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บทคัดย่อ 
 

       งานวิจัยนี มีจุดประสงค์เพ่ือศึกษาการควบคุมโรคก่อนและหลังการเก็บเกี่ยวในกล้วยน ้าว้ า
มะลิอ่องโดยชีววิธี คือโรคตายพรายที่มีสาเหตุจากเชื อรา Fusarium oxysporum และโรคแอนแทรก
โนสในกล้วยที่มีสาเหตุจากเชื อรา Colletotrichum musae สามารถคัดแยกเชื อรา F. oxysporum 
จ้านวน 8 ไอโซเลต จากต้นกล้วยที่แสดงอาการของโรคในจังหวัดสุพรรณบุรี นครปฐม ราชบุรี และ
เพชรบูรณ์ และเชื อรา C. musae จ้านวน 10 ไอโซเลต จากผลกล้วยที่เป็นโรคในจังหวัดสุพรรณบุรี 
กาญจนบุรี นครปฐม ราชบุรี และนนทบุรี ส้าหรับการทดสอบประสิทธิภาพในการก่อโรค พบว่าเชื อ 
F. oxysporum BAFC-01 สามารถก่อโรคได้รุนแรงมากที่สุดเมื่อท้าการทดสอบการก่อโรคบนใบ
กล้วย ขณะทีเ่ชื อ C. musae BACM-09 สามารถก่อโรคแอนแทรกโนสบนผลกล้วยได้รุนแรงที่สุด คัด
แยกเชื อก่อโรคซ ้าและบ่งชี ใหม่อีกครั งด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา และยืนยันสปีชีส์ด้วยล้าดับ 
นิวคลีโอไทด์ในต้าแหน่ง internal transcribed spacer (ITS) ส้าหรับการทดสอบประสิทธิภาพการ
ยับยั งเชื อราก่อโรคทั งสองชนิดด้วยวิธีเพาะเลี ยงเชื อร่วมของเชื อราต่อต้านที่คัดแยกได้จากดินจ้านวน 
26 ไอโซเลต พบว่าเชื อต่อต้าน Talaromyces trachyspermus AWP08-01 สามารถยับยั งการ
สร้างสปอร์ของเชื อ F. oxysporum BAFC-01 ได้มากที่สุดที่ 62.25% และเชื อต่อต้าน Neosartorya 
fenneliae CHA03-A11 สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ของเชื อ C. musae BACM-09 ได้มากที่สุดที่ 
55.61% เมื่อคัดเลือกเชื อราต่อต้านที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมเชื อราก่อโรคทั งสองชนิด จ้านวน 3 
ไอโซเลต (T. trachyspermus AWP08-01, T. macrosporus AWP11-01 และ N. fenneliae 
CHA03-A11) มาสกัดสารโดยใช้ตัวท้าละลาย คือ hexane, ethyl acetate และ methanol เมื่อน้า
สารสกัดหยาบมาทดสอบการยับยั งเชื อราก่อโรคทั งสองชนิด พบว่าสารสกัดหยาบชั น ethyl acetate 
จากเชื อรา N. fenneliae CHA03-A11 สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ของเชื อ F. oxysporum 
BAFC-01 ได้ดีที่สุดที่ 40.14 เปอร์เซ็นต์ และจากเชื อรา T. trachyspermus AWP08-01 สามารถ
ยับยั งการสร้างสปอร์ของเชื อ C. musae BACM-09 ได้ 50 เปอร์เซ็นต์ ทีค่วามเข้มข้น 969.37 ppm  
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ดังนั นจึงมีแนวโน้มในการน้าเชื อรา N. fenneliae CHA03-A11 และ T. trachyspermus AWP08-
01 ไปใช้ในควบคุมเชื อรา F. oxyporum ที่เป็นสาเหตุโรคตายพราย และเชื อรา C. musae สาเหตุ
โรคแอนแทรกโนสในกล้วย 
 
ค้าส้าคัญ : โรคตายพราย โรคแอนแทรกโนส กล้วยน ้าว้ามะลิอ่อง การควบคุมโรคโดยชีววิธี    
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Abstract 

 
The aim of this study was to control the pre-harvest and post-harvest of 

‘Namwa Mali-Ong’ banana diseases by biological control agents; panama disease 
caused by Fusarium oxysporum and anthracnose disease of banana caused by 
Colletotrichum musae. Eight F. oxysporum isolates were collected from the 
symptomatic tissues of banana in Suphanburi, Nakhonpathom, Ratchaburi and 
Petchabun province. Ten C. musae isolates were obtained from the symptomatic 
fruits in Suphanburi, Nakhonpathom, Ratchaburi and Nonthaburi province. For the 
pathogenicity test, F. oxysporum BAFC-01 was the most virulent, causing the 
maximum diseases severity inoculated on banana leaves while the most virulent 
strain of anthracnose disease was C. musae BACM-09 induced on banana fruits. All 
pathogens were re-isolated and re-identified based on morphological characteristics 
and the internal transcribed spacer (ITS) sequences were also confirmed the species 
identification. For potent antagonistic activity, we were screened for 26 antagonists 
which isolated from soil against both fungal pathogens by dual culture method. The 
result showed the best isolates of antagonist to inhibit the spore production of F. 
oxysporum BAFC-01 was Talaromyces trachyspermus AWP08-01 with 62.25% and 
Neosartorya fenneliae CHA03-A11 was presented the highest inhibitory effects on the 
spore production of C. musae BACM-09 with 55.61%. The three selected antagonistic 
fungi (T. trachyspermus AWP08-01, T. macrosporus AWP11-01 and N. fenneliae 
CHA03-A11) which are effective against both pathogens were extracted using various 
solvents such as hexane, ethyl acetate and methanol. The crude extracts were 
evaluated against both pathogenic fungi. The result showed the most effective crude 
extract that can inhibit spore production of F. oxysporum BAFC-01 was crude ethyl 
acetate from N. fenneliae CHA03-A11 as 40.14%. Crude ethyl acetate from T. 
trachyspermus AWP08-01 was found to be the most effective inhibited the spore 
production of C. musae BACM-09 as 50% inhibition concentration at 969.37 ppm. 
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Then, N. fenneliae CHA03-A11 and T. trachyspermus AWP08-01 will be used to 
control the pathogen F. oxysporum causing panama disease and C. musae causing 
anthracnose disease of banana. 
 
Keywords: Biological control, Panama disease, Anthracnose disease, ‘Namwa  
                Mali-Ong’banana, Neosartorya and Talaromyces 
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บทท่ี 1 
บทน้า 

 
1.1 ที่มาและความส้าคัญของงานวิจัย 

ประชากรส่วนใหญ่ของประเทศไทยประกอบอาชีพเป็นเกษตรกร ส่งผลให้อุตสาหกรรม 
ด้านการเกษตรโดยเฉพาะอย่างยิ่งอุตสาหกรรมการเกษตรเกี่ยวกับผักและผลไม้ ถือเป็นธุรกิจที่ส้าคัญ 
ที่ส่งผลถึงเศรษฐกิจของประเทศ แต่ในแต่ละปีผลผลิตทางการเกษตรเกิดความเสียหายเป็นจ้านวน
มากเนื่องจากถูกท้าลายโดยศัตรูพืช โดยเฉพาะโรคพืชที่มีสาเหตุมาจากเชื อราที่สามารถสร้างความ
เสียหายให้กับพืชได้อย่างรวดเร็วและรุนแรง เกษตรกรจึงนิยมใช้สารเคมีในการควบคุม เพราะง่าย 
รวดเร็ว และมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรค โดยเกษตรกรมักใช้สารเคมีหลายชนิดควบคู่กัน และใช้
ปริมาณมากเกินความจ้าเป็น ท้าให้มีสารเคมีตกค้างในผลผลิตทางการเกษตร ส่งผลกระทบต่อการ
จ้าหน่ายทั งในและต่างประเทศ รวมทั งส่งผลถึงสุขภาพของผู้บริโภคและเกษตรกร (สาคร, 2556; นัฐ
วุฒิ และคณะ, 2557) 

กล้วย (Musa spp.) เป็นผลไม้เขตร้อน มีถิ่นก้าเนิดในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ นอกจาก 
จะรับประทานผลแล้วยังสามารถน้ามาปรุงเป็นอาหารคาวหวาน และแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ เช่น 
กล้วยตาก กล้วยทอด ใช้เป็นส่วนผสมในขนม และยังน้าส่วนต่าง ๆ ตั งแต่ใบ ต้น มาใช้ประโยชน์ได้อีก
ด้วย กล้วยสามารถปลูกได้ทั่วทุกภูมิภาคของประเทศไทย จากการส้ารวจในปี 2559 ประเทศไทยมี
พื นที่เพาะปลูกกล้วยกว่า 3 แสนไร่ และให้ผลผลิตมากถึง 1 ล้านต้นต่อปี (ส้านักงานเศรษฐกิจ
การเกษตร, 2560) แต่ปัญหาส้าคัญที่ส่งผลกระทบต่อผลผลิตทั งก่อนการเก็บเกี่ยวและหลังการเก็บ
เกี่ยวคือ โรคที่มีสาเหตุมาจากเชื อรา เช่น โรคตายพราย และโรคแอนแทรกโนส เป็นต้น  

โรคตายพราย (Fusarium wilt หรือ Panama disease) มีสาเหตุมาจากเชื อรา Fusarium 
oxysporum f.sp. cubense เป็นโรคที่ส้าคัญที่ท้าให้ผลผลิตกล้วยเสียหายตั งแต่ก่อนการเก็บเกี่ยว 
เนื่องจากท้าให้ต้นกล้วยยืนต้นตายอย่างรวดเร็ว (Deltoura และคณะ, 2017) มีรายงานการเกิดโรค
ตายพรายเกือบทุกจังหวัดในประเทศไทย และส่วนใหญ่เกิดโรคในกล้วยน ้าว้า (คณะท้างานพยากรณ์ 
และเตือนภัยศัตรูพืช กรมวิชาการเกษตร, 2559) การควบคุมโรคยังเป็นไปได้ช้าเพราะเชื อราเข้า
ท้าลายทางราก และสามารถเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว (ณรงค์, 2552; Ploetz, 2005; 
Thangavelu และคณะ, 2015) ส้าหรับโรคแอนแทรกโนสหรือโรคผลเน่า มีสาเหตุมาจากเชื อรา 
Colletotrichum musae (Zhu และคณะ, 2015) เชื อราจะเข้าท้าลายแบบแฝงบนผลกล้วยที่ยังไม่
สุกที่มีผลเป็นสีเขียว และจะแสดงอาการของโรคเมื่อกล้วยสุกหรือมีผลเป็นสีเหลืองทั งผล อาการของ
โรคจะมีรุนแรงมากขึ นตามความสุกของผลเพราะมีปริมาณน ้าตาลมากขึ น (ทศพร, 2535; Khan และ
คณะ, 2001) ซึ่งเมื่อเกิดโรค เกษตรกรมักจะใช้สารเคมีในการควบคุมโรค เมื่อพบต้นกล้วยที่เป็นโรค
ตายพรายมักใช้ปูนขาว (calcium carbonate) ราดที่โคนต้น หรือตัดต้นทิ งและเผาท้าลายเพ่ือก้าจัด
เชื อราสาเหตุของโรค หรือใช้สารเคมีคาร์เบนดาซิม (cabendazim) ราดลงบนบริเวณดินที่จะ
เพาะปลูกกล้วย (อภิรัชต์, 2555) ส้าหรับการควบคุมโรคแอนแทรกโนส ใช้สารเคมีไทอะเบนดาโซน 
(thiabendazole) ฉีดพ่นหรือเคลือบที่ผิวของผลกล้วย เพ่ือยับยั งการเจริญของเชื อราสาเหตุของโรค 
(Mehdi, 2010) จะเห็นได้ว่าการควบคุมโรคในกล้วยยังนิยมใช้สารเคมี เพราะง่ายและมีประสิทธิภาพ 
แต่ส่งผลกระทบมากมายทั งด้านสิ่งแวดล้อม การส่งออกผลผลิตกล้วยและด้านสุขภาพของผู้บริโภค
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และเกษตรกรเอง งานวิจัยนี จึงมุ่งเน้นที่จะหาวิธีการควบคุมโรคในกล้วยโดยไม่ใช้สารเคมีเปลี่ยนมาใช้
การควบคุมโรคโดยชีววิธี คือการใช้สิ่งมีชีวิตควบคุมสิ่งมีชีวิตด้วยกันเอง โดยศึกษาจุลินทรีย์ที่คัดแยก
ได้จากดิน และสนใจเชื อราในสกุล Neosartorya และ Talaromyces ซึ่งมีรายงานการศึกษาเชื อรา
ในสกุล Neosartorya และ Talaromyces ว่าสามารถควบคุมเชื อรา Colletotrichum 
coffeanum ที่เป็นเชื อราสาเหตุของโรคแอนแทรกโนสในกาแฟ (เมอมร, 2558) เชื อรา 
Talaromyces flavus สามารถควบคุมเชื อ Verticillium dahliae ที่เป็นสาเหตุของโรคเหี่ยวใน
มะเขือเทศ (Tjamos และ Fravelt, 1997) และเชื อรา T. flavus ยังสามารถควบคุมเชื อ 
Verticillium alboatrum ที่เป็นสาเหตุของโรคเหี่ยวในแตงกวาได้ (Naraghi และคณะ, 2010) 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1.2.1 คัดแยกและบ่งชี เชื อรา F. oxysporum สาเหตุของโรคตายพรายและเชื อ C. musae  
สาเหตุของโรคแอนแทรกโนสในกล้วย ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและล้าดับนิวคลีโอไทด์ 

1.2.2 คัดแยกและบ่งชี เชื อราในสกุล Neosartorya และ Talaromyces ด้วยลักษณะทาง 
สัณฐานวิทยาและล้าดับนิวคลีโอไทด์ 

1.2.3 ศึกษาประสิทธิภาพของเชื อราในสกุล Neosartorya และ Talaromyces ต่อการควบคุม 
เชื อราสาเหตุของโรคในกล้วย 

1.2.4 ศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดจากเชื อราในสกุล Neosartorya และ Talaromyces  
ต่อการควบคุมเชื อราสาเหตุของโรคในกล้วย 
 
1.3 ขอบเขตของานวิจัย 

คัดแยกและบ่งชี เชื อราที่ เป็นสาเหตุของโรคตายพรายและโรคแอนแทรกโนสในกล้วย 
น ้าว้ามะลิอ่อง จากตัวอย่างกล้วยที่เกิดโรคในบริเวณจังหวัดสุพรรณบุรีและจังหวัดใกล้เคียง ด้วย
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและล้าดับนิวคลีโอไทด์ในต้าแหน่ง Internal Transcribed Spacers (ITS) 
และคัดแยกและบ่งชี เชื อราในสกุล Neosartorya และ Talaromyces จากดินในบริเวณอ้าเภอทอง
ผาภูมิ จังหวัดกาญจนบุรี และอ้าเภอด่านช้าง จังหวัดสุพรรณบุรี ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ
ล้าดับนิวคลีโอไทด์ ในต้าแหน่ง ß-tubulin รวมทั งทดสอบประสิทธิภาพของเชื อราในสกุล 
Neosartorya และ Talaromyces และสารสกัดจากเชื อราทั งสองสกุลต่อการควบคุมเชื อราสาเหตุ
ของโรคในกล้วย 
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.4.1 ทราบถึงความหลากหลายของเชื อราสาเหตุของโรคในกล้วย คือ F. oxysporum สาเหตุ
ของโรคตายพราย เชื อรา C. musae สาเหตุของโรคแอนแทรกโนส และเชื อราในสกุล Neosartorya 
และ Talaromyces จากพื นที่เพาะปลูกกล้วยในบริเวณจังหวัดสุพรรณบุรีและจังหวัดใกล้เคียง 

1.4.2 ทราบถึงประสิทธิภาพของเชื อราในสกุล Neosartorya และ Talaromyces ต่อการ
ควบคุมเชื อราสาเหตุของโรคในกล้วย เพื่อน้าไปประยุกต์ใช้ในการควบคุมโรคในกล้วยต่อไป 

1.4.3 ทราบถึงประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบที่ได้จากเชื อราในสกุล Neosartorya และ 
Talaromyces ต่อการควบคุมเชื อราสาเหตุของโรคในกล้วย เพื่อน้าสารสกัดไปประยุกต์ใช้และพัฒนา
เป็นสารชีวภัณฑ์ในการควบคุมเชื อราสาเหตุของโรคในกล้วยต่อไป เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทท่ี 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
กล้วยเป็นหนึ่งในผลไม้ที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย จากการส้ารวจในปี 

2559 ประเทศไทยมีพื นที่เพาะปลูกกล้วยกว่า 3 แสนไร่ และให้ผลผลิตมากถึง 1 ล้านตันต่อปี 
สามารถสร้างรายได้ให้เกษตรกรที่สามารถขายได้ตั งแต่กล้วยสด ไปจนถึงแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ 
เพ่ือส่งออก (ส้านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2560) แต่ปัญหาส้าคัญที่ส่งผลกระทบต่อผลผลิตทั งก่อน
การเก็บเกี่ยวและหลังการเก็บเกี่ยวคือ โรคที่มีสาเหตุมาจากเชื อรา เช่น โรคตายพราย และโรคแอน
แทรกโนส 
 
