำกวAา ยกเว%นใน P. diclinum ไอโซเลท RYS-16 ที ่พบวAามี

ปริมาณอัลฟากลูแคนสูงกวAาชุดควบคุม (ตารางท่ี 4.5) 

                       เมื ่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยที ่ว ัดด%วยชุดทดสอบเดียวกัน จากรายงานของ 

Tondolo et al. (2017) ที่ศึกษาปริมาณกลูแคนใน Pythium insidiosum พบปริมาณกลูแคนที่วัด

ได%เฉลี่ยคือ กลูแคนรวม 23.06 g อัลฟากลูแคน 3.82 g และเบต%ากลูแคนท่ี 19.24 g รายงานของ 

Kyanko et al. (2013) ที่วัดปริมาณเบต%ากลูแคนจากเชื้อราในสป�ชีส9ตAางๆ พบวAาใน Paecilomyces 

lilacinus และ Paceilomyces variotii วัดได% 23.80 g รองลงมาคือ Penicillium nalgiovense วัด

ได% 17.00 g และเชื้อราสAวนใหญAมักประกอบไปด%วยโปรตีนเป.นสAวนประกอบมากกวAากลูแคน ซึ่งการ

สกัดที่ไมAบริสุทธิ ์อาจเกิดการเจือปนของโปรตีนที่ตกค%าง และทำให%เกิดอาการแพ%ในผู%บริโภคได% 

(สมศักด์ิ, 2553) รายงานของ McCleary and Draga (2016) วัดปริมาณกลูแคนในเห็ด Ganoderma 

lucidum (เห็ดหลินจือ) มีปริมาณสูงสุดคือกลูแคนรวม 74.3 g อัลฟากลูแคน 29.2 g เบต%ากลูแคน 

45.1 g และใน Cordyceps sinensis (เห็ดถั่งเชAา) มีปริมาณสูงสุดคือกลูแคนรวม 29.3 g อัลฟากลู

แคน 24.1 g และเบต%ากลูแคนท่ี 5.2 g จากการศึกษาปริมาณกลูแคนในเห็ดกินได%หลายชนิด พบวAา

กลูแคนท่ีมีปริมาณมากสAวนใหญAอยูAในรูปแบบอัลฟากลูแคนมากกวAาเบต%ากลูแคน เมื่อเปรียบเทียบ

กับเบต%ากลูแคนจาก Pythium spp. และ Phythopythium spp. พบวAากลูแคนที ่สกัดได%มี

ปริมาณอัลฟากลูแคนต่ำและมีเบต%ากลูแคนสูง รวมถึงผนังเซลล9ของ Pythium spp. และ 

Phythopythium spp. มีสAวนประกอบของกลูแคนเป.นหลัก ซึ่งสามารถชAวยลดผลข%างเคียงที่เกิดจาก

การเจือปนโปรตีนได%มากกวAาเช้ือรา  
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ตารางท่ี 4.5 ปริมาณกลูแคนท่ีได%จาก Pythium spp. และ Phythopythium spp. เม่ือเปรียบเทียบกับยีสต9 

 

ไอโซเลท 

ปริมาณกลูแคน (g/น้ำหนักเส%นใยแห%ง 100 g)1  

 กลูแคนรวม 

(%w/w) 

อัลฟากลูแคน

(%w/w) 

เบต%ากลูแคน

(%w/w) 

 

 ชุดควบคุม S. cerevisiae ®* 35.3858 1.5702 33.82  

 P. catenulatum CHS-10 33.4187 1.1097 32.31  

 P. acanthicum RYS-7 32.7908 1.1517 31.64  

 P. torulosum RYS-10 29.3756 1.1256 28.25  

 P. diclinum RYS-16 29.6628 1.6383 28.02  

 P. torulosum KS-15 33.7823 1.0774 32.70  

 Ph. cucurbitacearum RYS-20 33.5729 1.1580 32.41  

 Phytopythium spp. KS-5 29.7172 1.1744 28.54  

 Ph. cucurbitacearum KS-11 30.7141 1.1971 29.52  

 Ph. vexans NS-3 28.8854 1.1336 27.75  

 Ph. vexans NS-9 25.5364 1.2323 24.30  

 Ph. vexans NL-19 27.3871 1.2346 26.15  

 1 ปริมาณกลูแคนวิเคราะห9ด%วยชุดตรวจสอบ Megazyme®  

*ยีสต9แห%งการค%า Perfect® 

 

           

           4.2.2 การศึกษาชนิดและองค9ประกอบของเบต%ากลูแคน 

                   เม่ือนำเบต%ากลูแคนสกัดบริสุทธ์ิ และทำให%เป.นผงแห%ง (ภาพท่ี 4.27) มาตรวจสอบชนิดของ

สารสกัดบริสุทธ์ิด%วยเทคนิค ATR-FTIR (Attenuated Total Reflection Fourier Transform Infrared 

Spectroscopy) พบวAาโครงสร%างสารที่ได%คือ (1,3)(1,6) betaglucan ซึ่งกราฟที่ได%ใกล%เคียงกับงานวิจัยของ 

Parthasarathy et al. (2021) โดยพีคเดAนชัดที่ถูกระบุในกราฟ ได%แกA 3284.18, 2916.59, 1637.16, 

1364.57, 1154.64, 1024.46 และ 435.85 cm-1 โดยจำแนกได%ดังน้ีคือ ชAวงพีคกว%างคล่ืนความถ่ีท่ี 3284 

cm-1 และชAวงพีคแคบคล่ืนความถ่ีท่ี 2916 cm-1 ซ่ึงถูกระบุวAาเป.นหมูAฟkงก9ช่ัน O-H จากการเกิดข้ึนของ

กลุAมไฮดรอกซิลอิสระและ C-H จากการปรากฏตัวของ C-Haliphatic ในวงแหวน pyranoid ของพอ

ลิแซ็กคาไรด9ที่เกิดจากการสั่นในรูปแบบการยืด ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับ Parthasarathy et 

al. (2021) พบวAาท่ีคล่ืนความถ่ีท่ี 2916 cm-1 เกิดจากการเช่ือมโยงของ 1,6 betaglucan ชAวงพีคแคบ

คลื่นความถี่ที่ 1637 cm-1 และ 1364 cm-1 เป.นกลุAมของ amide I และ amide III ตามลำดับซึ่งเป.น

หมูAฟkงก9ชั่น C=O เกิดจากคาร9บอนิลที่เกิดจากการบิดตัวโครงสร%าง NH ซึ่งบAงชี้ถึงแถบไคตินหรือ

โปรตีนที่ตกค%าง (Sandula et al., 1999; Liu et al., 2022) ในชAวงพีคคลื ่นความถี่ท่ี 1024-1037 

cm-1 ทั้งหมดถูกระบุเป.นหมูAฟkงก9ชั่น C-O ของกลุAมโพลีแซ็กคาไรด9 เปรียบเทียบกับ Zlatković et al., 
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(2003) พบวAาตำแหนAงพีคใกล%เคียงกับ 1040 cm-1 ซึ่งตรงกับโครงสร%าง 1,3 betaglucan และท่ีคล่ืน

ความถี ่ 1154.64 cm-1 ถูกระบุเป.นอัลฟากลูแคนที ่ตกค%างอยู Aเล็กน%อย (Sandula et al., 1999) 

นอกจากนี้ยังพบคลื่นความถี่พีคแคบที่ 435 cm-1 จากโมเลกุลคาร9บอนไดออกไซด9ที่เสื่อมสภาพ (ภาพ

ท่ี 4.25) 

การวิเคราะห9โครงสร%างโดยดูการแตกตัวของพันธะเคมีด%วยเคร่ือง Nuclear magnetic 

resonance spectroscopy (NMR) ยืนยันได%วAาโครงสร%างสารที่ได%คือ (1,3)(1,6) betaglucan ใกล%เคียง

กับโครงสร%าง NMR ของลามินาลินซึ่งเป.นเบต%ากลูแคนที่สกัดได%จากสาหรAาย โดยการแตกตัวของ

อะตอมโปรตรอน (H1) พบพีคที่คลื่นความถี่ 5.2, 4.9-4.7, 4.6, 4.1-3.1 และ 2.6 ppm โดยพีคสูงสุด

ที่ตำแหนAง 4.8 ppm ถูกระบุเป.นพีคของตัวทำละลาย D2O (Gottlie et al., 1997) และการศึกษาน้ี

พีคที่ 5.2 และ 4.6 ppm ถูกระบุให%เป.นตำแหนAงโปรตรอนอะตอมตัวแรก H1 ซึ่งเป.นพีคของอัลฟา

และเบต%ากลูแคนตามลำดับ ซึ่งตำแหนAงที่ได%ใกล%เคียงกับการศึกษาของ Kim et al. (2000) และ

ตำแหนAงที ่ เหลืออ่ืนๆ ที ่ 4.1-3.1 ppm ถูกระบุเป.นตำแหนAงโปรตรอน H2-H6 ของ (1,3)(1,6) 

betaglucan (Kono et al., 2017) โดยตำแหนAง H2 อยูAท่ี 3.2 ppm ตำแหนAง H3 และ 4 อยูAท่ี 3.3-

3.5 ppm ตำแหนAง H5 แล 6 อยูAท่ี 3.6-3.8 ppm (ภาพท่ี 4.26A) 

                 การแตกตัวของอะตอมคาร9บอน (C13) พบพีคที่คลื่นความถี่ 162-163, 112-119, 92, 

95, 60-75 และ 38 ppm โดยตำแหนAงอะตอมตัวแรกอยูAที่ตำแหนAง 163 ppm ซึ่งถูกระบุเป.นพีคของ

ตัวทำละลาย และลักษณะของกราฟคล%ายคลึงกับเบต%ากลูแคนในงานวิจัยเบต%ากลูแคนอ่ืนๆ (Kono et 

al., 2017; Tondolo et al., 2017) แตAเน่ืองจากพีคตำแหนAงหลัก C1 มีความคาดเคล่ือนโดยคาร9บอน

ตำแหนAง C1 มีพีคเทAากับ 119-112 ppm ทำให%การแตกตัวของอะตอมคาร9บอน (C13) ไมAสามารถ

ยืนยันตำแหนAงหลัก (main chain) ของเบต%ากลูแคนได% อยAางไรก็ตามคาร9บอนตำแหนAงที่ C2-C6 มี

พีคเทAากับ 95-92 และ 72-60 ppm พบวAาใกล%เคียงกับตำแหนAงโซAข%าง (side chain) หรือแขนของ

เบต%ากลูแคนท่ีตำแหนAง (1,6) betaglucan โดย ตำแหนAง C2 อยูAที่ 75 ppm ตำแหนAง C3 อยูAที่ 92-

95 ppm ตำแหนAง C4 อยูAที่ 71 ppm ตำแหนAง C5 อยูAที่ 73 ppm และตำแหนAง C6 อยูAที่ 60 ppm 

(ภาพท่ี 4.26B) ซึ ่งความคลาดเคลื่อนของเบต%ากลูแคนท่ีตำแหนAงหลัก 1,3 betaglucan (main 

chain) อาจเป.นผลมาจากการใช% trifluoroacetic acid (TFA) ที่มีความเข%มข%นสูงในการชAวยละลาย

เบต%ากลูแคนไมAละลายน้ำ ทำให%เกิดการแลกเปลี่ยนโปรตรอนด%วยกันเองระหวAางตัวทำละลายและ

ตัวอยAาง 5-16 ppm สAงผลให%พีคท่ีได%เกิดเร็วข้ึนและมีผลคลาดเคล่ือน (Glenn, 2014)  

                  อยAางไรก็ตามการตรวจสอบด%วย FT-IR มีข%อจำกัดในการกำหนดองค9ประกอบท่ี

แนAนอนของโมเลกุลเชิงซ%อน เชAน เบต%า-กลูแคนที่มีน้ำหนักโมเลกุลสูงและมีสถานะเป.นของแข็ง ดังน้ัน

เพื่อให%ได%รายละเอียดเพิ่มเติมเกี่ยวกับโครงสร%างเบต%ากลูแคนจึงจำเป.นต%องมีการใช%รAวมกับ NMR 

(Bikmurzin et al., 2022) การวิเคราะห9โครงสร%างทั้ง 2 วิธีประกอบกันยืนยันได%วAาโครงสร%างของ

เบต%ากลูแคนที่ได% คือ (1,3)(1,6) betaglucan ที่มีตำแหนAงใกล%เคียงกับเบต%ากลูแคนของ laminarin 

ซึ ่งเป.นเบต%ากลูแคนที ่สกัดได%จากสาหรAายทะเล เชAน สาหรAายสีแดง สีเข ียว และสีน้ำตาล 
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(Parthasarathy et al., 2021; Ji and Meng., 2013) เนื่องจาก Pythium spp. และ Phytopythium spp. 

เป.นสกุลของสิ ่งมีชีวิตคล%ายราที ่อยู Aในคลาส oomycetes โดยมีสAวนประกอบของผนังเซลล9ท่ี

ประกอบด%วยกลูแคนเป.นหลักคิดเป.น 85% ของโครงสร%างผนังเซลล9และเซลลูโลส โดยในจำนวน

กล ูแคน 85% พบว Aาเป .น (1,3)(1,6) betaglucan 18.4% (1,3) betaglucan 19.7% และ (1,4) 

betaglucan 33.6% ซึ่งทำให%กลูแคนที่ได% มีความแตกตAางจากของยีสต9 ซึ่งเป.นเชื้อรา ที่ผนังเซลล9

ประกอบด%วยไคตินเป.นหลัก (Rzeszutek, 2019) ดังนั้นโครงสร%างที่ได%จึงนAาจะมีความใกล%เคียงกับ

สาหรAายมากกวAา สAวนเบต%ากลูแคนที ่ได%มีเฉพาะเบต%ากลูแคนชนิดที ่ไมAละลายน้ำ (1,3)(1,6) 

betaglucan เนื่องจากการสกัดตามวิธีของ Tondolo et al. (2017) เป.นวิธีที่ประยุกต9มาจากการ

สกัดยีสต9เพื่อให%ได%เบต%ากลูแคนที่บริสุทธิ์ ดังนั้นในขั้นตอนการสกัดจึงมีการสกัดโปรตีนและสAวนของ

เบต%ากลูแคนท่ีละลายน้ำได%ออกไปด%วย 

 

ภาพท่ี 4.25 การวิเคราะห9โครงสร%างด%วยเทคนิค ATR-FTIR spectra of the 4000-400 cm-1 
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ภาพที่ 4.26 การวิเคราะห9โครงสร%างด%วยเทคนิค Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) 

โดย A: การแตกตัวของอะตอมโปรตอน (H1); B: การแตกตัวของอะตอมคาร9บอน (C13)  

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.27 ลักษณะของเส%นใยบริสุทธ์ิและเบต%ากลูแคนบริสุทธ์ิจาก Pythium spp. และ Phytopythium 

spp. A: โคโลนีบนอาหาร PDA; B: โคโลนีบนอาหาร V8B และ C: เบต%ากลูแคนท่ีสกัดได% 

 

A 

B 

A B C 
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4.3 ปpจจัยท่ีมีผลตBอการเจริญเติบโตและการผลิตเส:นใยท่ีมีเบต:ากลูแคน 

   จากการศึกษาปkจจัยที่มีผลตAอการเจริญเติบโตและการผลิตเบต%ากลูแคน หลังจากการ

ทดสอบการเจริญเติบโตเพื่อคัดเลือกอาหารที่เหมาะสมตAอการเจริญของเชื้อโดยการวัดน้ำหนักแห%ง

และปริมาณเบต%ากลูแคนหลังจากการเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเป.นเวลา 14 วัน เมื่อเปรียบเทียบกับ

อาหาร 3 ชนิดคือ V8B, PDB และ CMB และความเข%มข%นน้ำตาลระดับตAางกันคือ 0%, 2%, 4% และ 

8% พบวAาอาหารเลี้ยงเชื้อ V8B ที่ความเข%มข%นน้ำตาล 8% เชื้อมีการผลิตเส%นใยมากที่สุดคือ 1.6 g 

รองลงมาคืออาหาร PDB ท่ีความเข%มข%นน้ำตาล 8% ผลิตเส%นใยได% 1.4 g และพบวAาท่ีอาหาร CMB ใน

ทุกความเข%มข%นของน้ำเชื้อมีการผลิตเส%นใยต่ำที่สุด ในการวัดปริมาณเบต%ากลูแคนเนื่องจากอาหาร

เล้ียงเช้ือ CMB มีการเจริญเติบโตต่ำ การวัดปริมาณกลูแคนจึงวัดจากอาหารเล้ียงเช้ือ 2 ชนิด คือ V8B 