2.1 โรคที่ส้าคัญในกล้วย 

2.1.1 โรคตายพราย 
โรคตายพราย (Fusarium wilt) เป็นโรคที่ส้าคัญทีม่ักเกิดในช่วงก่อนการเก็บเกี่ยวผลผลิต 

ส่งผลต่อการลดลงของผลผลิตกล้วย ซึ่งมีสาเหตุมาจากเชื อรา Fusarium oxysporum อาการของ
โรคตายพรายเริ่มจากเชื อราสาเหตุเข้าสู่รากแล้วเจริญเข้าไปอยู่ในท่อล้าเลียงน ้าและอาหาร  ท้าให้ท่อ
ล้าเลียงน ้าอาหารเกิดอุดตัน เมื่อเชื อราเจริญอยู่ภายในท่อล้าเลียงน ้าและอาหารเนื อเยื่อจะเปลี่ยนเป็น
สีชมพู ม่วง จนถึงน ้าตาล (รูปที่ 2.1A, B และ C) ระบบการส่งน ้าและธาตุอาหารผิดปกติ ใบจึงขาดน ้า 
และแสดงอาการเหี่ยวเป็นสีเหลือง จนในที่สุดแห้งเป็นสีน ้าตาล ก้านใบหักพับลงมาขนานกับล้าต้น 
(รูปที่ 2.1D และ E) ส่วนใบยอดนั นยังคงมีสีเขียวอ่อนและเจริญตั งตรงอยู่ การเจริญเติบโตหยุดชะงัก
ไม่สามารถสร้างดอกและผลเนื่องจากน ้าและอาหารไม่เพียงพอ โดยทั่วไปไม่พบอาการภายนอกของ
โรคในส่วนของหน่อ (อภิรัชต์ และคณะ, 2554; Ploetz, 2005; Thangavelu และคณะ, 2015) 

มีการรายงานถึงโรคตรายพรายในกล้วยครั งแรกในประเทศออสเตรเลียในปี 1876 แต่มีการ
สันนิษฐานว่าโรคนี มีแหล่งก้าเนิดมาจากแถบทวีปเอเชียตะวันออก และมีรายงานว่าเกิดโรคนี มากใน
ประเทศแถบอเมริกาใต้ที่มีพื นที่การเพาะปลูกกล้วยจ้านวนมาก เช่น ประเทศปานามาและประเทศ
บราซิล ซึ่งส่วนใหญ่นิยมเพาะปลูกกล้วยหอมจนท้าให้โรคตายพรายมีชื่อเรียกอย่างแพร่หลายว่า 
Fusarium wilt หรือ Panama disease (Ploetz, 2005)  

ในประเทศไทยเองมีรายงานถึงการส้ารวจพืชที่เป็นโรคเหี่ยวและคัดแยกเชื อราสาเหตุของโรค 
Fusarium sp. จากพืช 24 ชนิดที่ปลูกในพื นที่ 20 จังหวัด พบว่าสามารถคัดแยกเชื อราได้ 6 ชนิด คือ  
F. equiseti, F. moniliforme, F. oxysporum, F. proliferatum, F. semitectum และ F. solani 
โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา และในตัวอย่างกล้วยน ้าว้าที่เป็นโรคมีลักษณะอาการใบเหลือง  
เหี่ยว และก้านใบหัก เนื่องจากมีเชื อราไปอุดตันอยู่ในท่อล้าเลียงอาหารและน ้า และสามารถคัดแยกได้
เป็นเชื อรา F. oxysporum (อภิรัชต์, 2544) และยังมีรายงานในประเทศอ่ืน ๆ ที่พบเจอลักษณะ
อาการใบเหลืองและเหี่ยว ไปจนถึงผลกล้วยมีลักษณะลีบเหี่ยวและยืนต้นตาย เช่น ในประเทศจีน
ตรวจพบกล้วยหอมที่มีอาการของโรคตายพราย (Wu และคณะ, 2013) ในประเทศอินโดนีเซียตรวจ
พบเชื อราสาเหตุ F. oxysporum f.sp. cubense ในกล้วยน ้าว้า (Purwati และคณะ, 2007) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.1 แสดงลักษณะอาการของโรคตายพรายในกล้วยน ้าว้า จากตัวอย่างต้นที่เป็นโรคในประเทศ  
             อินโดนีเซีย; A, B และ C: อาการของโรคท่ีมีลักษณะใบเปลี่ยนเป็นสีเหลือง เหี่ยว และก้าน 
             ใบหักงอ; D และ E: เนื อเยื่อภายในต้นกล้วยที่เป็นโรคเปลี่ยนเป็นสีม่วงถึงน ้าตาล 
             (Purwati และคณะ, 2007) 

 
2.1.2 โรคแอนแทรกโนส 
        โรคแอนแทรกโนส (Anthracnose) หรือโรคผลเน่า เป็นโรคที่ส้าคัญที่พบบ่อย

ภายหลังการเก็บเกี่ยว สามารถเกิดได้ทั งในกล้วยหอมและกล้วยน ้าว้า มีสาเหตุมจากเชื อรา 
Colletotrichum musae (Zhu และคณะ, 2015) ส่วนใหญ่จะพบในพื นที่อากาศร้อน ความชื นสูง 
ลักษณะอาการเริ่มจากสปอร์ของเชื อราจะกระจายตัวปลิวไปกับลมและน ้า จนไปติดอยู่กับส่วนปลาย
ของผลกล้วย เมื่อได้รับความชื นสปอร์จะงอกและเข้าท้าลายเปลือกกล้วยจากด้านในปลายผลก่อน จน
มองเห็นเป็นจุดสีด้า ฉ่้าน ้า แล้วขยายวงกว้างไปเรื่อย ๆ (รูปที่ 2.2A) เปลือกกล้วยจะเปลี่ยนเป็นสีด้า
คล ้าหรือน ้าตาลด้า ขนาดและรูปร่างของแผลที่เกิดโรคนั นไม่แน่นอน หากสังเกตภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ จะเห็นผิวผลสีน ้าตาลด้าที่เป็นโรคนั นมีเม็ดสีส้มถึงน ้าตาลเข้มขนาดเล็กอยู่ทั่วไป (รูปที่ 
2.2B) ท้าให้เนื อในผลเน่าในที่สุด (รูปที่ 2.2C) เชื อราจะเข้าท้าลายแบบแฝงบนผลกล้วยที่ยังไม่สุก  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ผลเป็นสีเขียว และจะแสดงอาการของโรคเมื่อกล้วยสุก มีผลเป็นสีเหลืองทั งผล อาการของโรคจะ
รนุแรงขึ นตามความสุกของผลเพราะมีปริมาณน ้าตาลมากขึ น (ทศพร, 2535; Khan และคณะ, 2001)  

 

 
 
รูปที่ 2.2 แสดงอาการและลักษณะแผลของโรคแอนแทรกโนสบนผลกล้วย; A: ลักษณะอาการเริ่มต้น  
              เป็นจุดวงสีด้า; B: เม็ดฉ่้าน ้าสีส้มเม่ือแผลได้รับความชื น; C: แผลสีด้าขยายขนาดจนผลเน่า 

 (ถ่ายภาพโดย: วุฒิพงศ์, 2561) 
 

       มีรายงานถึงการส้ารวจถึงความหลากหลายของโรคแอนแทรกโนสในกล้วย มะม่วง 
ล้าไย และถั่วเหลืองในจังหวัดเชียงใหม่ พบว่าโรคแอนแทรกโนสที่เกิดในมะม่วง ล้าไย และถั่วเหลือง 
มีสาเหตุมาจากเชื อรา C. gloeosporioides และในตัวอย่างโรคแอนแทรกโนสที่เกิดในกล้วย มีสาเหตุ
มาจากเชื อรา C. musae (Photita และคณะ, 2005) และยังมีรายงานถึงการคัดแยกเชื อรา 
endophyte ในใบกล้วย ในพื นที่อุทยานแห่งชาติดอยสุเทพ จังหวัดเชียงใหม่ พบว่าสามารถคัดแยก
เชื อรา C. gloeosporioides และ C. musae ได้ และคาดว่าเชื อราทั ง 2 ชนิด สามารถอาศัยอยู่ใน
เนื อเยื่อพืชได้ (endophytic fungi) แต่ไม่แสดงอาการของโรคจนกว่าจะอยู่ในสภาวะที่เหมาะสม เช่น 
อุณหภูมิ และความชื น (Photita และคณะ, 2005) 

 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.2 เชื อรา Fusarium oxysporum  
เชื อรา F. oxysporum จัดตามล้าดับอนุกรมวิธานอยู่ใน  

Kingdom: Fungi 
Division: Ascomycota 

Class: Sordariomycetes 
Order: Hypocreales 

Family: Nectriaceae 
Genus: Fusarium 

Species: F. oxysporum 
Subspesies: F. oxysporum  
 

เมื่อเพาะเลี ยง F. oxysporum บนอาหาร potato dextrose agar (PDA) มีลักษณะโคโลนีสี
ขาว เมื่อแก่จะเกิดสีม่วง เส้นใยฟูเล็กน้อย มีการสร้างสปอร์ 3 ลักษณะคือ microconidia (รูปที่ 
2.3A), macroconidia (รูปที่ 2.3B) และ clamydospore (รูปที่ 2.3C) macroconidia และ 
microconidia สร้างจากปลาย sporodocium (conidiophore) maccroconidia มีขนาด 27.0-
55.0 x 3.3-5.5 µm มี 4-8 เซลล์ รูปร่างโค้ง ปลายทั งสองด้านแหลมคล้ายเคียว (sickle-shaped) 
microconidia มีขนาด 5.0-6-16.0 x 2.4-3.5 µm มี 1-2 เซลล์ รูปร่างรี (oval -shaped) หรือ
รูปร่างคล้ายไต (kidney-shaped) chlamydospore สร้างอยู่บริเวณปลายหรือระหว่างเส้นใย มีเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 7-11 µm (Ploetz, 2005)  

 

 
 

รูปที่ 2.3 แสดงลักษณะสปอร์ของเชื อ F. oxysporum; A: microconidia. B: macroconidia และ  
C: clamydospore  
(ที่มา: http://www.promusa.org/Fusarium+oxysporum+f.+sp.+cubense) 
 

เชื อ F. oxysporum รวมตัวกันอยู่ในดินหรือน ้า ก่อโรคโดยเข้าไปในเนื อเยื่อพืชโดยการงอก 
germ tube ของสปอร์เข้าไปในพืชผ่านทางปลายรากหรือทางบาดแผล จากนั นเชื อราจะสร้างเอนไซม์ 
เช่น pectate lyase (PL) และ poly-galacturonase (PG) ที่สามารถสลายผนังเซลล์ของพืชได้ ท้า
ให้เชื อราเจริญเข้าไปอยู่ในท่อล้าเลียงอาหารของพืชได้ (Nelson และคณะ, 1983; conidia ของเชื อ
ราจะแพร่กระจายโดยอาศัยการไหลของน ้าและสารอาหารในท่อล้าเลียง เมื่อมี conidia จ้านวนมาก
ขึ นส่งผลให้ท่อล้าเลียงอุดตัน ท้าให้ไม่สามารถล้าเลียงน ้าและสารอาหารไปถึงด้านบนของต้นพืชได้ 
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เป็นสาเหตุท้าให้ต้นพืชเกิดอาการเหี่ยว และท้าให้เจริญเติบโตช้ากว่าปกติ แคระแกร็น และยืนต้นตาย 
เมื่อต้นตายและล้มลง conidia และเส้นใยบางส่วนจะกลับเข้าสู่สภาพแวดล้อมภายนอกและสามารถ
เจริญเติบโตได้ในดิน หรือเม่ือสร้าง chlamydospore ที่มีคุณสมบัติทนต่อสภาพแวดล้อม จะสามารถ
ท้าให้ต้นพืชกลับมาเป็นโรคเหี่ยวได้ (Kidane, 2008)  

ในการควบคุมโรคตายพรายมักจะใช้ปูนขาว (แคลเซียมคาร์บอเนต) ราดที่โคนต้น หรือตัดต้น
ทิ งและเผาท้าลายเพ่ือก้าจัดเชื อราสาเหตุของโรค หรือราดสารเคมีคาร์เบนดาซิม (carbendazim) ลง
บนบริเวณดินที่จะปลูกกล้วย (อภิรัชต์, 2555) จะเห็นได้ว่าการควบคุมโรคยังไม่สามารถควบคุมโรคได้
ดีอย่างที่ควร และมีรายงานถึงการเลือกใช้ชนิดและปริมาณของสารเคมีก้าจัดเชื อราที่เหมาะสม จะ
สามารถควบคุมเชื อสาเหตุของโรคได้มีประสิทธิภาพมากขึ น จากการทดสอบประสิทธิภาพของสาร
ป้องกันก้าจัดเชื อราในการยับยั งการเจริญของเชื อรา F. oxysporum สาเหตุของโรคเหี่ยวในแคนตา
ลูป โดยเลี ยงเชื อราบนอาหาร PDA ที่ผสมสารป้องกันก้าจัดเชื อรา copper hydroxide, etridiazole, 
quintozene, metalaxyl และ pyraclostrobin ที่ความเข้มข้น 0, 500, 1,000, 2,000 และ 3,000 
ppm พบว่าสาร copper hydroxide ที่ระดับความเข้มข้น 2,000 ppm สามารถยับยั งการเจริญของ
เชื อรา F. oxysporum ได้ 100 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ etridiazole และ metalaxyl ที่ระดับความ
เข้มข้น 3000 ppm สามารถยับยั งการเจริญของเชื อรา F. oxysporum ได้ 85.50 และ 52.20 
เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ถึงการใช้สารเคมีในการควบคุมโรคจะมีประสิทธิภาพดี แต่การใช้ในปริมาณที่
มากเกินความจ้าเป็น อาจส่งผลเสียถึงสภาพแวดล้อมได้ (วิพรพรรณและวรวุฒ, 2560) เพราะเหตุนี จึง
มีหลายงานวิจัยที่พยายามหาวิธีในการควบคุมโรคตายพรายโดยไม่ใช้สารเคมีโดยตรงเปลี่ยนใช้สาร
ทางชีวภาพทดแทน  

มีหลายรายงานวิจัยที่คัดแยกและทดสอบประสิทธิภาพของเชื อรา Trichoderma ด้วยวิธี
เพาะเลี ยงเชื อร่วม เชื อรา Trichoderma sp. จากภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 14 ไอโซเลต สามารถคัด
แยกเชื อราตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาได้ทั งหมด 5 ชนิด คือ T. harzianum, T. aureoviride, T. 
viride, T. koningii และ T. longibrachiatum สามารถยับยั งการเจริญเส้นใยของเชื อรา F. 
oxysporum f. sp. lycopersici DOAC 1258 ได้มากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ เมื่อสกัดเอาสารที่ได้จาก
เชื อราทั ง 5 ชนิด ยังสามารถยับยั ง F. oxysporum f. sp. lycopersici DOAC 1258 ได้ โดยที่สารที่
ได้จากไอโซเลต TMS07 สามารถยับยั งการเจริญของเชื อราสาเหตุของโรคได้ดีที่สุดที่ระดับ 71.67% 
ในขณะที่สารจากไอโซเลต TMS11, TMS14 และ TMS15 ยับยั งการเจริญเติบโตของเชื อราสาเหตุ
ของโรคได้ดีที่สุดใกล้เคียงกันที่ระดับ 70.90-71.44 เปอร์เซ็นต์ (รุ่งโรจน์ และคณะ, 2552) และยังมี
การน้าเชื อรา T. harzianum ในการควบคุมโรคตายพรายของกล้วยน ้าว้าที่มีสาเหตุจากเชื อรา  
F. oxysporum f. sp. cubense ในสภาพแปลงปลูก โดยน้า T. harzianum คลุกในดินในกระถาง
คอนกรีต และเพาะปลูกกล้วยน ้าว้าโดยใช้ดินที่มีเชื อราสาเหตุของโรคเพาะปลูกลงในกระถางเดียวกัน 
พบว่าหลังจาก 3 เดือนหลังการเพาะปลูก ต้นกล้วยที่ปลูกในกระถางที่มี T. harzianum สามารถ
เจริญเติบโตได้ดีกว่ากระถางควบคุม และไม่พบอาการเหลืองของใบ  (อภิรัชต์ และคณะ, 2556) 
นอกจากการใช้สารสกัดจากเชื อราในการควบคุมโรคตายพรายแล้ว ยังมีรายงานถึงประสิทธิภาพของ
สารสกัดในชั นน ้าจากพืช 4 ชนิด คือ Azardiachta indica, Artemessia annua, Eucalyptus 
globulus และ Ocimum sanctum ที่ความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 20 เปอร์เซ็นต์ พบว่าที่ความ
เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ของสารสกัดจาก A. indica สามารถควบคุมเชื อราสาเหตุของโรค  
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F. oxysporum f.sp. cubense ได้มีประสิทธิภาพมากที่สุด รองลงมาคือสารสกัดจาก E. globulus, 
A. annua และ O. sanctum ตามล้าดับ (Mengane และ Kamble, 2014) 