และ PDB ในการนำมาวัดปริมาณเบต%ากลูแคนเทAานั้น โดย พบวAา ในอาหารเลี้ยงเชื้อ V8B ที่ความ

เข%มข%นน้ำตาล 8% และอาหารเลี้ยงเชื้อ PDB ที่ความเข%มข%นน้ำตาล 0% สAงผลตAอการสร%างเบต%า

กลูแคนมากที่สุดไมAแตกตAางกัน รองลงมาคือ PDB ที่ความเข%มข%นน้ำตาล 2%, PDB ที่ความเข%มข%น

น้ำตาล 8%, V8B ที่ความเข%มข%นน้ำตาล 2%, PDB ที่ความเข%มข%นน้ำตาล 4%, V8B ที่ความเข%มข%น

น้ำตาล 8% และ V8B ที่ความเข%มข%นน้ำตาล 0% ตามลำดับ (ตารางที่ 4.7) อยAางไรก็ตามปkจจัยที่ทำ

ให%เส%นใยเจริญเติบโตและการเพิ่มประมาณเบต%ากลูแคนนั้นไมAเป.นไปในทางเดียวกัน โดยอาหารที่ทำ

ให%เส%นใยที่มีประมาณมากอาจไมAสAงผลตAอการเพิ่มขึ้นของเบต%ากลูแคน ดังนั้นการผลิตเบต%ากลูแคนจึง

จำเป.นต%องใช%ปริมาณของน้ำตาลและอาหารที่เหมาะสม จากการทดสอบพบวAาอาหารที่ดีที่สุดที่สAงผล

ตAอการเพิ่มขึ้นของเบต%ากลูแคน คือ PDB ที่ความเข%มข%นน้ำตาล 0% และ V8B ที่ความเข%มข%นน้ำตาล 

4% ซ่ึงความแตกตAางของอาหารท้ัง 2 ชนิดท่ีสังเกตได% คือ อาหารเล้ียงเช้ือ PDB เช้ือจะเจริญได%เฉพาะ

สAวนของเส%นใย ในทางกลับกันในอาหารเลี้ยงเชื้อ V8B เชื้อสามารถเจริญได%ทั้งเส%นใยและมีการสร%าง

สAวนขยายพันธุ9ด%วย โดยการศึกษาของ Melida et al. (2018) พบวAาเบต%ากลูแคนเป.นสAวนประกอบ

หลักทั้งเส%นใยและสAวนขยายพันธุ9 โดยพบการผลิตกลูแคนได%ที่บริเวณเส%นใยมากถึง 60% และพบใน

สAวนขยายพันธุ9หรือสปอร9ที่ 40% ซึ่งอาจเป.นไปได%วAาอาหารเลี้ยงเชื้อ V8B เส%นใยบางสAวนมีการหยุด

เจริญเพื่อพัฒนาตัวเองเป.นสAวนขยายพันธุ9จึงทำให%ปริมาณเบต%ากลูแคนที่วัดได%มีปริมาณลดลง โดยผล

ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมอาจมีผลตAอการเพิ่มการเจริญเติบโตของเส%นใย และองค9ประกอบ

ภายในของเชื ้อรา รวมไปถึงมีสAวนสำคัญในการชAวยลดระยะเวลาการเพาะเลี ้ยงเชื ้อราลงได% 

(Jayasekara et al., 2022) นอกจากนี้การคัดเลือกอาหารที่ทำให%ได%เส%นใยและปริมาณโพลีแซ็กคา

ไรด9สูง อาจมีสAวนชAวยให%มีเบต%ากลูแคนสูงขึ้นและชAวยเพิ่มประสิทธิภาพฤทธ์ิในการต%านอนุมูลอิสระได%

ด%วย (Esmaelifar et al., 2021) 
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ตารางท่ี 4.6 ชนิดของอาหารและการเพ่ิมปริมาณน้ำตาลตAอน้ำหนักแห%งของเส%นใยและปริมาณเบต%ากลูแคน 

ชนิด

อาหาร 

ความเข%มข%น

ของน้ำตาล 

(%) 

น้ำหนักเส%นใยแห%ง (g) 
ปริมาณเบต%ากลูแคน (%w/w)  

(g/100 g น้ำหนักแห%ง) 

V8B 

0% 

0.7 g 31.5 f 

PDB 0.3 h 51.5 a 

CMB 0.2 i No 

V8B 

2% 

1.1 f 39.4 c-d 

PDB 1.2 e 42.0 b 

CMB 0.1 k No 

V8B 

4% 

1.3 d 51.2 a 

PDB 1.4 c 39.1 d 

CMB 0.2 j No 

V8B 

8% 

1.6 a 37.6 e 

PDB 1.4 b 39.8 c 

CMB 0.0 l No 

Mean   0.8 41.5 

F-test  *** *** 

C.V.   1.6 2.9 

No= Not determined 
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4 .4 การศึกษาคุณสมบัติของเบต:ากลูแคน 

      4.4.1 คุณสมบัติในการเป0นสารปฏิชีวนะ (antibiotic) 

              จากการทดสอบคุณสมบัติในการเป.นสารปฏิชีวนะของสารสกัดเบต%ากลูแคนท่ีความเข%มข%น 

1-10 mg/ml เปรียบเทียบกับกระดาษกรองชุบสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ampicillin) ที ่ความ

เข%มข%น 500 mg/ml (positive control) และกระดาษกรองไมAชุบสาร (negative control) ในการ

สAงผลตAอการเจริญของเชื้อราและแบคทีเรียโดยวัดการเกิดวงใส (clear zone) รอบกระดาษกรอง

หลังจากบAมเป.นเวลา 24-72 ชั่วโมง พบวAาเบต%ากลูแคนสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย 

Ralstonia solanacearu ได%ดีที่สุด โดยความเข%มข%น 1-10 mg/ml สามารถยับยั้งการเจริญและทำ

ให%เกิดโซนยับยั้ง (inhibition zone) ได%สูงสุดที่ 11-17 mm รองลงมาคือ Bacillus subtilis สามารถ

ยับยั้งการเจริญได% 9-12 mm และ Xanthomonas oryzae สามารถยับยั้งการเจริญได% 9-11 mm. 

อยAางไรก็ตามการทดสอบใน Saccharomyces cerevisiae พบวAาเบต%ากลูแคนไมAสามารถยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเชื้อได%ในทุกความเข%มข%น การทดสอบในเชื้อ Pythium splendens และ Pythium 

vexans หลังจากบAมเป.นเวลา 24 ชั ่วโมง พบวAาเบต%ากลูแคนที่ความเข%มข%น 5 และ 10 mg/ml 

สามารถชะลอการเจริญของเชื้อราได%หลังการบAม 20 ชั่วโมง อยAางไรก็ตามหลังบAมเป.นเวลา 48-72 

ชั่วโมงพบวAาเส%นใยของเชื้อ Pythium splendens และ Pythium vexans ยังเจริญเติบโตได%แตAมี

ลักษณะเส%นใยท่ีบางลงเล็กน%อย (ภาพท่ี 4.27 ตารางท่ี 4.8)  

            ผลการทดสอบแสดงให%เห็นวAาเบต%ากลูแคนท่ีสกัดจาก Pythium spp. และ Phytopythium 

spp. สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย9ได% กลไกที่เป.นไปได%ของฤทธิ์ต%านจุลชีพอาจเกิดจาก

การเกาะติดของอนุภาคกับพื้นผิวของแบคทีเรีย ซึ่งรบกวนโครงสร%างของเยื่อหุ%มแบคทีเรียอยAางถาวร 

และแทรกซึมเข%าไปในเซลล9ตAอไปกAอให%เกิดการเปลี่ยนแปลงของผนังเซลล9จึงยับยั้งการทำงานของ

โปรตีน ซึ่งท%ายที่สุดจะนำไปสูAการตายแบบอะพอพโทซิส (Apoptosis) ของแบคทีเรีย Ul Ashraf et 

al. (2021) สอดคล%องกับงานวิจัยของ Parthasarathy et al. (2021) ศึกษาผลของเบต%ากลูแคนท่ี

สกัดได%จากสาหรAายสีแดง (Gracilaria corticata) ในรูปแบบเบต%ากลูแคนปกติและอนุภาคนาโน (B-

GluNPs) พบวAาเบต%ากลูแคนแสดงการยับยั ้งการเจริญสูงสุดใน B. subtilis (15 mm) ตามด%วย S. 