 
2.3 เชื อรา Colletotrichum musae 

เชื อรา C. musae จัดตามล้าดับอนุกรมวิธานอยู่ใน 
Kingdom: Fungi 

Division: Ascomycota 
Class: Sordariomycetes 

Order: Glomerellales 

Family: Glomerellaleceae 
Genus: Colletotrichum 

Species: Colletotrichum musae 
 

เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหาร PDA มีลักษณะโคโลนีสีขาว เทา น ้าตาล จนถึงด้า (รูปที่ 2.4a และ 
b) เมื่อแก่จะสร้าง conidiomata สีส้ม มีลักษณะเป็นเม็ดสร้างขึ นอยู่บนเส้นใย (รูปที่ 2.4d, e และ f) 
พบ conidiophore (รูปที่ 2.4c และ g) และ conidia มีขนาดประมาณ 9.5-15 x 4.5-6 µm รูปร่าง
รี (รูปที่ 2.4h และ i) (Alizadeh และคณะ, 2015) เชื อรา C. musae สามารถก่อโรคได้เนื่องจาก
สปอร์ของเชื อปลิวอยู่ตามลม และติดอยู่ที่ใบกล้วย ท้าให้ใบมีรอยจุดสีด้า เกิดแผลกระจายตัวออกเป็น
วงกว้าง เมื่อออกผลสปอร์จะไปติดที่ปลายผลและท้าให้ผลเน่า (ทศพร, 2535) และยังสามารถอาศัย
อยู่ในเนื อเยื่อของพืชได้ แต่จะไม่แสดงอาการของโรค (Photita และคณะ, 2001)  
 ในประเทศไทยมีการส้ารวจถึงเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคแอนแทรกโนสใกล้วยน ้าว้าในพื นที่
จังหวัดนนทบุรี นครปฐม ราชบุรี และปทุมธานี พบว่ามีเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคจาก C. musae 
ภายหลังการเก็บเกี่ยวอยู่ที่ 87.2, 83.0, 78.0 และ 77.0 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ (ทศพร, 2535) และ
ในการควบคุมโรคแอนแทรกโนสมักใช้สารเคมีไทอะเบนดาโซน (thiabendazole) ฉีดพ่นหรือเคลือบ
ที่ผิวของผลกล้วยเพ่ือยับยั งการเจริญของเชื อราสาเหตุของโรค (Mehdi, 2010) มีการศึกษา
ประสิทธิภาพของการใช้สารเคมี thiabendazole, benomyl, thiophanate-methyl, prochloraz, 
imazalil ในการควบคุมโรคแอนแทรกโนส พบว่าการจุ่มกล้วยในสารเคมี imazalil ความเข้มข้น 250 
ppm นาน 3 นาที สามารถควบคุมโรคแอนแทรกโนสได้ดี และเมื่อใช้ร่วมกับการเก็บรักษาในห้องเย็น
ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส สามารถเก็บกล้วยหอมนาน 30 วัน โดยที่กล้วยหอมยังมีสภาพดีไม่
เปลี่ยนสีปราศจากอาการโรค และเมื่อบ่มให้สุกที่อุณหภูมิห้อง ก็ไม่ปรากฏอาการของโรคแอนแทรก
โนส แต่เมื่อท้าการตรวจสอบสารตกค้างพบว่ามีสารเคมีตกค้างอยู่ที่ผิวกล้วย ซึ่งส่งผลเสียต่อการ
ส่งออกผลผลิตกล้วยและยังส่งผลเสียต่อสภาพแวดล้อมในระยะยาว  
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. 
 

รูปที่ 2.4 แสดงลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื อ C. musae a: ลักษณะโคโลนีด้านหน้า; b: ลักษณะ 
             โคโลนีด้านหลังจานเพาะเลี ยง; c และ g: conidiophore; d-f: conidiomata; h และ i:  
             conidia (Alizadeh และคณะ, 2015) 
 

ในปัจจุบันมีรายงายวิจัยเกี่ยวกับการใช้สารทางชีวภาพเพ่ือน้ามาควบคุมโรคแอนแทรกโนสใน
กล้วยโดยชีววิธี เพ่ือน้ามาทดแทนการใช้สารเคมีในการควบคุมโรค เช่น มีการน้าเชื อแบคทีเรียที่คัด
แยกได้จากใบขมิ น (Curcuma alismatifolia Gagnep) และน ้าพุร้อนในจังหวัดเชียงใหม่ มาทดสอบ
การควบคุมเชื อรา C. musae ด้วยวิธีการเพาะเลี ยงเชื อร่วม พบว่าเชื อที่แยกได้ 3 ไอโซเลต คือ 
Bacillus licheniformis, B. amyloliquefaciens และ B. subtilis สามารถยับยั งการเจริญของเชื อ
ราสาเหตุของโรคได้มากถึง 75 เปอร์เซ็นต์ และเชื อทั ง 3 ไอโซเลตยังสามารถยับยั งการงอกของสปอร์
เชื อราสาเหตุของโรคได้มากถึง 100 เปอร์เซ็นต์ (Mahadtanapuk และคณะ (2007) นอกจากเชื อ
แบคทีเรียแล้วยังมีรายงานถึงการใช้เชื อรา Trichoderma harzianum ในการทดสอบการควบคุม
เชื อรา Thielaviopsis paradoxa, C. musae และ F. verticillioides ด้วยวิธีการเพาะเลี ยงเชื อร่วม
และการทดสอบบนผิวกล้วยพบว่า T. harzianum สามารถยับยั งการงอกของสปอร์ของเชื อรา T. 
paradoxa, C. musae, และ F. verticillioides ได้มากถึง 100 เปอร์เซ็นต์  

นอกจากนี ยังมีการน้าสารสกัดทางชีวภาพเพ่ือใช้ควบคุมโรคแอนแทรกโนสในกล้วย โดยใช้
สารสกัดชั นน ้าจากพืช Solanum torvum, Jatropha curcas และ Emblica officinalis ผสมกับ
อาหารที่ใช้เพาะเลี ยงเชื อราสาเหตุโรค พบว่าสามารถยับยั งการเจริญของเส้นใยของ C. musae ได้ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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โดยสารสกัดจาก S. torvum ที่ความเข้มข้น 25 และ 50 เปอร์เซ็นต์ (w/v) สามารถยับยั งการเจริญ
ของเชื อราสาเหตุโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ และยังช่วยยืดอายุของกล้วยให้ยังเขียวได้นานขึ นกว่าเดิม 
16-20 วัน (Thangavelu และคณะ, 2015) 
 
2.4 เชื อราสกุล Neosartorya 

เชื อราสกุล Neosartorya จ้าแนกตามล้าดับอนุกรมวิธานอยู่ใน  
Kingdom: Fungi 

Division: Ascomycota 
Class: Eurotiomycetes 

Order: Eurotiomycetidae 

Family: Trichocomaceae 
Genus: Neosartorya  
 

เชื อราสกุล Neosartorya เป็นเชื อราที่อยู่ในลักษณะสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศของเชื อราสกุล 
Aspergillus เจริญอยู่บนซากสิ่งมีชีวิต พบทั่วไปในดิน เศษพืช ปุ๋ยหมัก มูลสัตว์ (Samson และคณะ 
2007) โดยทั่วไปมีลักษณะโคโลนีตั งแต่สีเทา ขาว ครีม จนถึงเหลืองอ่อน (รูปที่ 2.5A และ B) มีเมื่ออยู่
ในลักษณะการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศสามารถสร้าง ascocarp แบบ cleistothecium รูปร่างคล้าย
ถุงปิด ผนังหนา (รูปที่ 2.5C และ D) ascospore มี ridge แบบ 2 equatorial crests (รูปที่ 2.5H) 
และอยู่ในลักษณะการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ จะสามารถสร้าง conidiophore มีลักษณะเป็นแท่ง
ตรงสั น ๆ conidia มีรูปร่างรี (Yaguchi และคณะ, 2010; Poeaim และคณะ, 2016) เชื อราสกุล 
Neosartorya บางสปีชีส์สามารถเปลี่ยนรูปแบบเป็นลักษณะการสืบพันธ์แบบอาศัยเพศได้เมื่อ
เพาะเลี ยงในอาหารที่เหมาะสม (Samson และคณะ 2007)  
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



11 

 
 

รูปที่ 2.5 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื อรา Neosartorya hiratsukae; A และ B: โคโลนี 
             ด้านหน้าและโคโลนีด้านหลัง บนอาหาร PDA ทีอุ่ณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา  
             5 วัน; C: ascocarp ที่สร้างบนเส้นใย; D: ascocarp; E และ F ascus; G, H และ I:  
             ascospore (Soytong และ Poeaim, 2015) 
 

เลขา และคณะ (2553) รายงานถึงการพบเชื อราสกุล Neosartorya ในประเทศไทยจากดิน
บริเวณน ้าพุร้อน ดินท้าการเกษตร และดินจากแหล่งต่าง ๆ จาก 13 จังหวัด จ้านวน 7 สปีชีส์ คือ N. 
delicate, N. fischeri, N. glabra, N. multiplicata, N. spinose, N. quadricincta และ N. 
takaii ท้าให้ทราบได้ว่าเชื อราในสกุลนี สามารถพบได้ท่ัวไปในดินที่มีความอุดมสมบูรณ์ และมีแนวโน้ม
ที่จะสามารถทนความร้อนได้สูง และน้ามาทดสอบประสิทธิภาพการควบคุมเชื อราสาเหตุของโรคพืช
ด้วยวิธีการเพาะเลี ยงเชื อร่วม พบว่าเชื อรา Neosartorya ทั ง 7 สปีชีส์สามารถควบคุมเชื อราสาเหตุ
ของโรคพืช Bipolaris maydis, C. capsici, C. gloeosporioides, F. oxysporum และ 
Pestalotiopsis ได้ 30-40 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี  Gomes และคณะ (2014) ยังมีการคัดแยกเชื อรา
สกุล Neosartorya จากน ้าทะเล สามารถคัดแยกเชื อรา N. paulistensis, N. laciniosa และ N. 
tsunodae และจากดินสามารถคัดแยกเชื อรา N. fischeri และ N. siamensis และพบว่าสารสกัดใน
ชั นน ้าจากเชื อรา N. paulistensis มีประสิทธิภาพในการยับยั ง Staphylococcus aureus, Bacillus 
subtilis, Escherichia coli และ Pseudomonas aeruginosa ในการทดสอบด้วยวิธี disc 
diffusion และยังมีรายงานการทดสอบการใช้สารสกัดหยาบจากเชื อ รา N. pseudofischeri,  
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N. quadricincta, N. multiplicata, Eupenicillium parvum และ Gelasinospora brevispora 
และสารสกัดหยาบในชั น ethyl acetate สามารถควบคุมเชื อราสาเหตุของโรค Pythium 
aphanidermatum, Phytophthora palmivora, Alternaria sp., F. oxysporum, Sclerotium 
rolfsii, C. gloeosporioides, Lasiodiplodia theobromae, Helminthosporium maydis และ 
Rhizoctonia solani และยังมีการรายงานถึงสารสกัดหยาบชั น ethyl acetate จากเชื อรา  
N. pseudofischeri KUFA 0060 ที่ความเข้มข้น 100 ppm สามารถควบคุมเชื อราสาเหตุของโรค  
P. palmivora และ C. gloeosporioides และสารสกัดหยาบชั น  ethyl acetate จากเชื อรา  
N. quadricincta KUFA 0064 ที่ความเข้มข้น 10 ppm สามารถควบคุมเชื อราสาเหตุโรค  
P. palmivora และ Alternaria sp. ได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Boonsang และคณะ, 2014) 
 
2.5 เชื อราสกุล Talaromyces 

เชื อราสกุล Talaromyces จ้าแนกตามล้าดับอนุกรมวิธานอยู่ใน 
Kingdom: Fungi 

Division: Ascomycota 
Class: Eurotiomycetes 

Order: Eurotiomycetidae 
Family: Trichocomaceae 

Genus: Talaromyces 
 

เชื อราสกุล Talaromyces เป็นเชื อราที่อยู่ในลักษณะการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศของเชื อรา 
Penicillium สามารถพบได้ในซากพืช ซากสัตว์ที่ทับถมกันอยู่บริเวณผิวดิน มีลักษณะโคโลนีสีขาวถึง
เหลือง ครีม ชมพู เขียว และส้มแดง (รูปที่ 2.6A และ B) สามารถพบลักษณะการสืบพันธุ์แบบไม่
อาศัยเพศได้โดยมี conidiophore มีทั งเรียบและขรุขระ มี phialide 2 ชั น ด้านปลายเล็ก บางชนิด 
phialide มีชั นเดียว (รูปที่ 2.6C และ D) asexual spore (conidia) มีรูปร่างกลม ถึงรี (รูปที่ 2.6E 
และ F) ส่วนลักษณะการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศจะพบ ascocarp มีลักษณะคล้ายถุงปิดไม่มีช่องเปิด 
รูปร่างกลม โดยมีผนังกั น ascomata เป็นเส้นใยบาง ๆ ascus รูปร่างคล้ายโซ่ (รูปที่ 2.6G) บรรจุ 
ascospore 8 อัน มีลักษณะกลมถึงรี ไม่มี ridge (รูปที่ 2.6H และ I) (Samson และคณะ 2007) 
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รูปที่ 2.6 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื อรา Talaromyces flavus A และ B: โคโลนี 
             ด้านหน้าและโคโลนีด้านหลัง บนอาหาร PDA ทีอุ่ณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน; C  
             และ D: conidiophore; E และ F: conidia; G: ascus; H และ I: ascospore  
             (Yilmaz และคณะ, 2014) 

 
มีรายงานการคัดแยกเชื อรา Talaromyces ในประเทศไทย พบเชื อราสกุลนี ได้ 13 สปีชีส์คือ 

T. austrocalifornicus, T. flavus, T. bacillisporus, T. helicus, T. macrosporus, T. 
trachyspermus, T. luteus, T. indigoticus, T. stipitatus, T. rotundus, T. wortmannii, T. 
tratensis และ T. thailandensis ซึ่งสามารถคัดแยกได้ด้วยวิธี soil plate, dilution plate, 
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alcohol และ heat treatment ด้วยอาหาร Gochenaur’s glucose ammonium nitrate agar 
(GAN) และศึกษาสารทุติยภูมิจากรา T. bacillisporus สามารถสร้างสาร oxyphenalenone 
dimers ชนิดใหม่ ได้แก่ bacillisporin D และ E และศึกษาเชื อรา T. flavus จ้านวน 20 ไอโซเลต 
พบว่าส่วนใหญ่สามารถยับยั งเชื อราสาเหตุของโรค P. parasitica, F. oxysporum,  
F. semitectum, C. capsici และ C. gloeosporioides ได้ดี แต่ไม่สามารถยับยั งเชื อรา 
Lasiodiplodia theobromae, Rhizoctonia oryzae และ Sclerotium rolfsii ได้ในสภาพ
ห้องปฏิบัติการ (ธิดา และคณะ, 2550) 

มีรายงานถึงประสิทธิภาพของเชื อรา T. flavus ต่อการควบคุมเชื อราสาเหตุของโรคล้าต้น
เน่าของถั่ว Sclerotium rolfsii และโรคเหี่ยวของมะเขือเทศ Verticillium dahlia พบว่าเชื อรา T. 
flavus สามารถควบคุมเชื อราสาเหตุของโรคทั ง 2 ชนิดได้ดี (Madi และคณะ, 1997) และยังสามารถ
ควบคุมเชื อรา Verticillium dahiae, F. oxysporum f.sp. vasinfectum, R. solani และ C. 
gossypii ที่เป็นสาเหตุของโรคในฝ้ายในสภาพห้องปฏิบัติการ โดยทดสอบด้วยวิธีเพาะเลี ยงเชื อร่วมบน
อาหาร Czapek agar (CZA) และ wheat grain media พบว่า T. flavus สามารถยับยั งการเจริญ
ของรา V. dahiae และ F. oxysporum แต่ไม่สามารถยับยั งการเจริญของ R. solani และ C. 
gossypi ได้ (Jun และคณะ, 1999) Huang และคณะ (2000) ยังพบว่ารา T. flavus สามารถ
ควบคุม Sclerotinia sclerotiorum ที่เป็นสาเหตุของโรค white mould ของถั่ว dry bean 
(Phaseolus vulgaris) ในสภาพแปลงปลูกท่ีประเทศแคนาดา  

จะเห็นได้ว่าเชื อราสกุล Neosartorya และ Talaromyces มีความสามารถในการควบคุม
โรคในพืชหลายชนิดได้ เพราะมีคุณสมบัติคือ มีผนังสปอร์หนา สามารถทนอุณหภูมิสูงและทน
แอลกอฮอล์ในขั นตอนการคัดแยกเชื อด้วยวิธี alcohol และ heat treatment และยังสามารถสร้าง
สารทุติยภูมิออกมายับยั งการเจริญของเชื อราสาเหตุของโรคในพืชต่าง ๆ ได้ งานวิจัยนี จึงสนใจที่จะคัด
แยกและศึกษาถึงประสิทธิภาพของเชื อราสกุล Neosartorya และ Talaromyces ในการควบคุมเชื อ
ราสาเหตุของโรคตายพรายและโรคแอนแทรกโนสในกล้วยน ้าว้ามะลิอ่อง 
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บทท่ี 3 
วิธีการด้าเนินงานวิจัย 