aureus (12 mm) P. aeruginosa (12 mm)  และ P. vulgaris (10 mm) ตามลำดับผลลัพธ9ที่ได%แสดงถึง

ฤทธ์ิการต%านแบคทีเรียได%อยAางดีตAอแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ และยังสามารถกระตุ%นการตาย

ของเซลล9ในเซลล9มะเร็งเต%านมในมนุษย9 (human mammary carcinoma: MCF-7) ได% โดยผลการ

ตายของเซลล9เนื่องมาจากเบต%ากลูแคนชAวยในการกระตุ%นระบบภูมิคุ%มกัน ซึ่งจะนำไปสูAการตายของ

เซลล9มะเร็งและลดการเกิดเนื ้องอก โดยการเหนี ่ยวนำให%เกิดอะพอพโทซิส (Apoptosis) ใน

เซลล9มะเร็งซึ่งเป.นลักษณะสำคัญของสารต%านมะเร็งหลายชนิด Ul Ashraf et al. (2021) ศึกษาเบต%า

กลูแคนจากแหลAงธัญพืชและเชื ้อราในรูปแบบปกติและแบบอนุภาคนาโน พบวAาทั ้งสองแหลAงมี

ความสามารถในการยับยั้ง Escherichia coli และ Bacillus subtilis ซึ่งเป.นแบคทีเรียแกรมลบและ

แบคทีเรียแกรมบวกตามลำดับ โดยพบวAาการพัฒนาเป.นรูปแบบอนุภาคนาโนสามารถยับยั้งการ
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เจริญเติบโตของแบคทีเรียได%มีประสิทธิภาพขึ้น ซึ่งงานวิจัยหลายฉบับจะนำเสนอเบต%ากลูแคนใน

รูปแบบอนุภาคนาโนเนื่องจากความสามารถในการแทรกซึมและทำลายเซลล9แบคทีเรียได%งAายกวAา

สAงผลให%เกิดเขตการยับยั้งเป.นวงใส (clear zone) ที่ใหญAขึ้น การทดลองทางคลินิคเบต%ากลูแคนที่ได%

จากเชื้อราในผู%ป�วยมะเร็ง รายงานวAาการให% 1,6 betaglucan กับผู%ป�วยทั้งหมด 1,650 คนมีความ

ปลอดภัยและทนตAอยาได%ดีและการให%ยารAวมกับคีโมหรือรังสีบำบัดพบวAาชAวยลดภาวะซึมเศร%าทาง

ภูมิคุ%มกันที่เกิดจากการรักษาดังกลAาวและเรAงการฟ¾Âนตัวของจำนวนเซลล9เม็ดเลือดขาว อยAางไรก็ตาม

แม%วAางานวิจัยสAวนใหญAที่ได%ผลดีจะมุAงเน%นไปที่การต%านแบคทีเรียและยับย้ังการเกิดเซลล9มะเร็ง แตA

ข%อสรุปดังกลAาวยังไมAเป.นที่เดAนชัด เนื่องจากผลการวิจัยบางอยAางไมAมีนัยสำคัญทางสถิติ และมีความ

หลากหลายอยAางมากระหวAางวิธีการทดลองหรือการขาดข%อมูลที่ชัดเจน (Cerletti and Iacoviello, 

2021) นอกจากงานวิจัยทางด%านแบคทีเรียและภูมิคุ%มกันยังมีหลายงานวิจัยที่ยังคงพยายามพัฒนา

เบต%ากลูแคนเพื่อใช%เป.นยาฆAาเชื้อราอยAางมีประสิทธิภาพเชAนกัน (Kaminski, 2021; Hector and 

Bierer, 2011)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.28 ประสิทธิภาพของเบต%ากลูแคนจาก non-pathogenic Pythium spp. และ Phytopythium 

spp. ในการตAอต%านเชื้อจุลินทรีย9 A; Bacillus subtilis, B; Ralstonia solanacearum, C; 

Xanthomonas oryzae, D; Saccharomyces cerevisiae, E; Pythium splendens, F; 

Pythium vexans 

     

 

control 

A B 

D E 

B. subtilis R. solanacearum X. oryzae 

S. cerevisiae P. splendens 

แอมพิซิลลิน 500  มก. 
 P. vexans 

ชุดควบคมุ 
 

C 

F 

ชุดควบคุม 
 

ชุดควบคมุ 

แอมพิซิลลิน 500  มก. 
 

ชุดควบคุม 
 

2 มก.  5 มก.  

1 มก.  10 มก.  
 

แอมพิซิลลิน 500  มก. 

แอมพิซิลลิน 500  มก. 
 

ชุดควบคุม 
 

ชุดควบคุม 

2 มก.  
 

5 มก.  
 

1 มก.  
 

10 มก.  
 

2 มก.  
 

5 มก.  
 

1 มก.  
 10 มก.  

 

2 มก.  
 

5 มก.  
 

1 มก.  
 

10 มก.  
 

2 มก.  
 

5 มก.  
 

1 มก.  
 10 มก.  

 

2 มก.  
 

5 มก.  
 

1 มก.  
 10 มก.  
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ตารางท่ี 4.7  ผลของเบต%ากลูแคนท่ีได%จาก Pythium spp. และ Phytopythium sp . ในการควบคุมการเจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรคพืช ด%วยวิธี paper disc diffusion 

ความเข%มข%น (mg/ml) 

 ขนาดเส%นผAานศูนย9กลางโซนการยับย้ัง (clear zone) ของเบต%ากลูแคนท่ีสกัดได%แตAละไอโซเลท (mm) 

 

P. 

catenulatum  

(CHS-10) 

P. 

acanthicum  

(RYS-7) 

P. 

torulosum 

(RYS-10) 

P. 

diclinum 

(RYS-16) 

P. 

torulosum 

(KS-15) 

Ph. 

cucurbitac

earum 

(RYS-20) 

Phyto 

pythium 

spp. (KS-5) 

Ph. 

cucurbita

cearum 

(KS-11) 

Ph. 

vexans 

(NS-3) 

Ph. 

vexans 

(NS-9) 

Ph. 

vexans  

(NL-19) 

กระดาษกรองไมAชุบสาร 

Ba
cil

lu
s s

ub
til

is 

6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 

1 6.3 c 7.3 b 7.1 b 9.0 a 7.0 b 7.3 b 7.1 b 7.0 b 7.0 b 7.1 b 7.2 b 

2 8.0 b 9.0 a 7.2 c 9.1 a 7.3 c 9.2 a 8.2 b 8.0 b 8.0 b 8.1 b 7.4 c 

5 8.3 d 11.1 a 9.1 c 9.3 b-c 8.0 d 9.7 b 9.0 c 9.7 b 9.1 c 9.1 c 8.0 d 

10 9.1 e 12.1 a 11.0 c 10.0 d 9.1 e 11.0 c 10.1 d 11.9 b 10.0 d 10.9 c 10.0 d 

แอมพลิซิลิน 500  21.1 c 22.1 b 19.1 e 19.2 e 22.1 b 18.1 f 20.0 d 20.2 d 20.3 d 23.3 a 13.1 g 

กระดาษกรองไมAชุบสาร 

Ra
lst

on
ia 

so
la

na
ce

ar
um

 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 

1 10.0 b 11.1 a 11.2 a 10.1 b 9.0 c 11.0 a 11.2 a 9.0 c 11.0 a 9.2 c 9.2 c 

2 11.1 b 11.1 b 11.0 b 12.1 a 10.1 c 11.2 b 11.2 b 10.2 c 11.1 b 9.4 d 10.0 c 

5 12.2 c 11.1 d 11.2 d 14.2 a 13.1 b 11.2 d 11.1 d 11.0 d 11.1 d 9.5 e 11.1 d 

10 14.1 c 11.0 e 11.1 e 17.1 a 14.1 c 11.3 e 11.2 e 13.3 d 11.1 e 9.6 f 15.1 b 

แอมพลิซิลิน 500  25.3 f 27.2 e 10.3 h 30.0 c 31.2 b 29.1 d 30.2 c 30.1 c 32.2 a 24.2 g 32.1 a 
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ตารางท่ี 4.7  (ตAอ)  

ความเข%มข%น (mg/ml) 

 ขนาดเส%นผAานศูนย9กลางโซนการยับย้ัง (clear zone) ของเบต%ากลูแคนท่ีสกัดได%แตAละไอโซเลท (mm) 

 

P. 

catenulatum  

(CHS-10) 

P. 

acanthicum  

(RYS-7) 

P. 

torulosum 

(RYS-10) 

P. 

diclinum 

(RYS-16) 

P. 

torulosum 

(KS-15) 

Ph. 

cucurbitac

earum 

(RYS-20) 

Phyto 

pythium 

spp. (KS-5) 

Ph. 

cucurbitac

earum 

(KS-11) 

Ph. 

vexans 

(NS-3) 

Ph. 

vexans 

(NS-9) 

Ph. 

vexans 

(NL-19) 

กระดาษกรองไมAชุบสาร 

Xa
nt

ho
m

on
as

 o
ry

za
e 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 

1    9.0 a 8.0 b 8.1 b 8.1 b 9.0 a 8.8 a 9.0 a 8.1 b 9.1 a 8.0 b 8.0 b 

2 10.1 a 8.1 c 8.1 c 9.2 b 9.1 b 9.0 b 9.1 b 9.0 b 9.4 b 9.2 b 9.1 b 

5 10.2 a 9.0 b 9.1 b 9.3 b 10.0 a 9.1 b 10.0 a 9.1 b 10.0 a 10.0 a 9.3 b 

10 10.4 c 9.2 d 10.2 c 10.1 c 11.1 b 9.3 d 11.3 b 11.0 b 12.1 a 11.2 b 11.1 b 

แอมพลิซิลิน 500  15.1 b 14.1 c 16.0 a 15.1 b 14.0 c 13.2 d 13.0 d 15.0 b 14.1 c 14.1 c 13.0 d 

กระดาษกรองไมAชุบสาร 

sa
cc

ha
ro

m
yc

es
 c

er
ev

isia
e 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 

1 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 

2 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 

5 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 

10 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 6.0 a 

แอมพลิซิลิน 500  32.1 c 29.3 e 33.0 b 34.0 a 30.0 d 32.0 c 30.0 d 34.0 a 32.1 c 30.0 d 30.1 d 
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ตารางท่ี 4.7  (ตAอ) 

ความเข%มข%น (mg/ml) 

 ขนาดรัศมีของเส%นใยท่ีถูกยับย้ัง (inhibition zone) จากเบต%ากลูแคนท่ีสกัดได%แตAละไอโซเลท (mm) 

 

P. 

catenulatum  

(CHS-10) 

P. 

acanthicum  

(RYS-7) 

P. 

torulosum 

(RYS-10) 

P. 

diclinum 

(RYS-16) 

P. 

torulosum 

(KS-15) 

Ph. 

cucurbitac

earum  

(RYS-20) 

Phyto 

pythium 

spp. (KS-5) 

Ph. 

cucurbitac

earum 

(KS-11) 

Ph. 

vexan 

(NS-3) 

Ph. 

vexans 

(NS-9) 

Ph. 

vexan 

(NL-19) 

กระดาษกรองไมAชุบสาร 

Py
th

ium
 sp

le
nd

en
s 3.5 c 3.7 a 3.1 d 3.6 b 3.8 a 3.6 b 3.6 b 3.6 b 3.4 c 3.6 b 3.5 c 

1 3.3 f 3.4 d-e 3.1 g 3.4 d-e 3.7 a 3.4 d-e 3.5 b-c 3.5 c-d 3.4 d-e 3.6 b 3.3 e-f 

2 3.3 e 3.3 e 3.0 f 3.0 g 3.5 b 2.9 h 3.5 a 3.3 d 3.4 c 3.3 d 2.6 i 

5 3.2 b 3.2 b 3.0 c 2.1 f 2.0 g 2.2 e 3.2 b 2.5 d 1.5 h 3.2 a 1.2 i 

10 1.2 i 3.2 a 2.9 b 2.8 c-d 1.8 f 2.8 b-c 2.8 d 2.6 e 1.7 g 1.4 h 2.5 e 

กระดาษกรองไมAชุบสาร 

Ph
yt

op
yt

hiu
m

 v
ex

an
s 2.9 b 2.9 c 2.9 c 2.9 a 2.9 c 2.9 b 2.9 b 2.9 c 2.8 d 2.8 e 2.9 c 

1 2.8 c 2.3 i 2.7 d-e 2.9 a 2.7 f-g 2.8 b-c 2.8 b 2.7 e-f 2.6 g-h 2.6 h 2.7 d 

2 2.8 a 2.2 e 2.2 e 2.6 b 2.4 d 2.8 a 2.8 a 2.6 b 2.6 b 2.5 c 2.6 b 

5 2.5 b 2.1 f 1.9 g 2.5 b 1.8 h 2.3 d 2.1 f 2.4 c 2.4 c 2.6 a 2.2 e 

10 1. h 2.0 d 2.1 b 1.6 f 1.7 e 1.5 h 1.6 g 2.2 a 1.7 e-f 2.1 c 1.7 e 
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   4.4.2 คุณสมบัติในการเป.นสารต%านอนุมูลอิสระ (antioxidants) 

            จากการทดสอบคุณสมบัติในการเป.นสารต%านอนุมูลอิสระ จากสารสกัดเบต%ากลูแคนทั้ง 11 

ไอโซเลทด%วยวิธี DPPH radical scavenging activity assay (%) และวิธี ABTS radical scavenging 

activity assay (%) เปร ียบเท ียบก ับช ุดควบค ุมสารมาตรฐาน Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-

tetramethylchroman-2-carboxylic acid) ท่ีเป.นสารอนุพันธ9ของวิตามินอี (vitamin E derivative) 

พบวAา เบต%ากลูแคนสามารถสลายอนุมูลอิสระได%สูงทั้ง 2 วิธี โดยสารสกัดเบต%ากลูแคนสามารถปลAอย

อะตอมไฮโดรเจนเพื่อกำจัดอนุมูลอิสระในการทดสอบด%วยวิธี DPPH ได%ดีในทุกความเข%มข%นใน 

Pythium spp. และ Phytopythium spp. ทุกไอโซเลทตั้งแตAความเข%มข%นต่ำสุดที่ 1, 2, 5 จนถึง 10 

mg/ml ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน Trolox โดยผลที่ได%ไมAแตกตAางกันและการทดสอบด%วย

วิธี ABTS ในการกำจัดอนุมูลอิสระชนิดเปอร9อ�อกซี พบวAาที่ความเข%มข%น 1 และ 2 mg/ml เบต%า

กลูแคนมีฤทธิ์ในการกำจัดอนุมูลอิสระต่ำเมื่อเปรียบเทียบกับสารมาตรฐาน Trolox และที่ความ

เข%มข%น 5 และ 10 mg/ml เบต%ากลูแคนฤทธิ์ในการกำจัดอนุมูลอิสระสูง โดยทุกไอโซเลทมี %RSV 

ใกล%เคียงกัน และที่มีผลใกล%เคียงกับการสลายด%วยสารมาตรฐาน Trolox (ตารางที่ 4.9 และ 4.10 

ภาพที่ 4.28-4.29) โดยอนุมูลอิสระ (Free Radical) คือ โมเลกุลหรืออะตอมที่ไมAเสถียรที่เราพบเจอ

ได%ทั่วไปในชีวิตประจำวัน จากภายนอก เชAน มลพิษในอากาศ ฝุ�น ควัน แสงแดด ความร%อน หรือ

แม%แตAอาหารที่เราบริโภคเข%าไป จากภายใน เชAน อนุมูลอิสระที่รAางกายสร%างขึ้น ซ่ึงหากเราได%รับมาก

เกินไปอาจกAอให%เกิดโรคร%ายแรงตAางๆ ได%และอาจกAอให%เกิดเซลล9มะเร็ง ดังนั้นรAางกายจึงจำเป.นต%องมี

สารต%านอนุมูลอิสระชAวยในการกำจัด โดยสารต%านมีทั ้งรAางกายสร%างเองและได%รับจากภายนอก 

(Pham-Huy and Pham-Huy, 2008) ผลการทดสอบพบวAาเบต%ากลูแคนมีฤทธิ ์ในการต%านอนุมูล

อิสระสูงเมื่อทดสอบด%วยวิธี DPPH radical scavenging activity assay (%) และวิธี ABTS radical 

scavenging activity assay (%) คล%ายคลึงกับหลายงานวิจัย เชAน งานวิจัยของ Shah et al. (2017) 

ที่ทำการศึกษาในข%าวโอ�ตและข%าวบาร9เลย9 พบวAาเบต%ากลูแคนมีศักยภาพในการต%านอนุมูลอิสระท่ี