 
3.1 การเก็บตัวอย่าง 

เก็บตัวอย่างกล้วยที่เกิดโรคตายพราย โดยสังเกตจากอาการใบเหี่ยว เปลี่ยนเป็นสีเหลือง เมื่อ
ตัดขวางล้าต้นพบเนื อเยื่อภายในเปลี่ยนสีเป็นสีม่วงถึงน ้าตาล ตัดเนื อเยื่อภายในต้นที่เกิดโรค และคัด
แยกเชื อทันที และโรคแอนแทรกโนสโดยเก็บตัวอย่างผลกล้วยที่เป็นโรค สังเกตจุดสีด้าที่เกิดบนผล
กล้วย จากพื นที่เพาะปลูกกล้วยในบริเวณจังหวัดสุพรรณบุรีและจังหวัดใกล้เคียง โดยเก็บตัวอย่างโรค
ตายพราย 10 ตัวอย่าง และตัวอย่างโรคแอนแทรกโนส 10 ตัวอย่าง รวมทั งสุ่มเก็บตัวอย่างดินเพ่ือ
น้ามาคัดแยกเชื อราต่อต้านจากพื นที่เพาะปลูกกล้วยที่ไม่เกิดโรคบริเวณจังหวัดสุพรรณบุรีและจังหวัด
ใกล้เคียง โดยเก็บตัวอย่างลึกจากผิวดินประมาณ 15 เซนติเมตร  

และได้รับความอนุเคราะห์เชื อราต่อต้านจ้านวน 4 ไอโซเลต คือ Neosartorya aureola  
CHA01-A01, N. spinosa CHA09-A01, N. fenneliae CHA03-A11 และ Talaromyces muroii  
CHA03-A03 จาก รศ.ดร. สุพัตรา โพธิ์เอ่ียม ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยี 
พระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง  
 
3.2 เครื่องมือและอุปกรณ์ 

3.2.1 agarose gel electrophoresis 
3.2.2 alcohol lamp 
3.2.3 autoclave  
3.2.4 balance 
3.2.5 centrifuge 
3.2.6 cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร 
3.2.7 DNA thermal cycle 
3.2.8 flask 
3.2.9 hemacytometer 
3.2.10 hot air oven 
3.2.11 incubator 
3.2.12 laminar flow cabinet3.2.13 micropipette 
3.2.14 needle 
3.2.15 petri dish ขนาด 60 และ 90 มิลลิเมตร 
3.2.16 rotary vacuum evaporator 
3.2.17 separating funnel 
3.2.18 slide และ cover slip 
3.2.19 light microscope 
3.2.20 stereo microscope 
3.2.21 spectrophotometer 
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3.2.22 vernier 
3.2.23 vortex mixer 
3.2.24 water bath 
3.2.25 test tube ขนาด 0.2, 1.5 และ 50 มิลลิลิตร 

 
3.3 สารเคมี 

3.3.1 สารเคมีที่ใช้ในการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื อรา 
3.3.1.1 สีย้อม lactophenol cotton blue 
3.3.1.2 อาหาร rose bengal agar 
3.3.1.3 อาหาร potato dextrose agar (PDA) (ภาคผนวก ก) 
3.3.1.4 อาหาร malt extract agar (MEA) ที่เติม 40 เปอร์เซ็นต์ sucrose  
          (ภาคผนวก ก) 

3.3.2 สารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอและเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 
       3.3.2.1 10X standard Taq reaction buffer  
       3.3.2.2 10% CTAB (ภาคผนวก ข) 
       3.3.2.3 2X CTAB (ภาคผนวก ข) 
       3.3.2.4 3X gel loading dye 
       3.3.2.5 agarose powder  
       3.3.2.6 chloroform: Isoamyl alcohol (24:1 v/v) 
       3.3.2.7 deionize water 
       3.3.2.8 deoxyribonucleotide triphosphate (dNTPs)  
       3.3.2.9 DNA ladder ขนาด 100 คู่เบส (VC 100 bp plus ladder)  
       3.3.2.10 DNA ladder ขนาด 1 กิโลเบส (VC 1 kb DNA ladder)  
       3.3.2.11 ethidium bromide  
       3.3.2.12 ethyl alcohol 70 และ 95 เปอร์เซ็นต์  
       3.3.2.13 ethylene diamine tetraacetate (EDTA)  
       3.3.2.14 liquid nitrogen  
       3.3.2.15 Taq DNA polymerase  
       3.3.2.16 TBE buffer (ภาคผนวก ข) 
       3.3.2.17 TE buffer (ภาคผนวก ข) 
       3.2.3.18 ไพรเมอร์ในต้าแหน่ง ITS และ ß-tubulin มีล้าดับนิวคลีโอไทด์ดังตารางที ่3.1 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



17 

ตารางท่ี 3.1 ไพรเมอร์ที่ใช้ในเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR)  

ไพรเมอร์ ล้าดับนิวคลีโอไทด์ อ้างอิง 
ITS1 
ITS4 

5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ 
5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3’ 

White และคณะ 
(1990) 

Bt2a 
Bt2b 

5’ GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3’ 
5’- ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC -3’ 

Hubka และ Kolarik 
(2012) 

 
3.3.3 สารเคมีที่ใช้ในการสกัดสารสกัดหยาบจากเชื อรา 

        3.3.3.1 dimethyl sulfoxide (DMSO) 
        3.3.3.2 ethyl acetate 
        3.3.3.3 hexane 
        3.3.3.4 methanol 
 
3.4 วิธีการทดลอง 

3.4.1 การคัดแยกเชื อราก่อโรคตายพรายและแอนแทรกโนสในกล้วยและการท้าให้เชื อบริสุทธิ์ 
การคัดแยกเชื อราสาเหตุของโรคตายพราย Fusarium oxysporum ด้วยวิธี Tissue 

transplanting technique (Zheng และคณะ, 2018) โดยตัดชิ นเนื อเยื่อที่เกิดโรคที่ติดกับเนื อเยื่อ
ปกติวางลงบนอาหาร water agar (WA) บ่มที่อุณหภูมิห้อง และสังเกตเส้นใยของเชื อราที่เจริญจาก
เนื อเยื่อพืชในด้านที่เกิดโรค ที่เวลาประมาณ 3 วัน เมื่อมีเส้นใยของเชื อรางอกออกจากชิ นเนื อเยื่อที่
เกิดโรค เขี่ยเส้นใยด้วยเข็มเขี่ย (needle) ย้ายลงบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) สังเกต
ลักษณะโคโลนีของเชื อ ซึ่งลักษณะเด่นคือจะมีเส้นใยสีขาว และเปลี่ยนเป็นสีม่วงจากกลางโคโลนีที่
เวลาประมาณ 3-5 วัน จนได้เชื อบริสุทธิ์ 

การคัดแยกเชื อราสาเหตุของโรคแอนแทรกโนส Colletotrichum musae ด้วยวิธี 
Single spore isolation (Alizadeh และคณะ, 2015) โดยน้าผลกล้วยที่เกิดโรคบ่มใน moist 
chamber ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3-5 วัน เมื่อสังเกตเห็นเม็ดฉ่้าน ้าสีส้มรอบบริเวณแผลที่เกิดโรค 
เขี่ยลงน ้ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื อ และหยดหรือขีดสปอร์ลงบนอาหาร WA บ่มที่อุณหภูมิห้อง จากนั น
สังเกตการงอกของสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เขี่ยสปอร์เดี่ยวลงบนอาหาร PDA และสังเกตลักษณะ
โคโลนีที่เป็นเส้นใยสีขาวถึงเทา และเปลี่ยนเป็นสีส้มจากกลางโคโลนี  ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
เวลาประมาณ 3-5 วัน จนได้เชื อบริสุทธิ์ 

 
3.4.2 การคัดแยกเชื อจากดินโดยวิธี soil plate และการท้าให้เชื อบริสุทธิ์ 

น้าตัวอย่างดินมาแยกเชื อโดยวิธี Heat treatment โดยน้าตัวอย่างดินมาผ่านความ
ร้อนที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และ Alcohol treatment โดยน้าตัวอย่างดิน
แช่ใน ethanol ความเข้มข้น 65 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 30 นาที และท้าการแยกเชื อด้วยอาหาร rose 
bengal agar โดยน้าตัวอย่างตักใส่จานอาหารเลี ยงเชื อที่ผ่านการฆ่าเชื อแล้ว ประมาณ 0.25 กรัม เท
อาหารที่ฆ่าเชื อแล้วที่อุณหภูมิประมาณ 45 องศาสเซลเซียส ลงในจานอาหารเลี ยงเชื อ (pour plate) 
แล้วหมุนจานอาหารเลี ยงเชื อ เพ่ือให้ดินและอาหารกระจายตัวทั่วจานอาหาร บ่มไว้ในที่มืดที่เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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อุณหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส) (Hong และคณะ, 2010) สังเกตการเจริญของโคโลนีเชื อราทุกวัน 
เป็นเวลา 15 วัน เมื่อมีโคโลนีของเชื อราตั งแต่สีขาว ครีม เหลืองอ่อน เหลือง และส้มปรากฎขึ น ใช้เข็ม
เขี่ยตัดขอบโคโลนีย้ายลงบนอาหาร PDA สังเกตลักษณะโคโลนี สีโคโลนี การสร้าง ascocarp และ
ลักษณะของ ascospore ซึ่งเชื อรากลุ่ม Neosartorya จะมีโคโลนีตั งแต่สีขาว เทา ครีม จนถึงเหลือง
อ่อน สปอร์ลักษณะกลม มีผิวเรียบหรือขรุขระคล้ายมีหนาม มี ridge (Samson และคณะ, 2007) 
และเชื อรากลุ่ม Talaromyces จะมีโคโลนีตั งแต่สีเหลืองอ่อน เหลือง ส้ม และแดง สปอร์มีรูปร่างรี มี
ผิวเรียบหรือขรุขระ (Yilmaz และคณะ, 2014) 

 
3.4.3 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื อรา 
        ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื อ F. oxysporum และ C. musae โดยน้าเชื อ

เลี ยงบนอาหาร PDA เป็นเวลา 10 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส สังเกตการเจริญเติบโตของเชื อ
รา ลักษณะโคโลนี เส้นใย และสปอร์ โดยตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของเชื อในสกุล Neosartorya และ Talaromyces โดยน้าเชื อมาเลี ยงบนอาหาร PDA 
และ malt extract agar (MEA) ที่เติม sucrose 40 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 25 วัน ที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส สังเกตการเจริญเติบโตของเชื อรา ลักษณะโคโลนี เส้นใย และสปอร์ โดยตรวจสอบ
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

 
       3.4.4 การบ่งชี เชื อด้วยล้าดับนิวคลีโอไทด์ 
     3.4.4.1 การสกัดดีเอ็นเอ (Doyle และ Doyle, 1987; Suksiri และคณะ, 2018) 

ท้าการเพาะเลี ยงเชื อบนอาหาร PDA เป็นเวลา 10 วัน ที่อุณหภูมิห้อง ขูดเอาเส้น
ใยและบดให้ละเอียดด้วยโกร่งบดยา โดยใช้ไนโตรเจนเหลว และผสมกับ 2X CTAB buffer 600 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น้าไปบ่มท่ีอ่างควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 65 องศาสเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 
ชั่วโมง เพ่ือให้เป็นสารละลายเนื อเดียวกัน เติม Chloroform : Isoamyl alcohol (24:1 v/v) 600 
ไมโครลิตร ผสมเบา ๆ น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แยกเอา
ส่วนใส เติม 10% CTAB buffer 50 ไมโครลิตร และ Rnase ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และเติม Chloroform : Isoamyl alcohol (24:1 v/v) 600 ไมโครลิตร น้าไป
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แยกเอาส่วนใสด้านบน ตกตะกอนดี
เอ็นด้วย isopropanol ที่แช่เย็น เติม 1.5 เท่าของปริมาตรส่วนใสที่ได้ บ่มที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 30 นาที ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที ล้างตะกอนดี
เอ็นเอด้วย ethyl alcohol 70 เปอร์เซ็นต์ 1,000 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ 14,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 30 นาที ล้างตะกอนดีเอ็นเออีกครั งด้วย absolute ethanol 1,000 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ 
14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที เท absolute ethanol ทิ ง ตากตะกอนดีเอ็นเอจนแห้งที่
อุณหภูมิห้อง ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย TE buffer 30 ไมโครลิตร จากนั นตรวจสอบปริมาณและ
คุณภาพของดีเอ็นเอด้วยวิธี agarose gel electrophoresis ใน agarose gel ความเข้มข้น 1.0 
เปอร์เซ็นต์ (w/v) ใน 1X TBE buffer ที่ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที โดย
เปรียบเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1,000 คู่เบส ย้อมเจลด้วย ethidium bromide (10 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) วัดปริมาณดีเอ็นเอด้วย spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 และ 
280 นาโนเมตร จัดเก็บดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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       3.4.4.2 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 

โดยเพ่ิมจ้านวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS ส้าหรับเชื อราก่อโรค F. oxysporum (Zheng และคณะ, 2018) 
และ C. musae (Alizadeh และคณะ, 2015) และบริเวณ ß-tubulin ส้าหรับเชื อรา Neosartorya 
และ Talaromyces (Hong และคณะ, 2010; เมอมร, 2558) โดยใช้ไพรเมอร์ดังตารางที่ 3.1 ใน
ปฏิกิริยา PCR ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วยสารที่มีความเข้มข้นสุดท้ายคือ ดีเอ็นเอ 50 นา
โนกรัม, dNTPs 0.2 ไมโครโมลาร์ ไพรเมอร์ 0.8 พิโคโมลาร์ เอมไซม์ Taq DNA polymerase 1 ยูนิ
ตต่อมิลลิลิตร และ standard Taq buffer 1X ต่อมิลลิลิตร และท้าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอใน
ต้าแหน่ง ITS สภาวะดังตารางที่ 3.2 และต้าแหน่ง ß-tubulin สภาวะดังตารางที่ 3.3 จากนั น
ตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis ใน agarose gel ความ
เข้มข้น 1.0 เปอร์เซ็นต์ (w/v) ใน 1X TBE buffer ที่ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 
นาที เปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส เก็บรักษาผลผลิตพีซีอาร์ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
        3.4.4.3 การหาความสัมพันธ์ของเชื อด้วยล้าดับนิวคลีโอไทด์ 

น้าผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้ไปหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ Bioneer Corporation 
ประเทศเกาหลี ท้าการจัดเรียงล้าดับนิวคลีโอไทด์เพ่ือเปรียบเทียบ multiple alignment ด้วย
โปรแกรม BioEdit จากนั นน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GenBank โดย
โปรแกรม BLAST  
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ตารางท่ี 3.2 แสดงสภาวะที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ ITS (White และคณะ, 1990) 

ขั นตอน อุณหภูมิ เวลา จ้านวนรอบ 
Initial denaturation 95 องศาเซลเซียส 1 นาที 1 รอบ 

Denaturation 
Annealing 
Extension 

95 องศาเซลเซียส 
50 องศาเซลเซียส 
72 องศาเซลเซียส 

1 นาที 
1 นาที 
2 นาที 

 
35 รอบ 

Final extension 75 องศาเซลเซียส 5 นาที 1 รอบ 
 
ตารางที่ 3.3 แสดงสภาวะที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณยีน ß-tubulin (Hubka และ  
               Kolarik, 2012) 

ขั นตอน อุณหภูมิ เวลา จ้านวนรอบ 
Initial denaturation 

Annealing 
Extension 

95 องศาเซลเซียส 
55 องศาเซลเซียส 
72 องศาเซลเซียส 

3 นาที 
30 วินาที 
1 นาที 

 
1 รอบ 

Denaturation 
Annealing 
Extension 

95 องศาเซลเซียส 
55 องศาเซลเซียส 
72 องศาเซลเซียส 

30 วินาที 
30 วินาที 
2 นาที 

 
35 รอบ 

Denaturation 
Annealing 

Final extension 

95 องศาเซลเซียส 
55 องศาเซลเซียส 
72 องศาเซลเซียส 

30 วินาที 
30 วินาที 
1 นาที 

 
1 รอบ 

 
3.4.5 การทดสอบประสิทธิภาพในการก่อโรคของเชื อราสาเหตุโรคในกล้วย 
        ในการทดสอบประสิทธิภาพในการก่อโรคของเชื อรา Fusarium oxysporum 

(ปรับปรุงจาก Purwati และคณะ, 2007) ท้าการทดสอบโดยใช้ใบสดของกล้วยน ้าว้ามะลิอ่องที่มีอายุ
และสีของใบใกล้เคียงกัน น้าใบกล้วยตัดแบ่งให้มีขนาดประมาณ 20 เซนติเมตร ท้าความสะอาดผิวใบ
ด้วยน ้ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื อ จากนั นใช้เข็มเข่ียสร้างแผลบนใบกล้วยด้านละ 5 แผล ให้มีระยะห่างเท่า 
ๆ กัน (รูปที่ 3.1) ท้าการวางเชื อรา F. oxysporum f.sp. cubense ที่มีอายุ 5 วัน บนอาหาร PDA 
โดยตัดชิ นวุ้นด้วย cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร ลงบนแผล จ้านวน 4 ซ ้า และตัว
ควบคุมโดยใช้ชิ นวุ้นที่ไม่มีเชื อราสาเหตุของโรค ท้าการบ่มใน moist chamber ที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน วัดขนาดแผลทั งด้านกว้างและด้านยาว และคัดเลือกเชื อรา F. oxysporum 
ที่สามารถก่อโรครุนแรงที่สุด 1 ไอโซเลต 
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รูปที่ 3.1 แสดงวิธีการทดสอบประสิทธิภาพในการก่อโรคของเชื อรา F. oxysporum บนใบกล้วย 
 