สAงผลตAอความเสียหายของ DNA รวมไปถึงป�องกันความเสียหายของ DNA และลดเซลล9การเจริญของ

มะเร็งหลายชนิดรวมไปถึงต%านการเกิดเน้ืองอก การศึกษาของ Upadhyay et al. (2022) ท่ีศึกษาการ

ต%านอนุมูลอิสระจากเบต%ากลูแคนท่ีสกัดจากยีสต9 (Saccharomyces cerevisiae) พบวAาเบต%ากลูแคน

มีศักยภาพในการต%านอนุมูลอิสระและจะมีฤทธิ์สูงขึ้นเมื่อใช%ปริมาณมากขึ้นและนอกจากนี้ยังพบวAามี

ศักยภาพในการชะลอการเติบโตของเซลล9มะเร็งปากมดลูกอีกด%วย โดยงานวิจัยของ Manabe and 

Yamaguchi, (2021) ได%อธิบายถึงความสัมพันธ9ของเบต%ากลูแคนและโปรตีนที่เกี่ยวข%อง เบต%ากลูแคน

มีสAวนเกี่ยวข%องกับโปรตีนหลายชนิดในรAางกาย เชAน โปรตีน Dectin-1 ที่มีในสัตว9มีกระดูกสันหลังมาก

ท่ีสุดถูกพิจารณาวAาเป.น betaglucan receptor ท่ีมีสAวนรAวมในระบบภูมิคุ%มกันโดยกำเนิดของรAางกาย

ที่จับกับเบต%ากลูแคนและชAวยให%เซลล9ภูมิคุ%มกันทำงานดีขึ้น BGRP/GNBP3 ที่จับกับ 1,3 betaglucan 

กระตุ%นการตอบสนองทางภูมิคุ%มกันโดยกำเนิดโดยการเป¬ดใช%งานเส%นทาง Toll (Toll-like Receptor: 

TLR) ซ่ึงเป.นหน่ึงใน pattern-recognition receptor (PRR) ท่ีสำคัญของรAางกาย เป.นต%น  
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งานวิจัยของ Kofuji et al. (2012) ท่ีทำการศึกษาเบต%ากลูแคนในข%าวบาเลAย9 พบวAาแหลAงของเบต%า

กลูแคน วิธีสกัดรวมถึงขนาดของโมเลกุล สAงผลตAอความสามารถในการต%านอนุมูลอิสระของเบต%า

กลูแคน ความสามารถในการกำจัด ROS เป.นคุณสมบัติที่ดีในการป�องกันโรคตAางๆ และป�องกันความ

ชรา ซึ่งผลลัพธ9เหลAานี้บAงชี้วAา คุณสมบัติการต%านอนุมูลอิสระของเบต%ากลูแคน สามารถใช%เป.นสารเพ่ิม

ปริมาณโพลีเมอร9สำหรับอาหารเสริม และสารเติมแตAงอาหารท่ีและคุณประโยชน9อื่นๆ ซึ่งอาจมีสAวน

ชAวยในการเสริมสร%างสุขภาพ และความงาม จากงานวิจัยหลายฉบับช้ีให%เห็นวAาเบต%ากลูแคนนอกจากมี

ศักยภาพในการต%านอนุมูลอิสระและยังมีคุณสมบัติอื่นๆ ที่นAาสนใจสามารถพัฒนาในอุตสาหกรรม

ตAางๆ ได% 

 

ตารางท่ี 4.8 การทดสอบฤทธ์ิต%านอนุมูลอิสระด%วยวิธีดีพีพีเอช (DPPH radical scavenging activity assay) 

DPPH Radical Scavening (%) และ IC50 

ตัวอยAาง 

ความเข%มข%น (mg/ml) 

IC50* 
%RSA (1) %RSA (2) %RSA (5) 

%RSA 

(10) 

สารมาตรฐาน Trolox 72.6 a 80.5 a 86.5 a 88.7 a <1 

Ph. vexans NS-9 59.5 a-c 62.1 a-b 73.8 a-b 75.0 a-b <1 

P. torulosum KS-15 32.6 d 43.9 b-c 56.5 b 64.1 b 47.1 

Ph. cucurbitacearum KS-11 45.3 b-d 51.5 b-c 64.0 b 72.7 a-b 16.5 

Ph. vexans NS-3 57.9 a-c 65.8 a-b 74.4 a-b 74.7 a-b <1 

Ph. vexans NL-19 40.1 b-d 56.6 a-c 59.4 b 66.7 a-b 20.4 

Phytopythium spp. KS-5 61.5 ab 64.0 a-b 76.9 a-b 78.0 a-b <1 

P. acanthicum RYS-7 58.7 a-c 60.8 a-b 70.9 a-b 71.8 a-b <1 

P. torulosum RYS-10 37.0 c-d 57.9 a-b 65.2 a-b 71.5 a-b 19.3 

P. diclinum RYS-16 26.5 d 32.0 c 57.8 b 62.8 b 57.5 

Ph. cucurbitacearum RYS-20 61.4 ab 68.7 a-b 77.0 a-b 77.3 a-b <1 

P. catenulatum CHS-10 47.0 b-d 61.7 a-b 64.5 b 69.3 a-b <1 

C.V. 24.1 23.2 16.5 16.0  

*Inhibitory concentration (IC50) 
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ตารางท่ี 4.9 การทดสอบฤทธ์ิต%านอนุมูลอิสระด%วยวิธีเอบีทีเอส (ABTS radical scavenging activity assay) 

ABTS Radical Scavening (%) และ IC50  

ตัวอยAาง 

ความเข%มข%น (mg/ml) 

IC50* 
%RSA (1) %RSA (2) %RSA (5) 

%RSA 

(10) 

สารมาตรฐาน Trolox 85.2 a 89.7 a 90.9 a 93.5 a <1 

Ph. vexans NS-9 10.0 b 18.1 b 60.2 e 74.9 b 57.4 

P. torulosum KS-15 7.8 b 14.4 b 64.5 c-e 77.6 a-b 56.0 

Ph. cucurbitacearum KS-11 9.1 b 18.0 b 61.6 d-e 71.8 b 58.7 

Ph. vexans NS-3  9.4 b 16.9 b 68.0 b-c 78.3 a-b 53.5 

Ph. vexans NL-19 8.9 b 15.5 b 64.4 c-e 77.0 a-b 55.7 

Phytopythium spp. KS-5 11.1 b 19.6 b 68.3 b-c 78.4 a-b 52.2 

P. acanthicum RYS-7 9.3 b 15.8 b 64.0 c-e 71.5 b 58.6 

P. torulosum RYS-10 9.4 b 16.4 b 65.5 b-d 74.9 b 56.1 

P. diclinum RYS-16 10.0 b 17.5 b 63.7 d-e 74.0 b 56.8 

Ph. cucurbitacearum RYS-20 11.6 b 20.2 b 69.1 b 80.1 a-b 51.0 

P. catenulatum CHS-10 10.8 b 17.1 b 64.6 c-d 74.3 b 56.2 

C.V. 14.2 21.1 3.9 12.3  

*Inhibitory concentration (IC50) 
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ภาพที่ 4.29 แผนภูมิการต%านอนุมูลอิสระ A: DPPH Radical Scavening (%) B: ABTS Radical 

Scavening (%) 
 
 

 

 

 

ภาพที่ 4.30 ไมโครเพลทแสดงความเข%มข%นของปฏิกิริยาการต%านอนุมูลอิสระ A: DPPH Radical 

Scavening (%) B: ABTS Radical Scavening (%) แถว A-D เบต%ากลูแคนความ

เข%มข%น 1 2 5 และ 10 mg/ml ตามลำดับ แถว E1-2 positive control แถว E3-4 

negative control แ ถ ว  F1-4 Trolox ค ว าม เ ข % ม ข % น  1 2 5 และ  10 mg/ml 

ตามลำดับ 
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ไอโซเลท

ABTS+

ความเขkมขkน (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) %RSA (1) ความเขkมขkน (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) %RSA (2)

ความเขkมขkน (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) %RSA (5) ความเขkมขkน (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) %RSA (10)

A 

B 

B 
A 

B 

C 

D 

E 
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     4.4.3 คุณสมบัติในการเป.นตัวกระตุ%นชีวภาพ (biotic elicitor) 

             การทดสอบคุณสมบัติในการเป.นตัวกระตุ%นชีวภาพจากการเรืองแสงของสโคโพเลติน 
(Scopoletin) โดยทดสอบบนต%นกล%าทุเรียน พบวAาเบต%ากลูแคนสามารถกระตุ%นความต%านทานของ

พืชได% และไมAทำให%พืชเกิดความเสียหาย เมื่อเปรียบเทียบกับการกระตุ%นความต%านทานจากเชื้อกAอโรค 

นอกจากนี้การเปรียบเทียบระบบตัวทำละลายเคลื่อนท่ี (mobile phase) บนแผAน TLC พบวAาตัวทำ

ละลายเคลื่อนที่อยAางงAาย methanol: H2O สามารถแยกความแตกตAางของรงควัตถุสีเขียว สีเหลือง 

และสีน้ำเงินในพืชได%ดี ทำให%มองเห็นแบนการเรืองแสงได%ชัดเจนที่สุด รองลงมาคือ Ethyl acetate 

(EA): methanol: H2O ซึ่งสามารถมองเห็นการเรืองแสงสโคโพเลตินชัดเจน แตAมีความสามารถในการ

แยกสีรงควัตถุในพืชต่ำและท่ี 12% acetic acid พบวAาการเรืองแสงที ่ได%มีการกระจายตัว และ

ความสามารถในการแยกสีรงควัตถุในพืชต่ำ (ภาพที่ 4.30) อยAางไรก็ตามหลังการทดสอบที่ 7 วันพบ

การเรืองแสงบนแผAน TLC 4 เลน คือ สารมาตรฐานสโคโพเลติน ต%นควบคุมที่ทำแผลและไมAปลูกเช้ือ 

(negative control) ต%นควบคุมที่ทำการปลูกเชื้อ Phytophthora palmivora (positive control) 

และต%นที่ทำการทดสอบด%วยเบต%ากลูแคน โดยมีคAา Rf ที่ได%เทAากับ 0.81 ซึ่งพบวAาต%นควบคุมที่ทำแผล

และไมAปลูกเชื้อเกิดการเรืองแสงเล็กน%อย (ภาพที่ 4.31A) อาจเป.นไปได%วAาการปลูกเชื้อโดยการทำแผล

เชิงกลอาจสAงผลตAอการกระตุ%นให%เกิดการแสดงกลไกการป�องกันตัวเองของพืชด%วย เนื่องจากยีนท่ี

ควบคุมการกระตุ%นการป�องกันในพืชบางตัวอาจมีการทับซ%อนกัน (Leonardo et al., 2011; Cheong 

et al., 2002) ซึ่งการแสดงออกของกลไกการป�องกันจะลดลงในชAวงหลัง และหลังจากการทดสอบท่ี 

14 วันพบการเรืองแสงบนแผAน TLC 3 เลน คือ สารมาตรฐานสโคโพเลติน ต%นควบคุมที่ทำการปลูก

เช้ือ Phytophthora palmivora (positive control) และต%นท่ีทำการทดสอบด%วยเบต%ากลูแคน โดย

มีคAา Rf ท่ีได%เทAากับ 0.81 และต%นควบคุมท่ีทำแผลและไมAปลูกเช้ือ (negative control) ไมAปรากฏการ

เรืองแสงบนแผAน TLC (ภาพที ่ 4.31B) ซึ ่งผลการทดลองที ่ได%มีความสอดคล%องกับงานวิจัยของ 

Tongon and Soytong (2012) ที่กระตุ%นการสร%างสารสโคโพเลตินโดยทำการทดสอบบนต%นกล%า

ทุเรียนได%คAา Rf เทAากับ 0.75 เนื่องจากสโคโพเลตินที่เป.นสารไฟโตอเล็กซินที่พืชผลิตขึ้น เนื่องจากถูก

กระตุ%นเพื่อป�องกันตัวจากการถูกเข%าทำลายตAางๆ เป.นสารประกอบคูมารินอยAางงAายที่ได%มาจาก 1,2-

benzopyrones ซึ ่งม ีพ ันธะคู Aท ี ่ เช ื ่อมกัน สามารถต%านรังส ีอ ัลตราไวโอเลต และดูดซับร ังสี

อัลตราไวโอเลต ซึ่งแสดงการเรืองแสงสีน้ำเงินเมื่อสัมผัสกับแสงอัลตราไวโอเลต 365 nm. ทำให%เห็น

เป.นจุดเรืองแสงบนแผAน TLC (Firmansyah et al., 2021) โดยจากการทดลองการปลูกเชื ้อด%วย 

Pythium splendens และ Phytophthora palmivora แม%จะกระตุ %นการแสดงออกการป�องกัน

ของพืช แตAก็ยังคงทำให%พืชเป.นโรคและเกิดการลุกลามของแผลเมื่อเปรียบเทียบกับเบต%ากลูแคน ซ่ึง

พบวAารอยแผลเกิดการสมานกันและยังคงทำให%พืชสุขภาพดี จากการศึกษาการแสดงออกระดับยีนของ

พืชเกิดจากยีนหลายชนิดพบวAาหนึ่งในการกระตุ%นการแสดงออกอาจเกิดจากยีน PR-2 เชAน b-1,3-

endoglucanases ซ่ึงมีอยูAในพืชชAวยในการไฮโดรไลซ9 โดย 1,3 betaglucans ท่ีทำการสกัดออกมาซ่ึง

เป.นสAวนประกอบหลักของผนังเซลล9ของ oomycetes ซึ่งอาจออกฤทธิ์โดยตรงโดยการยับยั้งการ
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เจริญเติบโตของเชื ้อโรคหรือโดยอ%อมโดยชAวยในการสร%างโมเลกุลสัญญาณที่อาจทำหน%าที ่เป.น

ตัวกระตุ %นกลไกการป�องกันเพิ ่ม (Chakraborty, 2008) นอกจากนี ้การศึกษาคุณสมบัติการเป.น

ตัวกระตุ%นทางชีวภาพของเบต%ากลูแคนยังสอดคล%องกับงานวิจัยหลายฉบับ เชAน Klarzynski et al. 

(2000) ที่ศึกษาการใช% 1,3 betaglucans ที่แยกได%จากสาหรAายสีน้ำตาล Laminaria digitata เป.น

ตัวกระตุ %นทางชีวภาพในการตอบสนองการป�องกันในเซลล9ยาสูบอยAางรวดเร็วตAอเชื ้อ Erwinia 

carotovora subsp. carotovora สAงผลให%การติดเช ื ้อลดลง Shinya et al. (2006) รายงานวAา 

(1,3)(1,6) betaglucans ที ่แยกได%จาก Alternaria alternata ชAวยในการกระตุ %นการป�องกันใน

ยาสูบ Sun et al. (2019) พบวAา 1,3 betaglucan ควบคุมการแสดงออกของยีนในพืชที่เกี่ยวข%องกับ

การป�องกันตนเองได%แกA PR1, GLU, endoGLU9, CHI4, endoCHI, PR4, PR5, CHI3 และ PAL ได%

อยAางชัดเจนซึ ่งชAวยให%เกิดความต%านทานโรคในผลไม%หลังการเก็บเกี ่ยวและ Anusuya and 

Sathiyabam (2015a; 2015b) พบวAาเบต%ากลูแคนที่ในรูปแบบนาโนชAวยกระตุ%นการป�องกัน การ

แสดงออกของยีนและลดอัตราการเนAาของขมิ้นที่เกิดจาก Pythium aphanidermatum ลงอยAางมี

นัยสำคัญ ทำให%เกิดการแสดงออกทางสรีระวิทยาโดยการเพิ่มขึ้นของกิจกรรมของเอนไซม9ป�องกัน

ตนเอง เช A น peroxidases (E.C.1.11.1.7), polyphenol oxidases (E.C.1.14.18.1), protease 

inhibitors (E.C.3.4.21.1) และ beta 1,3 glucanases (E.C.3.2.1.39) เป.นต%น แม%วAาเบต%ากลูแคน

ไมAได%มีบทบาทโดยตรงตAอการเข%าทำลายจุลินทรีย9กAอโรค แตAมันสามารถเป.นตัวกระตุ%นความต%านทาน 

และกระตุ%นการตอบสนองการป�องกันตAอจุลินทรีย9โรคพืชได% 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.31 แผAน TLC ท่ีแสดงการเรืองแสงของสโคโพเลตินและสีรงควัตถุในใบพืชท่ีตัวทำละลายเคล่ือนท่ี

ตAางกัน A: Ethyl acetate: methanol: H2O , B: 12% acetic acid, C: methanol: H2O 

 

 

 

 

 