        ในการทดสอบประสิทธิภาพในการก่อโรคของเชื อรา C. musae (ปรับปรุงจาก 

Purwati และคณะ, 2007) ท้าการทดสอบโดยใช้ผลสดของกล้วยน ้าว้ามะลิอ่องที่มีอายุ ขนาด และสี
ของผลใกล้เคียงกัน น้าผลกล้วยมาท้าความสะอาดผิวด้วยน ้ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื อ จากนั นใช้เข็มเขี่ย
สร้างแผลบนผลกล้วยผลละ 2 แผล ให้มีระยะห่างเท่า ๆ กัน (รูปที่ 3.2) ท้าการวางเชื อรา C. musae 
ที่มีอายุ 5 วัน บนอาหาร PDA โดยตัดชิ นวุ้นด้วย cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร 
ลงบนแผล จ้านวน 3 ซ ้า และตัวควบคุมโดยใช้ชิ นวุ้นที่ไม่มีเชื อราสาเหตุของโรค ท้าการบ่มใน moist 
chamber ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน วัดขนาดแผลทั งด้านกว้างและด้านยาว และ
คัดเลือกเชื อรา C. musae ที่สามารถก่อโรครุนแรงที่สุด 1 ไอโซเลต เพ่ือใช้ในการทดสอบขั นตอน
ต่อไป 

 

 
 

รูปที่ 3.2 แสดงวิธีการทดสอบประสิทธิภาพในการก่อโรคของเชื อรา C. musae บนผลกล้วย 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.4.6 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื อต่อต้านต่อการควบคุมเชื อราสาเหตุโรคในกล้วย 
         ทดสอบการควบคุมเชื อราสาเหตุของโรค Fusarium oxysporum และ 
Colletotrichum musae โดยใช้เชื อราต่อต้านคือ เชื อราในสกุล Neosartorya และ Talaromyces 
ด้วยวิธีการเลี ยงเชื อร่วม (bi-culture) (Sakunyarak และ Satithorn, 2014) โดยน้าเชื อราสาเหตุของ
โรคและเชื อราต่อต้านวางบนอาหาร PDA ที่มีอายุ 10 วัน ใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 
มิลลิเมตร ตัดชิ นวุ้นที่มีเชื อราบริเวณขอบโคโลนี ย้ายชิ นวุ้นของเชื อราสาเหตุวางลงบนด้านหนึ่งของ
อาหาร PDA และวางชิ นวุ้นของเชื อราต่อต้านลงอีกด้านหนึ่งของอาหาร ให้มีระยะห่าง 4 เซนติเมตร 
ท้าการเลี ยงเชื อราสาเหตุและราต่อต้านแยกจากกันบนอาหาร PDA เพ่ือใช้เป็นตัวเปรียบเทียบ 
(control) ท้าการทดสอบแบบ completely randomized design (CRD) จ้านวน 4 ซ ้า บ่มจาน
อาหารเลี ยงเชื อร่วม ที่ อุณหภูมิ  25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 วัน เนื่องจาก 
เชื อราในสกุล Neosartorya และ Talaromyces เจริญเติบโตช้ากว่าเชื อราสาเหตุของโรคทั ง 2 ชนิด  
(เมอมร, 2558) เมื่อครบเวลานับจ้านวนสปอร์ของเชื อราสาเหตุของโรคเทียบกับจานเปรียบเทียบ 
ค้านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั งการสร้างสปอร์ จากสูตร 
 

GI =   R1 – R2 
        R1 

 

       โดยที่ R1 คือ จ้านวนสปอร์ของเชื อราสาเหตุในจานอาหารเปรียบเทียบ และ R2 คือ 
จ้านวนสปอรข์องเชื อราสาเหตุในจานอาหารเลี ยงเชื อร่วม  

       ท้าการคัดเลือกเชื อราต่อต้านที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดในการควบคุมเชื อราสาเหตุโรค
ทั ง 2 ชนิด จ้านวน 3 ไอโซเลต เพ่ือท้าการสกัดสารและทดสอบในขั นตอนต่อไป 
 

3.4.7 การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากเชื อต่อต้านต่อการควบคุมเชื อรา  
สาเหตุของโรคในกล้วย 
3.4.7.1 การสกัดสารสกัดหยาบจากเชื อรา (Soytong และ Poeaim, 2015) 

คัดเลือกเชื อราต่อต้านที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมเชื อราสาเหตุของโรคทั ง
2 ชนิด น้ามาเพาะเลี ยงในอาหาร potato dextrose broth (PDB) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เป็นเวลา 
30 วัน เพ่ือเพ่ิมปริมาณเส้นใยเชื อรา กรองเอาเส้นใยของเชื อรา อบให้แห้งในเครื่องอบลมร้อน ที่
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน จากนั นน้าเส้นใยที่แห้งแล้วมาบดให้ละเอียดด้วยเครื่อง
ปั่น แช่ใน hexane ในปริมาณ 1:1 (w/v) เป็นเวลา 5 วัน กรองเอากากออกด้วยกระดาษกรอง 
whatman เบอร์ 1 น้าสารละลายไปแยกตัวท้าละลายด้วย rotary vacuum evaporator จะได้สาร
สกัดชั น hexane จากนั นน้ากากที่ได้จากการกรองไปสกัดด้วยตัวท้าลายขั นสูงขึ น คือ ethyl acetate 
และ methanol จะได้สารสกัดชั น ethyl acetate และ methanol ตามล้าดับ ขั นตอนการสกัดสาร
สกัดหยาบดังแผนผังรูปที่ 3.3  
 

× 100 
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รูปที่ 3.3 แผนผังแสดงขั นตอนการสกัดสารสกัดหยาบจากเชื อราต่อต้าน 
 

       3.4.7.2 การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบต่อการควบคุมเชื อราสาเหตุของ 
โรคในกล้วย  
การทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากเชื อราในการควบคุมเชื อรา

สาเหตุของโรค Fusarium oxysporum และ Colletotrichum musae (Soytong และ Poeaim, 
2015) โดยน้าสารสกัดหยาบที่ได้จากข้อ 3.4.7.1 มาทดสอบการควบคุมเชื อราสาเหตุของโรค ในการ
เตรียมสารสกัดใช้ตัวท้าละลาย DMSO (Dimethyl sulfoxide) ที่มีความเข้มข้นสุดท้ายไม่เกิน 2 
เปอร์เซ็นต์เป็นตัวท้าละลาย โดยน้าสารสกัดหยาบในชั น hexane, ethyl acetate และ methanol 
มาละลายให้ได้ความเข้มข้นต่าง ๆ ยกเว้นตัวควบคุมที่ระดับความเข้มข้น 0 ppm ท้าการทดลองแบบ 
completely randomized design (CRD) จ้านวน 3 ซ ้า เป็นแบบ 3 x 6 factorial experiment 
ดังนี  
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  ปัจจัย A คือ ชนิดของสารสกัด 
   A1 = สารสกัดหยาบชั น hexane 
   A2 = สารสกัดหยาบชั น ethyl acetate 
   A3 = สารสกัดหยาบชั น methanol 
  ปัจจัย B คือ ระดับความเข้มข้นของสารสกัด 
   B1 = ความเข้มข้น 0 ppm 
   B2 = ความเข้มข้น 10 ppm 
   B3 = ความเข้มข้น 50 ppm 
   B4 = ความเข้มข้น 100 ppm 
   B5 = ความเข้มข้น 500 ppm 
   B6 = ความเข้มข้น 1,000 ppm 
 

น้าสารสกัดที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ ผสมกับอาหารเลี ยงเชื อ PDA และน้าไปนึ่งฆ่าเชื อที่
ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที น้าอาหาร PDA 
ที่ผสมกับสารสกัดหยาบที่ฆ่าเชื อแล้ว เทใส่จานอาหารเพาะเลี ยง รอจนอาหารแข็ง ย้ายชิ นวุ้นที่มี เชื อ
ราสาเหตุของโรค F. oxysporum และ C. musae โดยใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 
มิลลิเมตร วางตรงกลางจานอาหารเลี ยงเชื อ บ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน บันทึก
ผลโดยวัดขนาดของโคโลนีและนับจ้านวนสปอร์เชื อรา F. oxysporum และ C. musae ค้านวณหา
เปอร์เซ็นต์การยับยั งการสร้างโคโลนี และเปอร์เซ็นต์การยับยั งการสร้างสปอร์ จากสูตร 

 
GI =   R1 – R2 

        R1 

โดยที่ R1 คือ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีหรือจ้านวนสปอร์ของเชื อราสาเหตุบน PDA 
ที่ระดับความเข้มข้น 0 ppm (ควบคุม) และ R2 คือ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีหรือจ้านวน
สปอร์ของเชื อราสาเหตุบน PDA ในจานอาหารทดสอบที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ  

วิเคราะห์ข้อมูลด้วยวิธี Duncan Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น P = 
0.05 และค้านวณค่า effective dose ที่ 50 เปอร์เซ็นต์ (ED50) คือระดับความเข้มข้นของสารที่
สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ได้ 50 เปอร์เซ็นต์ (ถ้ามีเปอร์เซ็นต์การยับยั งการสร้างสปอร์มากกว่า 50 
เปอร์เซ็นต)์ ด้วยโปรแกรม Garphpad Prism 8 
 3.4.8 การวิเคราะห์หาสารส้าคัญด้วย Gas Chromatography-Mass Spectrometry  

น้าสารสกัดหยาบที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมเชื อราสาเหตุของโรคในกล้วยทั ง 2 
ชนิด วิเคราะห์หาสารส้าคัญด้วยเครื่อง Gas chromatography-Mass spectrometry (GC-MS)  
ที่ศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหาร
ลาดกระบัง 

× 100 
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บทท่ี 4 
ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 

 
4.1 ผลการคัดแยกเชื อด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

4.1.1 ผลการคัดแยกเชื อราสาเหตุของโรคตายพราย 
จากการคัดแยกเชื อราจากตัวอย่างต้นกล้วยที่เป็นโรคตายพราย จากจังหวัดสุพรรณบุรี 

นครปฐม ราชบุรี และเพชรบูรณ์ ทั งหมด 10 ตัวอย่าง ซึ่งสังเกตอาการของโรคจากลักษณะการเหี่ยว
ของใบ ที่มีใบเหี่ยวเป็นสีเหลือง (รูปที่ 4.1A) จากนั นตัดต้นกล้วยที่สันนิษฐานว่าเป็นโรค เพ่ือสังเกต
เนื อเยื่อภายในต้น พบว่าเนื อเยื่อภายในต้นเปลี่ยนสีจากสีขาว เป็นสีม่วงถึงน ้าตาล (รูปที่ 4.1B และ C) 
เมื่อน้ามาคัดแยกเชื อราด้วยวิธี Tissue transplanting พบว่ามีตัวอย่างพืชที่เป็นโรคที่สามารถคัดแยก
เชื อราได้ทั งหมด 8 ตัวอย่าง โดยเป็นตัวอย่างพืชจากจังหวัดสุพรรณบุรี 3 ตัวอย่าง นครปฐม 1 
ตัวอย่าง ราชบุรี 3 ตัวอย่าง และเพชรบูรณ์ 1 ตัวอย่าง ซึ่งสามารถคัดแยกเชื อราได้ทั งหมด 8 ไอโซ
เลต แสดงสถานที่และไอโซเลตที่คัดแยกได้ดังตารางที่ 4.1 
 

 
 

รูปที่ 4.1 แสดงตัวอย่างต้นกล้วยที่เป็นโรคตายพราย A: อาการใบเหี่ยวสีเหลือง, B และ C: เนื อเยื่อ 
             ภายในต้นกล้วยที่มีสีม่วงถึงน ้าตาล 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.1 แสดงวัน เวลา สถานที่ในการเก็บตัวอย่างพืชที่เป็นโรคตายพราย และชื่อไอโซเลตเชื อรา 
ที่คัดแยกได้ 

วันที่เก็บตัวอย่าง สถานที่เก็บตัวอย่าง ตัวอย่างพืช เชื อราที่แยกได้ 
03/01/61 อ.เมือง จ.เพชรบูรณ์ PB-01 BAFC-01 
18/03/61 อ.โพธาราม จ.ราชบุรี RM-01 BAFC-02 
18/03/61 อ.ก้าแพงแสน จ.นครปฐม NP-01 BAFC-03 
18/03/61 อ.เมือง จ.ราชบุรี RM-02 BAFC-04 
18/03/61 อ.เมือง จ.ราชบุรี RM-03 BAFC-05 
30/03/61 อ.ด่านช้าง จ.สุพรรณบุรี SP-01 BAFC-06 
20/04/61 อ.ด่านช้าง จ.สุพรรณบุรี SP-02 BAFC-07 
22/05/61 อ.ด่านช้าง จ.สุพรรณบุรี SP-03 BAFC-08 

 
จากตัวอย่างต้นกล้วยที่เป็นโรคตายพราย 10 ตัวอย่าง สามารถคัดแยกเชื อราได้ในลักษณะ

เดียวกันจ้านวน 8 ไอโซเลต โดยในช่วง 3 วันแรกหลังจากบ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส บนอาหาร 
PDA โคโลนีจะมีเส้นใยสีขาว และเมื่อเวลา 5 วันจะเริ่มเปลี่ยนเป็นสีม่วง (รูปที่ 4.2A และ B) โดย 
macroconidia และ microconidia สร้างได้จาก conidiophore มีลักษณะเป็นก้านยื่นออกมาจาก
เส้นใย (รูปที่ 4.2C, D, E และ F) microconidia มีลักษณะรี รูปร่างคล้ายไต (kidney-shaped) มี 1-
2 เซลล์ ขนาดประมาณ 3.46 x 8.28 µm (รูปที่ 4.2G และ H) macroconidia มีลักษณะเรียวยาว 
ปลายทั งสองด้านโค้งงอคล้ายเคียว (sickle-shaped) มี 4-8 เซลล์ ขนาดประมาณ 3.15 x 17.25 µm 
(รูปที่ 4.2I) และ chlamydospore พบอยู่บริเวณปลายหรือระหว่างเส้นใย รูปร่างกลม ขนาด
ประมาณ 7.25 µm บนอาหาร PDA สามารถเจริญเติบโตได้เร็ว  

ในแต่ละพื นที่สามารถคัดแยกเชื อได้มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาคล้ายคลึงกันทั ง 8 ไอโซเลต  
ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่รายงานถึงการพบโรคตายพรายในพื นที่ต่าง ๆ ในประเทศไทย ที่พบต้น
กล้วยโดยเฉพาะกล้วยน ้าว้าเกิดลักษณะอาการใบเหี่ยวเป็นสีเหลือง ยืนต้นตาย เนื อเยื่อของ พืช
เปลี่ยนเป็นสีม่วงถึงน ้าตาล เมื่อท้าการคัดแยกเชื อด้วยวิธี tissue transplanting พบว่าสามารถคัด
แยกได้เป็นเชื อรา F. oxysporum f.sp. cubense (อภิรัชต์ และคณะ, 2556; Thangavelu และ
คณะ, 2015) และยังสอดคล้องกับงานวิจัยของ Maryani และคณะ (2019) ที่ศึกษาลักษณะและความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของเชื อรา F. oxysporum f.sp. cubense ในประเทศอินโดนีเซีย พบว่า
ต้นกล้วยมีอาการใบเหี่ยว และเมื่อผ่าตัดขวางเนื อเยื่อภายในเปลี่ยนเป็นสีม่วงถึงน ้าตาลเช่นกัน เมื่อคัด
แยกเชื อพบว่ามีโคโลนีสีม่วง สามารถสร้างสปอร์แบบ macroconidia มีขนาด 3-4 x 15-32 µm มี 
3-8 เซลล์ microconidia ขนาด 2-3 x 4-13 µm มี 1-2 เซลล์ และ chlamydospore รูปร่างกลม 
ขนาด 4-12 µm 

เมื่อเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในต้าแหน่ง ITS ด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 ของเชื อราไอโซเลต 
BAFC-01 และ BAFC-05 และวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ทั ง 2 ไอโซ
เลต และมีขนาดของผลผลิตพีซีอาร์เท่ากัน คือ เชื อราไอโซเลต BAFC-01 และเชื อราไอโซเลต BACM-
05 มีขนาดผลผลิตพีซีอาร์เท่ากับ 544 คู่เบส และเมื่อน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื อราทั ง 2 ไอโซเลต
มาเทียบกับฐานข้อมูล Genbank พบว่าเชื อราไอโซเลต BAFC-01 และ BAFC-05 มีความคล้ายคลึง
กับเชื อรา F. oxysporum accession number: MK074845, MK463988, MK432913 และ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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MK849925 โดยมีค่า identity 100 เปอร์เซ็นต์ ดังนั นจึงสามารถบ่งชี เชื อราไอโซเลต BAFC-01 และ 
BAFC-05 ซึ่งเป็นตัวแทนของเชื อราที่คัดแยกได้จ้านวน 8 ไอโซเลต จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ
ล้าดับนิวคลีโอไทด์ได้ว่าเป็นเชื อรา F. oxysporum 