 

methanol: H2O 
Ethyl acetate: 

methanol: H2O 12% acetic acid 

A B C 
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ภาพที่ 4.32 ผลการเป.นตัวกระตุ%นชีวภาพ โดย A-B: แผAน TLC ที่แสดงการเรืองแสงของสโคโพเลติน

ในต%นกล%าทุเรียนท่ี 7 และ 14 วัน ตามลำดับ (a: สารมาตรฐานโคโพเลติน b: ต%นควบคุม

ที่ไมAทำการกระตุ%น c: ต%นควบคุมที่ทำการทดสอบด%วยเชื้อ Pythium spp. d: ต%นที่ทำ

การทดสอบด%วยเบต%ากลูแคน); C: หลังการปลูกเชื้อบนต%นกล%ายอ 30 วัน; D: หลังการ

ปลูกเช้ือบนต%นกล%าทุเรียน 30 วัน; E: โคโลนีเช้ือท่ีเจริญบนอาหาร PDA  
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและข8อเสนอแนะ 
5.1 สรุปผลการวิจัย  

      แยกเชื้อ Pythium spp. และสกุลใกล%เคียงจากแหลAงน้ำทะเล น้ำจืด และพื้นที่ป�าไม% ในจังหวัด

นครนายก และกาญจนบุรี ได%เชื้อทั้งหมด 39 ไอโซเลท และเมื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานและจัด

จำแนกเบื้องต%นโดยดูจากโครงสร%างที่ใช%ในการสืบพันธุ9 (reproductive organs) พบวAาทั้ง 39 ไอโซ

เลทมีลักษณะสัณฐานตรงกับเชื้อ Pythium spp. หรือสกุลใกล%เคียง การทดสอบความสามารถในการ

ทำให%เกิดโรคเพื่อแยกสป�ชีส9ที่กAอโรค (pathogenic strain) กับสป�ชีส9ที่กAอโรคต่ำ (hypo-virulent 

strain) หรือไมAกAอโรค (non-pathogenic strain) ได% hypo-virulent strain จำนวน 11 ไอโซเลท เม่ือ

นำ hypo-virulent strain มาจัดจำแนกโดยเทคนิคทางอณูชีววิทยา พบวAาเชื้อที่ได%มีความใกล%เคียงกับ 

Phytopythium vexans 3 ไอโซเลท Pythium torulosum 2 ไอโซเลท Phytopythium 

cucurbitacearum 2 ไอโซเลท Pythium declinum 1 ไอโซเลท Pythium acanthicum 1 ไอโซเลท 

Pythium catenulatum 1 ไอโซเลท  และ Phytopythium sp. unknow ไอโซเลท D37 1 ไอโซเลท จาก

การวิเคราะห9ปริมาณเบต%ากลูแคนพบวAาเชื้อ Pythium spp. และ Phytopythium spp. มีปริมาณ

เบต%ากลูแคนอยูAที ่ 24-32 (%w/w) เมื ่อเทียบกับชุดควบคุมยีสต9 (Saccharomyces cerevisiae) มี

ปริมาณเบต%ากลูแคนอยูAที ่ 33 (%w/w) การวิเคราะห9โครงสร%างของเบต%ากลูแคนด%วยวิธี Fourier 

Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) และ nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) 

พบวAาโครงสร%างที่ได%คือ (1,3)(1,6) beta-glucan ซึ่งใกล%เคียงกับ laminarin ซึ่งเป.นเบต%ากลูแคนที่พบ

ในสาหรAายสีแดงและสีน้ำตาล  

      การศึกษาปkจจัยที่มีผลตAอการเจริญเติบโตและการผลิตเบต%ากลูแคนโดยทำการทดสอบกับอาหาร

เลี้ยงเชื้อ 3 ชนิด ได%แกA อาหารเลี้ยงเชื้อ V8 juice broth (V8B), potato dextrose broth (PDB) 

และ cornmeal broth (CMB) ที่เพิ่มปริมาณน้ำตาลแตกตAางกัน คือที่ความเข%มข%น 0%, 2%, 4% 

และ 8% พบวAาเชื้อมีการเจริญเติบโตดีที่สุดในอาหารเลี้ยงเชื้อ V8B ที่เพิ่มปริมาณน้ำตาลเป.น 8% 

โดยมีน้ำหนักแห%งของเส%นใยสูงสุด อยAางไรก็ตามการวัดปริมาณเบต%ากลูแคนที่ผลิตได%พบวAาอาหารที่ดี

ท่ีสุดท่ีสAงผลตAอการเพ่ิมข้ึนของเบต%ากลูแคน คือ PDB ความเข%มข%นน้ำตาล 0% และ V8B ความเข%มข%น

น้ำ4% โดยพบวAาสามารถเพิ่มการผลิตเบต%ากลูคนได%มากถึง 51.5 และ 51.2 (%w/w) ตามลำดับ การ

ทดสอบประสิทธิภาพของเบต%ากลูแคนที่ได%จาก Pythium spp. และ Phytopythium spp. ในการ

เป.นสารปฏิชีวนะพบวAาเบต%ากลูแคนสามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรีย Bacillus subtilis, Ralstonia 

solanacearum และ Xanthomonas oryzae ได% สAวนเชื้อในกลุAม oomycetes สามารถยับยั้งเช้ือ 

Pythium splendens และ Pythium vexans อยAางไรก็ตามการทดสอบนี้ไมAสามารถยับยั้งการเจริญ

ของ Saccharomyces cerevisiae ได% จากการทดสอบคุณสมบัติในการต%านอนุมูลอิสระด%วยวิธี 

DPPH radical scavenging activity assay (%) และวิธี ABTS radical scavenging activity assay 
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(%) พบวAาสามารถยับยั้งการเกิดอนุมูลอิสระได%ตั้งแตAความเข%มข%นต่ำสุดที่ 1 mg/ml จนถึงความ

เข%มข%นสูงสุดท่ี 10 mg/ml นอกจากนี้ยังพบวAาเบต%ากลูแคนที่ได%จากเชื้อ Pythium และสกุลใกล%เคียง

ยังมีคุณสมบัติในการเป.นตัวกระตุ%นชีวภาพ (elicitor) การวัดด%วย Thin-layer chromatography 

(TLC) ยังแสดงให%เห็นวAาเบต%ากลูแคนสามารถชักนำให%เกิดการสร%างสารสโคโพเลติน ซึ่งเป.นไฟโต 

อเล็กซินในต%นกล%าทุเรียนท่ีตAอต%านการเกิดโรค (defensive compound) ได% การศึกษานี้เผยให%เห็น

วAาเบต%ากลูแคนที่ได%จาก Pythium spp. หรือสกุลใกล%เคียง อาจเป.นทางเลือกใหมAของอุตสาหกรรม

เบต%ากลูแคนท่ีมีประสิทธิภาพท้ังในแงAปริมาณผลผลิต คุณภาพ และศักยภาพท่ีดีในอนาคต 
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5.2 ขPอเสนอแนะ  

       ผลการศึกษาพบวAาเบต%ากลูแคนที่สกัดได%จาก Pythium spp. และ Phytopythium spp. สาร

ที่ได%มีปริมาณใกล%เคียงหรือมากกวAาหลายงานวิจัยที่ได%รายงานกAอนหน%านี้ รวมถึงมีความบริสุทธิ

เนื่องจากผนังเซลล9มีสAวนประกอบของกลูแคนสูงและมีคาร9โบไฮเดรตต่ำ นอกจากนี้ยังมีศักยภาพใน

การเป.นสารต%านจุลินทรีย9 ต%านอนุมูลอิสระ และกระตุ%นให%เกิดภูมิคุ%มกันในพืชได% คุณสมบัติตAางๆ ที่ได%

กลAาวถึงนี้สามารถนำไปศึกษาและใช%ตAอยอดในด%านอื่นๆ ได%อีก เชAน การนำไปลดขนาดอนุภาคทำให%

อยูAในรูปแบบอนุภาคนาโนเพ่ือเพ่ิมการออกฤทธ์ิและงAายตAอการดูดซึมเข%าสูAเซลล9 การนำไปผสมกับสาร

ชนิดอื่นหรือการดัดแปลงเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของเบต%ากลูแคนหรือสารชนิดนั้นๆ เป.นต%น ดังน้ัน

เบต%ากลูแคนแหลAงใหมAที่ได%จาก hypo-virulent Pythium spp. และ Phytopythium spp. อาจเป.น

ทางเลือกใหมAท่ีดีได%ในอนาคต 
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