 
ตารางท่ี 4.2 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื อรา F. oxysporum ที่คัดแยกได้จ้านวน 8 ไอโซเลต 

ไอโซเลต สีโคโลน ี
macroconidia microconidia chlamydospore 

รูปร่าง 
ขนาด  
(µm) 

รูปร่าง 
ขนาด  
(µm) 

รูปร่าง 
ขนาด 
(µm) 

BAFC-01 ขาว/ม่วง kidney 3.15 x 17.25  sickle 3.46 x 8.28 globose 7.25 
BAFC-02 ขาว/ม่วง kidney 3.14 x 18.21  sickle 3.12 x 8.14 globose 6.13 
BAFC-03 ขาว/ม่วง kidney 3.13 x 16.92  sickle 3.19 x 8.26 globose 7.12 
BAFC-04 ขาว/ม่วง kidney 2.86 x 16.75  sickle 3.14 x 7.92 globose 6.48 
BAFC-05 ขาว/ม่วง kidney 2.78 x 16.25  sickle 3.09 x 7.87 globose 6.39 
BAFC-06 ขาว/ม่วง kidney 3.67 x 19.21  sickle 2.45 x 7.38 globose 7.49 
BAFC-07 ขาว/ม่วง kidney 3.02 x 17.55  sickle 2.78 x 8.01 globose 7.47 
BAFC-08 ขาว/ม่วง kidney 2.98 x 16.05  sickle 2.81 x 7.93 globose 7.58 
 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.2 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื อรา F. oxysporum BAFC-01 ที่แยกได้จากเนื อเยื่อ 
             กล้วยที่เป็นโรคตายพรายบนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน;  
             A: โคโลนีด้านหน้า; B: โคโลนีด้านหลัง; C, D, E และ F: conidiophore; G และ H:  
             microconidia; I: macoconidia; (scale bar; C-I = 10 µm) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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      4.1.2 ผลการคัดแยกเชื อราสาเหตุของโรคแอนแทรกโนส 
จากการคัดแยกเชื อราจากตัวอย่างผลกล้วยที่เป็นโรคแอนแทรกโนส จากจังหวัด

สุพรรณบุรี นครปฐม ราชบุรี กาญจนบุรี และนนทบุรี ทั งหมด 10 ตัวอย่าง ซึ่งสังเกตจากลักษณะผลที่
มีแผลเป็นจุดสีด้า (รูปที่ 4.3A) จากนั นน้ามาบ่มในกล่องควบคุมความชื นที่อุณหภูมิห้อง จุดแผลสีด้ามี
ขนาดใหญ่ขึ น และสร้างเม็ดฉ่้าน ้าสีส้ม (conidiomata) หลังจากบ่มประมาณ 3-5 วัน (รูปที่ 4.3B) 
และน้ามาคัดแยกเชื อราด้วยวิธี Single spore isolation พบว่ามีตัวอย่างผลกล้วยที่เป็นโรคที่สามารถ
คัดแยกเชื อราได้ทั งหมด 10 ตัวอย่าง โดยเป็นตัวอย่างผลกล้วยจากจังหวัดนครปฐม 6 ตัวอย่าง และ
จังหวัดสุพรรณบุรี ราชบุรี กาญจนบุรี และนนทบุรี จังหวัดละ 1 ตัวอย่าง ซึ่งสามารถคัดแยกเชื อราได้
ทั งหมด 10 ไอโซเลต แสดงดังตารางที่ 4.3 
 

 
 

รูปที่ 4.3 แสดงตัวอย่างผลกล้วยที่เป็นโรคแอนแทรกโนส; A: ตัวอย่างผลกล้วยที่เป็นโรค; B: เม็ด 
             ฉ่้าน ้าสีส้ม (conidiomata) เกิดหลังจากบ่ม 3-5 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.3 แสดงวัน เวลา สถานที่ในการเก็บตัวอย่างพืชที่เป็นโรคแอนแทรกโนส และชื่อไอโซเลต 
               ของเชื อราที่คัดแยกได้ 
วันที่เก็บตัวอย่าง สถานที่เก็บตัวอย่าง ตัวอย่างพืช เชื อราที่แยกได้ 

06/10/60 อ.ก้าแพงแสน จ.นครปฐม KP-01 BACM-01 
06/10/60 อ.ก้าแพงแสน จ.นครปฐม KP-02 BACM-02 
06/10/60 อ.ก้าแพงแสน จ.นครปฐม KP-03 BACM-03 
06/10/60 อ.เมืองนครปฐม จ.นครปฐม NM-01 BACM-04 
06/10/60 อ.เมือง จ.ราชบุรี RM-01 BACM-05 
23/12/60 อ.ด่านช้าง จ.สุพรรณบุรี DC-01 BACM-06 
02/02/61 อ.ไทรน้อย จ.นนทบุรี NS-02 BACM-07 
05/04/61 อ.สามพราน จ.นครปฐม SP-01 BACM-08 
05/04/61 อ.สามพราน จ.นครปฐม SP-02 BACM-09 
25/12/61 อ.ทองผาภูมิ จ.กาญจนบุรี KR-01 BACM-10 

 
จากการคัดแยกเชื อราพบว่าเชื อทั งหมด 10 ไอโซเลตที่แยกได้ แสดงลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาดังตารางที่ 4.4 และเมื่อเพาะเลี ยงบนอาหาร PDA ที่ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน โดยในรูปที่ 
4.4A-I เป็นตัวอย่างของไอโซเลต BACM-06 ที่มีลักษณะโคโลนีสีขาว ส้ม ถึงเทา (รูปที่ 4.4A และ B) 
เมื่อเพาะเลี ยงต่ออีก 3-5 วัน จะเห็นเม็ดฉ่้าน ้าสีส้มเจริญขึ นบนเส้นใย หรือเรียกว่า conidiomata (รูป
ที่ 4.4C และ D) มีการสร้าง appressorium (รูปที่ 4.4E และ F) conidia สร้างมาจาก 
conidiophore (รูปที่ 4.4G และ H) conidia มีลักษณะรี ขนาดประมาณ 3.23 × 12.57 µm (รูปที่ 
4.4I และ J) จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาทั งหมดของเชื อราที่แยกได้ มีความสอดคล้องกับรายงานที่
คัดแยกเชื อราจากกล้วยที่เป็นโรคแอนแทรกโนสในเมืองกวางโจว ประเทศจีน ซึ่งเก็บตัวอย่างผลกล้วย
ที่มีอาการเป็นจุดแผลสีด้า มี เม็ดฉ่้าน ้าสีส้ม และมีโคโลนีสีขาว เทา ถึงส้ม สร้างสปอร์ที่มีขนาด
ประมาณ 2-3 x 6-10 µm (Zhu และคณะ, 2015) และยังสอดคล้องกับงานวิจัยของ Alizadeh และ
คณะ (2015) ที่เก็บตัวอย่างกล้วยที่เป็นโรคที่มีอาการแผลเป็นเม็ดสีส้มฉ่้าน ้ามาคัดแยกเชื อ 
พบเชื อรามีโคโลนีสีส้ม สร้างสปอร์ที่มีรูปร่างรี ขนาดประมาณ 1-3 x 5-14 µm  

เมื่อเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในต้าแหน่ง ITS ด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 ของเชื อราไอโซเลต  
BACM-09 และ BACM-10 และวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด ์มีขนาดผลผลิตพีซีอาร์เท่ากับ 575 คู่เบส 
และเม่ือน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื อราทั ง 2 ไอโซเลตมาเทียบกับฐานข้อมูล Genbank พบว่าเชื อรา
ไอโซเลต BACM-09 และ BACM-10 มีความคล้ายกับเชื อรา Colletotrichum musae accession 
number: JN121212, AY266396 และ AJ301904 โดยมีค่า identity 99.30 เปอร์เซ็นต์ ดังนั นจึง
สามารถบ่งชี เชื อราไอโซเลต BACM-09 และ BACM-10 ซึ่งเป็นตัวแทนของเชื อราที่คัดแยกได้ทั ง 10 
ไอโซเลต จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาและล้าดับนิวคลีโอไทด์ได้ว่าเป็นเชื อรา Colletotrichum 
musae 
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ตารางท่ี 4.4 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื อรา C. musae ที่คัดแยกได้จ้านวน 10 ไอโซเลต 

ไอโซเลต สีโคโลน ี conidiomata 
conidia 

appressorium 
รูปร่าง ขนาด (µm) 

BACM-01 เทา/ส้ม มี oval 3.17 × 13.22  มี 
BACM-02 ขาว/ส้ม มี oval 3.63 × 12.78  มี 
BACM-03 ขาว/ส้ม มี oval 3.72 × 12.74  มี 
BACM-04 ขาว/ส้ม มี oval 3.74 × 12.77  มี 
BACM-05 ขาว/ส้ม มี oval 3.61 × 12.27  มี 
BACM-06 ขาว/ส้ม มี oval 3.23 × 12.57  มี 
BACM-07 ขาว/ส้ม มี oval 3.45 × 12.42  มี 
BACM-08 เทา/ส้ม มี oval 3.01 × 11.12  มี 
BACM-09 ขาว/ส้ม มี oval 3.03 × 10.32  มี 
BACM-10 เทา/ส้ม มี oval 3.56 × 12.79  มี 
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รูปที่ 4.4 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื อรา C. musae BACM-06 ที่แยกได้จากผลกล้วยที่ 
           เป็นโรค แอนแทรกโนสบนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน A: โคโลนี 
           ด้านหน้า; B: โคโลนีด้านหลัง; C และ D: conidiomata; E และ F: aspressorium; G และ  
           H: conidiophore; I และ J: conidia; (scale bar: 10 µm) 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



33 

      4.1.3 ผลการคัดแยกเชื อราสกุล Neosartorya และ Talaromyces จากดิน 
    จากการเก็บตัวอย่างดินบริเวณอ้าเภอทองผาภูมิ จังหวัดกาญจนบุรี และอ้าเภอด่านช้าง 
จังหวัดสุพรรณบุรี ทั งหมด 17 ตัวอย่าง พบว่ามีตัวอย่างดินที่สามารถแยกเชื อราได้ 9 ตัวอย่าง โดย
เป็นตัวอย่างดินบริเวณอ้าเภอทองผาภูมิ จังหวัดกาญจนบุรี 6 ตัวอย่าง และอ้าเภอด่านช้าง จังหวัด
สุพรรณบุรี 3 ตัวอย่าง โดยคัดแยกเชื อราจากตัวอย่างดินด้วยวิธี Heat treatment และ Alcohol 
treatment โดยใช้อาหาร rose bengal agar base ซึ่งสามารถคัดแยกเชื อราได้ทั งหมด 22 ไอโซเลต 
แสดงดังตารางที่ 4.5 
 
ตารางท่ี 4.5 แสดงวันเวลา สถานที่ในการเก็บตัวอย่างดิน และชื่อไอโซเลตเชื อราที่คัดแยกได้ 
วันที่เก็บ
ตัวอย่าง 

สถานที่เก็บตัวอย่าง ตัวอย่างดิน เชื อราที่แยกได้ 

16/01/62 อ.ทองผาภูมิ จ.กาญจนบุรี KRI01 AWP01-01, AWP01-02, AWP01-03 
16/01/62 อ.ทองผาภูมิ จ.กาญจนบุรี KRI04 AWP04-01, AWP04-02, AWP04-03, 

AWP04-04 
16/01/62 อ.ทองผาภูมิ จ.กาญจนบุรี KRI05 AWP05-01, AWP05-02 
16/01/62 อ.ทองผาภูมิ จ.กาญจนบุรี KRI07 AWP07-01 
16/01/62 อ.ทองผาภูมิ จ.กาญจนบุรี KRI08 AWP08-01 
16/01/62 อ.ทองผาภูมิ จ.กาญจนบุรี KRI11 AWP11-01, AWP11-02 
25/10/61 อ.ด่านช้าง จ.สุพรรณบุรี SPB01 AWP12-01 
25/10/61 อ.ด่านช้าง จ.สุพรรณบุรี SPB02 AWP13-01, AWP13-02, AWP13-03 
25/10/61 อ.ด่านช้าง จ.สุพรรณบุรี SPB03 AWP14-01, AWP14-02, AWP14-03, 

AWP14-04, AWP14-05 
 
จากการคัดแยกเชื อราทั งหมด 22 ไอโซเลต เมื่อสังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยาคือลักษณะ 

ของโคโลนี การสร้าง ascocarp ขนาดของ ascus และลักษณะและขนาดของ ascospore พบว่า
สามารถแบ่งเชื อราได้ออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มเชื อราในสกุล Neosartorya ที่มีโคโลนีสีขาว ถึงขาว
ครีม สามารถสร้าง ascocarp และมี ascospore รูปร่างกลม มี ridge สอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Samson และคณะ (2007) ที่คัดแยกเชื อรา Neosartorya จากดินพบว่า โคโลนีของเชื อที่ได้มีสีขาว
ถึงเทาอ่อน มีการสร้าง ascocarp และมี ascospore ที่มีรูปร่างกลม มี ridge และกลุ่มเชื อราในสกุล 
Talaromyces ที่มีโคโลนีสีเหลืองอ่อนถึงเหลืองแดง สามารถสร้าง ascocarp และมี ascospore 
รูปร่างรี ไม่มี ridge ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Yilmaz และคณะ (2014) ที่รายงานว่าเชื อรา 
Talaromyces จะมีโคโลนีสีเหลืองอ่อนถึงเหลืองแดง สามารถสร้าง ascocarp และมี ascospore 
รูปร่างกลม ไม่มี ridge และเมื่อสังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพ่ิมขึ น ทั งขนาดและรูปร่างของ 
ascocarp และ ascospore แสดงดังตารางที่ 4.6 และสามารถแบ่งกลุ่มของเชื อราที่คัดแยกได้จาก
ดินออกได้เป็น 8 กลุ่ม ดังนี  
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1) แสดงลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA ทีอุ่ณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน ดังตัวอย่าง
ของไอโซเลต AWP01-02 มีลักษณะโคโลนีสีเหลืองถึงเหลืองอ่อน (รูปที่ 4.5 A และ B) มีการสร้าง 
ascocarp แบบ cleistothecium รูปร่างกลม ขนาด 227.67-782.23 x 235.46-764.98 µm (รูปที่ 
4.5C-F) ascus รูปร่างกลม ขนาด 9.28-11.35 x 9.41-12.01 µm (รูปที่ 4.5G) ascospore รูปร่างรี 
ขนาด 4.12-5.16 x 4.43-6.01 µm (รูปที่ 4.5H และ I) เมื่อน้าไปเพาะเลี ยงบนอาหาร MEA ที่เติม 
40% sucrose ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน สามารถเปลี่ยนแปลงลักษณะโคโลนีเป็นสี
เหลืองอ่อน เมื่อแก่จะเปลี่ยนเป็นสีเขียวเข้มบริเวณกลางโคโลนี  (รูปที่ 4.5J และ K) สามารถสร้าง 
conidia ที่มีลักษณะกลม ขาว (รูปที่ 4.5L และ M) มีจ้านวน 4 ไอโซเลต คือ AWP01-02, AWP01-
01, AWP04-01 และ AWP04-02 

2) แสดงลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA ทีอุ่ณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน ดังตัวอย่าง
ของไอโซเลต AWP08-01 มีลักษณะโคโลนีสีขาวครีม (รูปที่ 4.6A และ B) เส้นใยเจริญช้า สามารถ
สร้างสารสีขาวออกมาในอาหารรอบโคโลนี สร้าง ascocarp แบบ cleistothecium รูปร่างกลม 
ขนาด 212.87-728.43 x 225.33-734.58 µm (รูปที่ 4.6C-F) ascospore ขนาด 4.72-5.65 x 
5.13-6.73 µm รูปร่างรี ผิวเรียบ ไม่มี ridge (รูปที่ 4.6H และ I) เมื่อน้าไปเพาะเลี ยงบนอาหาร MEA 
ที่เติม 40% sucrose ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน ไม่สามารถเปลี่ยนแปลงลักษณะ
โคโลนีได้ มีจ้านวน 1 ไอโซเลต คือ AWP08-01 

3) แสดงลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA ทีอุ่ณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน ดังตัวอย่าง
ของไอโซเลต AWP11-01 มีลักษณะโคโลนีสีเหลือง (รูปที่ 4.7A และ B) สามารถสร้างสารสีแดงใต้
โคโลนี สร้าง ascocarp แบบ cleistothecium รูปร่างกลม ขนาด 297.53-645.73 x 312.87-
649.75 µm (รูปที่ 4.7C-F) ascospore รูปร่างรี ผิวขรุขระคล้ายมีหนาม ขนาด 4.64-7.15 x 6.53-
8.43 µm (รูปที่ 4.7I และ J) เมื่อน้าไปเพาะเลี ยงบนอาหาร MEA ที่เติม 40% sucrose ที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน ไม่สามารถเปลี่ยนแปลงลักษณะโคโลนีได้ มีจ้านวน 1 ไอโซเลต คือ 
AWP11-01 

4) แสดงลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน ดังตัวอย่าง
ของไอโซเลต AWP14-01 มีลักษณะโคโลนีสีขาว  จะสังเกตเห็นจุดเล็กสีน ้าตาลอยู่บริเวณกลางโคโลนี 
เมื่อแก่โคโลนีจะเปลี่ยนเป็นสีน ้าตาล (รูปที่ 4.8A และ B) สร้าง ascocarp แบบ cleistothecium 
รูปร่างกลม ขนาด 173.57-765.23 x 189.30-752.18 µm (รูปที่ 4.8C-F) ascospore รูปร่างรี 
ขนาด 4.87-5.13 x 5.89-6.71 µm (รูปที่ 4.8H และ I) เมื่อน้าไปเพาะเลี ยงบนอาหาร MEA ที่เติม 
40% sucrose ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน สามารถเปลี่ยนแปลงลักษณะโคโลนีขาว 
กลางโคโลนีสีเขียวอ่อน (รูปที่ 4.8J และ K) สร้าง conidia รูปร่างกลม (รูปที่ 4.8L และ M) มีจ้านวน 
2 ไอโซเลต คือ AWP14-01 และ AWP14-02 

5) แสดงลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน ดังตัวอย่าง
ของไอโซเลต AWP04-03 มีลักษณะโคโลนีสีขาวครีม (รูปที่ 4.9A และ B) เส้นใยเจริญช้า สร้าง 
ascocarp แบบ cleistothecium รูปร่างกลม ขนาด 214.87-756.33 x 225.43-759.87 µm (รูปที่ 
4.9C-F) ascospore ขนาด 4.72-5.33 x 5.14-6.77 µm  รูปร่างกลม ผิวขรุขระคล้ายมีหนาม มี 
ridge ที่มีลักษณะหุบเข้าด้านใน (รูปที่ 4.9H และ I) เมื่อน้าไปเพาะเลี ยงบนอาหาร MEA ที่เติม 40% 
sucrose ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน สามารถเปลี่ยนแปลงลักษณะโคโลนีเป็นสีขาว 
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กลางโคโลนีเป็นสีเขียวเข้ม สร้าง conidia รูปร่างกลม มีจ้านวน 4 ไอโซเลต คือ AWP01-03, 
AWP04-03, AWP04-04 และ AWP13-02 

6) แสดงลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน ดังตัวอย่าง
ของไอโซเลต AWP13-03 มีลักษณะโคโลนีสีขาวครีม (รูปที่ 4.10A และ B) เส้นใยเจริญเร็ว สร้าง 
ascocarp แบบ cleistothecium รูปร่างกลม ขนาด 211.86-724.43 x 225.23-739.71 µm (รูปที่ 
4.10C-F) ascospore ขนาด 4.44-5.77 x 5.41-6.63 µm (รูปที่ 4.8H และ I) รูปร่างกลมผิวขรุขระ
คล้ายมีหนาม มี ridge ที่มีลักษณะหุบเข้าด้านใน เมื่อน้าไปเพาะเลี ยงบนอาหาร MEA ที่เติม 40% 
sucrose ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน สามารถเปลี่ยนแปลงลักษณะโคโลนีเป็นสีขาว 
กลางโคโลนีสีเขียว (รูปที่ 4.10J และ K) สร้าง conidia รูปร่างกลม (รูปที่ 4.10L และ M) มีจ้านวน 4 
ไอโซเลต คือ AWP05-01, AWP05-02, AWP13-03 และ AWP14-04 

7) แสดงลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน ดังตัวอย่าง
ของไอโซเลต AWP07-01 มีลักษณะโคโลนีสีขาว (รูปที่ 4.11A และ B) สร้าง ascocarp แบบ 
cleistothecium รูปร่างกลม ขนาด 222.37-734.53 x 225.33-741.38 µm ขาว (รูปที่ 4.11C-F) 
ascospore ขนาด 4.18-5.35 x 5.23-6.34 µm รูปร่างกลม ผิวเรียบ มี ridge ที่มีลักษณะบานออก
ด้านนอก (รูปที่ 4.11H และ I) เมื่อน้าไปเพาะเลี ยงบนอาหาร MEA ที่เติม 40% sucrose ที่ 25  
องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน สามารถเปลี่ยนแปลงลักษณะโคโลนีเป็นสีขาว กลางโคโลนีสีเขียว ขาว (รูป
ที่ 4.11J และ K) สร้าง conidia รูปร่างกลม (รูปที่ 4.11L และ M) มีจ้านวน 4 ไอโซเลต คือ AWP07-
01, AWP13-01, AWP14-03 และ AWP14-05 

8) แสดงลักษณะโคโลนีบนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน ดังตัวอย่าง
ของไอโซเลต AWP11-02 มีลักษณะโคโลนีสีขาว (รูปที่ 4.12A และ B) สร้าง ascocarp แบบ 
cleistothecium รูปร่างกลม ขนาด 212.87-728.43 x 235.33-759.78 µm ขาว (รูปที่ 4.12C-F) 
ascospore ขนาด 4.32-5.44 x 5.01-6.88 µm รูปร่างกลม ผิวเรียบ จะสังเกตเห็นติ่งเล็ก ๆ งอก
ออกมาจากพื นผิว มี ridge ที่มีลักษณะอ้าออกด้านนอกขาว (รูปที่ 4.12H และ I) เมื่อน้าไปเพาะเลี ยง
บนอาหาร MEA ที่เติม 40% sucrose ที่ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน สามารถเปลี่ยนแปลง
ลักษณะโคโลนีเป็นสีขาว กลางโคโลนีสีเขียว ขาว (รูปที่ 4.12J และ K) สร้าง conidia รูปร่างกลม 
ขาว (รูปที่ 4.12L) มีจ้านวน 2 ไอโซเลต คือ AWP11-02 และ AWP12-01 

เมื่อเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในต้าแหน่ง ß-tubulin โดยใช้ไพรเมอร์ Bt2a และ Bt2b ของเชื อรา
ต่อต้านที่คัดเลือกเป็นตัวแทนของกลุ่มที่แบ่งตามลักษณะทางสัณฐานวิทยา จ้านวน 10 ไอโซเลต คือ 
AWP01-01, AWP04-01, AWP04-03, AWP05-01, AWP05-02, AWP07-01, AWP08-01, 
AWP11-01, AWP11-02 และ AWP13-02 และวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ สามารถแบ่งได้ออกเป็น 
6 กลุ่ม ตามขนาดของผลผลิตพีซีอาร์คือ ไอโซเลต AWP01-01 และ AWP04-01 มีขนาดเท่ากับ 461 
คู่เบส ไอโซเลต AWP11-01 มีขนาดเท่ากับ 472 คู่เบส ไอโซเลต AWP08-01 มีขนาดเท่ากับ 478 คู่
เบส ไอโซเลต AWP04-03, AWP11-02 และ AWP13-02 มีขนาดเท่ากับ 581 คู่เบส ไอโซเลต 
AWP05-01 และ AWP05-02 มีขนาดเท่ากับ 572 คู่เบส และไอโซเลต AWP07-01 มีขนาดเท่ากับ 
553 คู่เบส  
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และเม่ือน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์มาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล Genbank พบว่าสามารถแบ่งเชื อ
ราได้เป็น 6 สปีชีส์ คือ Talaromyces muroii (AWP01-01 และ AWP04-01) T. macrosporus 
(AWP11-01) T. trachyspermus (AWP08-01) Neosartorya tatenoi (AWP04-03, AWP11-02 
และ AWP13-02) N. quadricinota (AWP05-01 และ AWP05-02) และ N. spinosa (AWP07-01) 
มีค่าร้อยละความเหมือน (% identity) และสามารถสรุปสปีชีส์ของเชื อราต่อต้านที่คัดแยกได้จากดิน
ดังแสดงในตารางที่ 4.7 
 
ตารางที่ 4.6 แสดงชื่อสปีชีส์ของไอโซเลตของเชื อราต่อต้านที่ได้จากการน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ใน  
                บริเวณ ß-tubulin เทียบกบัฐานข้อมูล Genbank 

สปีชีส์ 
Accession 
number 

% 
ความ
เหมือน 

ไอโซเลตที่แยกได้ 
กลุ่มตาม

สัณฐานวิทยา 

T. muroii KJ865727 99.54% AWP01-01, AWP01-02, 
AWP04-01, AWP04-02, 
AWP14-01, AWP14-02 

1, 4 

T. trachyspermus AY753371 99.25% AWP08-01 2 

T. macrosporus AY753373 99.77% AWP11-01 3 

N. tatenoi DQ114130 99.16% AWP01-03, AWP04-03, 
AWP04-04, AWP11-02,  
AWP12-01, AWP13-02 

5, 8 

N. quadricionta KM095498 99.08% AWP05-01, AWP05-02,  
AWP13-03, AWP14-04 

6 

N. spinosa AY870760 100% AWP07-01, AWP13-01,  
AWP14-03, AWP14-05 

7 
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ตารางท่ี 4.7 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื อราต่อต้านที่คัดแยกได้จากดินทั ง 22 ไอโซเลต 

ไอโซเลต สีโคโลนี 
ascocarp ascus ascospore ridge 

สี รูปร่าง ขนาด (µm) รูปร่าง รูปร่าง ขนาด (µm)  
AWP01-01 เหลือง เหลือง subglobose 219.74-718.42 x 237.87-741.18 subglobose ellipsoidal 4.71-5.45 x 5.13-6.73 ไม่มี 
AWP01-02 เหลืองอ่อน เหลืองอ่อน subglobose 227.76-782.23 x 235.46-764.98 subglobose ellipsoidal 4.12-5.16 x 4.43-6.01 ไม่มี 
AWP01-03 ขาวครีม ขาวครีม subglobose 214.47-728.52 x 225.31-739.18 globose subglobose 5.12-5.65 x 5.13-6.63 มี 
AWP04-01 เหลืองอ่อน เหลืองอ่อน subglobose 210.87-723.43 x 225.33-754.78 subglobose ellipsoidal 4.42-5.61 x 5.22-6.43 ไม่มี 
AWP04-02 เหลือง เหลือง subglobose 237.43-771.13 x 257.37-784.38 subglobose ellipsoidal 4.17-5.13 x 4.41-6.11 ไม่มี 
AWP04-03 ขาวครีม ขาวครีม subglobose 214.87-756.33 x 225.43-759.87 globose globose 4.72-5.33 x 5.14-6.77 มี 
AWP04-04 ขาวครีม ขาวครีม subglobose 214.77-748.42 x 235.33-759.14 globose globose 4.82-5.64 x 5.43-6.79 มี 
AWP05-01 ขาวครีม ขาวครีม subglobose 201.17-718.43 x 205.33-729.73 globose globose 3.82-5.15 x 4.13-5.74 มี 
AWP05-02 ขาวครีม ขาวครีม globose 216.47-738.43 x 219.13-739.54 globose globose 4.74-5.34 x 5.12-6.23 มี 
AWP07-01 ขาว ขาว globose 222.37-734.53 x 225.33-741.38 globose globose 4.18-5.35 x 5.23-6.34 มี 
AWP08-01 เหลืองอ่อน ครีม globose 212.17-728.43 x 225.33-734.58 globose globose 4.72-5.65 x 5.13-6.73 ไม่มี 
AWP11-01 เหลือง เหลือง subglobose 297.53-645.73 x 312.87-649.75 subglobose ellipsoidal 4.64-7.15 x 6.53-8.43 ไม่มี 
AWP11-02 ขาว ขาว globose 212.87-728.43 x 235.33-759.78 globose globose 4.32-5.44 x 5.01-6.88 มี 
AWP12-01 ขาว ขาว globose 214.17-778.47 x 225.43-789.18 globose globose 4.21-5.75 x 5.16-6.44 มี 
AWP13-01 ขาว ขาว globose 221.87-708.33 x 235.65-714.68 globose globose 4.57-5.82 x 5.28-6.33 มี 
AWP13-02 ขาวครีม ขาวครีม subglobose 214.27-748.43 x 215.23-759.55 globose globose 4.78-5.77 x 5.29-6.84 มี 
AWP13-03 ขาวครีม ขาวครีม subglobose 211.86-724.43 x 225.23-739.71 globose globose 4.44-5.77 x 5.41-6.63 มี 
AWP14-01 ขาว ขาว subglobose 173.57-765.23 x 189.30-752.18 globose globose 4.87-5.13 x 5.89-6.71 ไม่มี 
AWP14-02 ขาว ขาว subglobose 187.37-708.42 x 188.53-711.48 globose globose 4.12-5.35 x 5.16-5.98 ไม่มี 
AWP14-03 ขาว ขาว subglobose 191.82-698.73 x 198.55-701.78 globose globose 4.92-5.61 x 5.11-6.23 มี 
AWP14-04 ขาวครีม ขาวครีม subglobose 202.84-768.51 x 207.33-779.49 globose globose 4.32-5.65 x 4.57-6.18 มี 
AWP14-05 ขาว ขาว globose 179.47-705.78 x 183.37-712.48 globose globose 3.78-4.63 x 4.17-5.71 มี 
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รูปที่ 4.5 แสดงลักษณะของเชื อรา T. muroii AWP01-02 ที่คัดแยกได้จากดิน; A และ B: โคโลนี 
             ด้านหน้าและโคโลนีด้านหลัง บนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน;  
             C: ascocarp ที่สร้างบน เส้นใย; D, E และ F: ascocarp; G: ascus; H และ I:  
             ascospore; J และ K: โคโลนีด้านหน้าและด้านหลัง บนอาหาร MEA ที่เติม 40%  
             sucrose; L: conidia; M: conidiophore (scale bar: C, D, E และ F 100 µm; G, H, I,  
             J, L และ M 5 µm) 
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รูปที่ 4.6 แสดงลักษณะของเชื อรา T. trachyspermus AWP08-01 ที่คัดแยกได้จากดิน; A และ B:  
             โคโลนีด้านหน้าและโคโลนีด้านหลัง บนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5  
             วัน; C: ascocarp ที่สร้างบนเส้นใย; D, E และ F: ascocarp; G: ascus; H และ I:  
             ascospore; J และ K: โคโลนีด้านหน้าและด้านหลัง บนอาหาร MEA ที่เติม 40%  
             sucrose; L: conidia (scale bar: D, E และ F 100 µm; G, H, I, และ L 5 µm) 
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รูปที่ 4.7 แสดงลักษณะของเชื อรา T. macrosporus AWP11-01 ที่คัดแยกได้จากดิน; A และ B:  
             โคโลนีด้านหน้าและโคโลนีด้านหลัง บนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 
             วัน; C: ascocarp ที่สร้างบนเส้นใย; D, E และ F: ascocarp; G และ H: ascus; H และ I  
             และ J: ascospore; K และ L: โคโลนีด้านหน้าและด้านหลัง บนอาหาร MEA ที่เติม 40%  
             sucrose; (scale bar: D, E และ F 100 µm; G, H, I และ J 5 µm) 
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รูปที่ 4.8 แสดงลักษณะของเชื อรา T. muroii AWP14-01 ที่คัดแยกได้จากดิน; A และ B: โคโลนี 
             ด้านหน้าและโคโลนีด้านหลัง บนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน;  
             C: ascocarp ที่สร้างบนเส้นใย; D, E และ F: ascocarp; G: ascus; H และ I:  
             ascospore; J และ K: โคโลนี ด้านหน้าและด้านหลัง บนอาหาร MEA ที่เติม 40%  
             sucrose, L; conidia (scale bar: D, E และ F 100 µm; G, H, I และ L 5 µm) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.9 แสดงลักษณะของเชื อรา N. tatenoi AWP04-03 ที่คัดแยกได้จากดิน; A และ B: โคโลนี 
           ด้านหน้าและโคโลนีด้านหลัง บนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน; C:  
           ascocarp ที่สร้างบนเส้นใย; D, E และ F: ascocarp; G: ascus; H และ I: ascospore; J  
           และ K: โคโลนี ด้านหน้าและด้านหลัง บนอาหาร MEA ที่เติม 40% sucrose; L: conidia;  
           M: conidiophore  (scale bar: D, E และ F 100 µm; G, H, I L และ M 5 µm) 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 4.10 แสดงลักษณะของเชื อรา N. quadricionta AWP13-03 ที่คัดแยกได้จากดิน; A และ B:  
             โคโลนีด้านหน้าและโคโลนีด้านหลัง บนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5  
             วัน; C: ascocarp ที่สร้างบนเส้นใย; D, E และ F: ascocarp; G: ascus; H และ I:  
             ascospore; J และ K: โคโลนีด้านหน้าและด้านหลัง บนอาหาร MEA ที่เติม 40%  
             sucrose L: conidia; M: conidiophore (scale bar: D, E และ F 100 µm; G, H, I  
             และ L 5 µm) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 4.11 แสดงลักษณะของเชื อรา N. spinosa AWP07-01 ที่คัดแยกได้จากดิน; A และ B: โคโลนี 
             ด้านหน้าและโคโลนีด้านหลัง บนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน;  
             C: ascocarp ที่สร้างบนเส้นใย; D, E และ F: ascocarp; G: ascus; H และ I:  
             ascospore; J และ K: โคโลนีด้านหน้าและด้านหลัง บนอาหาร MEA ที่เติม 40%  
             sucrose L: conidia; M: conidiophore. (scale bar: D, E และ F 100 µm; G, H, I,  
             และ M 5 µm) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 4.12 แสดงลักษณะของเชื อรา N. tatenoi AWP11-02 ที่คัดแยกได้จากดิน; A และ B: โคโลนี 
             ด้านหน้าและโคโลนีด้านหลัง บนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เวลา 5 วัน;  
             C: ascocarp ที่สร้างบนเส้นใย; D, E และ F: ascocarp; G: ascus; H และ I :  
             ascospore ; J และ K: โคโลนีด้านหน้าและด้านหลัง บนอาหาร MEA ที่เติม 40%  
             sucrose L: conidiophore  (scale bar: D, E และ F 100 µm; G, H, I และ L 5 µm) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



46 

จากการคัดแยกเชื อราต่อต้านทั งหมด 22 ไอโซเลต จากตัวอย่างดินในจังหวัดสุพรรณบุรี และ
กาญจนบุรี พบว่าแบ่งได้ออกเป็น 6 สปีชีส์ คือ T. muroii, T. macrosporus, T. trachyspermus,  
N. tatenoi, N. quadricinota และ N. spinosa ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของเลขา และคณะ 
(2553) ที่รายงานถึงการพบเชื อราสกุล Neosartorya ในประเทศไทยจากดินบริเวณน ้าพุร้อน ดินท้า
การเกษตร และดินจากแหล่งต่าง ๆ จาก 13 จังหวัด จ้านวน 7 สปีชีส์ คือ N. delicate, N. fischeri, 
N. glabra, N. multiplicata, N. spinosa, N. quadricinota และ N. takaii แต่ไม่พบ N. tatenoi 
และงานวิจัยของ ธิดา และคณะ (2550) รายงานถึงการคัดแยกเชื อรา Talaromyces ในประเทศไทย 
พบเชื อราสกุลนี ได้ 13 สปีชีส์  คือ T. austrocalifornicus, T. flavus, T. bacillisporus,  
T. helicus, T. macrosporus, T. trachyspermus, T. luteus, T. indigoticus, T. stipitatus,  
T. rotundus, T. wortmannii, T. tratensis และ T. thailandensis ซึ่งสามารถคัดแยกได้ด้วยวิธี 
soil plate, dilution plate, alcohol และ heat treatment ด้วยอาหาร Gochenaur’s glucose 
ammonium nitrate agar (GAN) แต่ไม่พบ T. muroii ท้าให้ทราบได้ว่าเชื อราในสกุลนี สามารถพบ
ได้ทั่วไปในดินที่มีความอุดมสมบูรณ์ และมีแนวโน้มที่จะสามารถทนความร้อนได้สูง  
 
4.2 ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการก่อโรคของเชื อราสาเหตุโรคในกล้วย 

4.2.1 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการก่อโรคของเชื อรา F. oxysporum  
จากการทดสอบประสิทธิภาพในการก่อโรคของเชื อรา F. oxysporum ทั ง 8 ไอโซเลต 

บนใบกล้วยน ้าว้ามะลิอ่อง โดยน้าเชื อราสาเหตุโรควางลงบนรอยแผลที่สร้างขึ นบนใบกล้วยที่มีอายุ 
ขนาด และสีของใบใกล้เคียงกัน พบว่าเชื อราในทุกไอโซเลตมีความสามารถในการก่อโรค แต่เชื อรา 
ไอโซเลต BAFC-01 สามารถก่อโรคได้รุนแรงที่สุดอย่างมีนัยส้าคัญ คือ มีขนาดแผล 40.18 ± 3.34 x 
10.21±1.19 มิลลิเมตร มีพื นที่แผล 410.29 มิลลิเมตร (ตารางที่ 4.8) ลักษณะแผลมีรูปร่างรี สีน ้าตาล 
ตรงกลางชิ นวุ้นมีเส้นใยสีขาวของเชื อราสาเหตุของโรคเจริญขึ น ดังรูปที่ 4.13 ไอโซเลตที่ก่อโรครุนแรง
รองลงมาคือเชื อราไอโซเลต BAFC-04, BACM-06 และ BAFC-08 ตามล้าดับ (ตารางที่ 4.8) จึง
คัดเลือกเชื อรา F. oxysporum BAFC-01 เพ่ือน้าไปใช้ในการทดสอบในขั นตอนต่อไป 

จากการสังเกตพบว่า เมื่อท้าการทดสอบประสิทธิภาพในการก่อโรคของเชื อราสาเหตุของ
โรคตายพราย เมื่อท้าการบ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน ใบกล้วยที่ใช้ในการทดสอบ
เกิดแผลรูปร่างรีสีน ้าตาลซึ่งแสดงถึงอาการของโรคตายพราย ที่เชื อราสาเหตุเข้าท้าลายบริเวณท่อ
ล้าเลียงน ้าและอาหาร แต่บางตัวอย่างใบที่ใช้ในการทดสอบเกิดอาการใบเปลี่ยนเป็นสีเหลือง (รูปที่ 
4.13) คาดว่าเกิดจากขั นตอนการเลือกใบกล้วยที่จะน้ามาทดสอบ เพราะเป็นการเลือกใบกล้วยแบบ
สุ่มที่มีสีของใบใกล้เคียงกัน ในการทดสอบไม่สามารถใช้ใบกล้วยใบเดียวกัน ต้นเดียวกัน อายุของใบ
เท่ากันได้ทั งหมด เพราะในการทดสอบต้องใช้ใบกล้วยขนาด 20 เซนติเมตร จึงไม่สามารถทดสอบ
ประสิทธิภาพในการก่อโรคตายพรายได้ภายในตัวอย่างใบเดียวกัน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 4.13 แสดงประสิทธิภาพของเชื อรา Fusarium oxysporum จ้านวน 8 ไอโซเลต บนใบกล้วย 
                น ้าว้ามะลิอ่อง 
 
ตารางท่ี 4.8 แสดงประสิทธิภาพของเชื อรา F. oxysporum ทั ง 8 ไอโซเลต บนใบกล้วยน ้าว้า 
                   มะลิอ่อง 

ไอโซเลต 
เชื อราสาเหตุโรค 

ขนาดแผล 
ยาว (มม.) กว้าง (มม.) พื นที่ (มม.) 

BAFC-01 40.18±3.34 10.21±1.19 410.29 a 

BAFC-02 7.78±3.50 4.22±0.60 32.83c 

BAFC-03 8.38±0.51 4.45±0.66 37.25c 

BAFC-04 29.90±3.39 10.28±2.29 307.89 b 

BAFC-05 18.40±4.20 8.75±4.03 161.11c 

BAFC-06 31.01±3.27 9.50±2.46 294.64b 

BAFC-07 
BAFC-08 

9.21±0.66 
34.33±4.03 

5.22±0.28 
8.96±2.49 

48.12 c 

307.55 b 
หมายเหตุ: ค่าเฉลี่ยจาก 5 ซ า้, ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยตัวอักษรที่เหมือนกัน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ
ที่ระดับความเชื่อม่ันที่ P = 0.05 โดยเปรียบเทียบค่าทางสถิติแบบ Duncan’s Multiple Range 
Test

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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       4.2.2 ผลการทดสอบประสิทธิภาพการก่อโรคของเชื อรา C. musae 
จากการทดสอบประสิทธิภาพของเชื อรา C. musae ทั ง 10 ไอโซเลต บนผลกล้วยน ้าว้า

มะลิอ่อง พบว่าเชื อราในทุกไอโซเลตสามารถก่อโรคได้ แต่เชื อราไอโซเลต BACM-09 สามารถก่อโรค
ได้รุนแรงที่สุดอย่างมีนัยส้าคัญคือ มีขนาดแผล 22.21 ± 1.77 x 32.66±1.33 มิลลิเมตร มีลักษณะ
แผลเป็นสีด้า รูปร่างรี แผลยุบลงเล็กน้อย ดังรูปที่ 4.14 และไอโซเลตที่ก่อโรครุนแรงรองลงมาคือ  
เชื อราไอโซเลต BACM-10 และ BACM-04 ตามล้าดับ (ตารางที่ 4.9) ท้าการเลือกเชื อรา C. musae 
BACM-09 ซึ่งมีประสิทธิภาพในการก่อโรคมากที่สุด เพ่ือใช้ในการทดสอบขั นตอนต่อไป 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของเชื อ C. musae BACM-09 ในการก่อโรคแอนแทรกโน
สบนผลกล้วย พบว่าผลกล้วยบางตัวอย่างเกิดแผลสีด้าในบริเวณท่ีไม่ได้วางชิ นวุ้นที่มีเชื อราสาเหตุ ซึ่งมี
ลักษณะแผลคล้ายคลึงกับอาการของโรคแอนแทรกโนส มีรายงานวิจัยของ Perfect และคณะ (1999) 
รายงานถึงการทดสอบเชื อรา Colletotrichum 189 ไอโซเลต ที่คัดแยกได้จากพืชชนิดต่าง ๆ ว่ามี
ความสามารถในการเป็น endophytic fungi ที่สามารถอาศัยอยู่ในเนื อเยื่อของพืชได้โดยไม่ก่อโรค 
จนกว่าจะได้รับสภาวะที่เหมาะสม สปอร์หรือเส้นใยจึงจะงอกและเจริญเติบโตได้ สอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Photita และคณะ 2005) ที่ท้าการเก็บตัวอย่างใบกล้วยจากบริเวณดอยสุเทพ จังหวัด
เชียงใหม่ เพ่ือคัดแยกเชื อรา endophyte เมื่อท้าการคัดแยกสามารถพบเชื อรา Colletotrichum 2 
ชนิด คือ C. gloiosporioides และ C. musae 

 

 
 

รูปที่ 4.14 แสดงประสิทธิภาพการก่อโรคของเชื อรา C. musae จ้านวน 10 ไอโซเลต บนผลกล้วย 
                น ้าว้ามะลิอ่อง 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.9 แสดงประสิทธิภาพของเชื อรา C. musae จ้านวน 10 ไอโซเลตบนผลกล้วยน ้าว้า 
                   มะลิอ่อง 

ไอโซเลต 
เชื อราสาเหตุโรค 

ขนาดแผล 
กว้าง (มม.) ยาว (มม.) พื นที่ (มม.) 

BACM-01 20.14±0.55 28.77±0.82 579.52bc 

BACM-02 19.40±0.85 27.53±2.19 533.93bc 

BACM-03 18.02±1.80 29.15±1.56 525.32bc 

BACM-04 20.36±2.50 29.80±1.44 606.76b 

BACM-05 20.39±1.66 26.61±3.03 542.58bc 
BACM-06 19.22±2.56 26.35±3.70 506.5bc 

BACM-07 
BACM-08 
BACM-09 
BACM-10 

19.80±1.96 
20.14±2.90 
22.21±1.77 
21.33±0.72 

25.85±5.86 
26.93±2.55 
32.66±1.33 
29.76±2.70 

511.68bc  
542.46bc 
725.30a 

634.60b 

หมายเหตุ: ค่าเฉลี่ยจาก 3 ซ า้, ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยตัวอักษรที่เหมือนกัน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ
ที่ระดับความเชื่อม่ันที่ P = 0.05 โดยเปรียบเทียบค่าทางสถิติแบบ Duncan’s Multiple Range 
Test 
 
4.3 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเชื อราต่อต้านในการควบคุมเชื อราสาเหตุโรคด้วย 

วิธีเลี ยงเชื อร่วมในสภาพห้องปฏิบัติการ 
4.3.1 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเชื อต่อต้านต่อการควบคุมเชื อรา F. oxysporum  

BAFC-01 
ในการทดสอบประสิทธิภาพของเชื อต่อต้านในการควบคุมเชื อรา F. oxysporum BAFC-

01 สาเหตุของโรคตายพรายในสภาพห้องปฏิบัติการ โดยวิธีทดสอบอาหารเลี ยงเชื อร่วมบนอาหาร
เลี ยงเชื อ PDA ระหว่างเชื อราต่อต้าน Neosartorya และ Talaromyces จ้านวน 22 ไอโซเลต  
ที่คัดแยกได้ และได้รับความอนุเคราะห์เชื อราต่อต้าน 4 ไอโซเลต คือ N. aureola CHA01-A01,  
N. spinosa CHA09-A01, N. fenneliae CHA03-A11 และ T. muroii CHA03-A03 รวมทั งหมด 
26 ไอโซเลต เพาะเลี ยงร่วมกับเชื อรา F. oxysporum  BAFC-01 เป็นเวลา 25 วัน ที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส พบว่าเชื อรา T. trachyspermus AWP08-01 สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ของ  
F. oxysporum BAFC-01 ได้ดีที่สุด โดยมีจ้านวนสปอร์ของเชื อราสาเหตุของโรค F. oxysporum 
BAFC-01 เท่ากับ 1.15 x 107 สปอร์ต่อมิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับจ้านวนสปอร์ของเชื อ  
F. oxysporum BAFC-01 ในจานอาหารควบคุมพบว่าสามารถยับยั งการสร้างสปอร์ของเชื อ  
F. oxysporum BAFC-01 ได้มากที่สุดอย่างมีนัยส้าคัญ เท่ากับ 62.25 เปอร์เซ็นต์ และเชื อต่อต้าน  
T. muroii AWP04-02 และ T. macrosporus AWP11-01 สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ของเชื อ  
F. oxysporum BAFC-01 รองลงมา โดยมีจ้านวนสปอร์ของเชื อ F. oxysporum BAFC-01 เท่ากับ  
1.29 x 107 และ 1.34 x 107 สปอร์ต่อมิลลิลิตร คิดเป็น 57.49 และ 55.93 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ซึ่งประสิทธิภาพในการควบคุม F. oxysporum BAFC-01 ของเชื อราต่อต้านทั ง 26 ไอโซเลต แสดง
ดังตารางที่ 4.10 
 
ตารางท่ี 4.10 แสดงจ้านวนสปอร์ของเชื อ F. oxysporum และเปอร์เซ็นต์การยับยั งการสร้างสปอร์ 

บนอาหารเลี ยงเชื อร่วม 

 หมายเหตุ: ค่าเฉลี่ยจาก 4 ซ า้, ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยตัวอักษรที่เหมือนกัน ไม่มีความแตกต่างกันทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่นที่ P = 0.05 โดยเปรียบเทียบค่าทางสถิติแบบ Duncan’s Multiple Range 
Test 
 
       4.3.2 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเชื อต่อต้านต่อการควบคุมเชื อรา C. musae BACM-09 

    ในการทดสอบประสิทธิภาพของเชื อikต่อต้านที่มีต่อการควบคุมเชื อ C. musae  
BACM-09 สาเหตุของโรคแอนแทรกโนสในสภาพห้องปฏิบัติการ ทดสอบโดยวิธีเลี ยงเชื อร่วมบน
อาหาร PDA ระหว่างเชื อราต่อต้าน Neosartorya และ Talaromyces ทั งหมด 26 ไอโซเลต 
เพาะเลี ยงร่วมกับเชื อรา C. musae BACM-09 เป็นเวลา 25 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (รูปที่ 
4.16) เชื อรา CHA03-A11 สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ของเชื อราก่อโรคได้ดีที่สุด โดยมีจ้านวน
สปอร์ของเชื อ C. musae BACM-09 1.23 x 107 สปอร์อร์ต่อมิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับจ้านวน
สปอร์ของเชื อในจานอาหารควบคุมพบว่าสามารถยับยั งการสร้างสปอร์ของเชื อ C. musae BACM-09 
ได้มากที่สุดอย่างมีนัยส้าคัญ เท่ากับ 55.64 เปอร์เซ็นต์ และเชื อต่อต้าน AWP05-01 สามารถยับยั ง
การสร้างสปอร์ของเชื อ C. musae BACM-09 ได้เป็นอันดับที่สอง โดยมีจ้านวนสปอร์ของเชื อ  

ไอโซเลต 
เชื อต่อต้าน 

F. oxysporum   
ไอโซเลต 

เชื อต่อต้าน 

F. oxysporum  

จ้านวนสปอร์ 
(สปอร์/มล.) 

การยับยั งการ
สร้างสปอร์ 

(%) 

 จ้านวนสปอร์ 
(สปอร์/
มล.) 

การยับยั ง
การสร้าง

สปอร์ (%) 
Control 3.05 x 107 0.00j  Control 3.05 x 107 0.00j 

CHA01-A01 2.06 x 107 21.70g  AWP07-01 1.90 x 107 37.46d 
CHA03-A03 2.16 x 107 25.56f  AWP08-01 1.15 x 107 62.25a 
CHA03-A11 1.92 x 107 37.62d  AWP11-01 1.34 x 107 55.93b 
CHA09-A01 2.23 x 107 32.29e  AWP11-02 2.10 x 107 31.06e 
AWP01-01 1.69 x 107 28.92f  AWP12-01 2.35 x 107 23.34fg 
AWP01-02 1.97 x 107 36.88d  AWP13-01 2.18 x 107 28.51f 
AWP01-03 1.89 x 107 26.63f  AWP13-02 2.86 x 107 6.11i 
AWP04-01 1.55 x 107 44.52c  AWP13-03 2.36 x 107 22.44g 

AWP04-02 1.29 x 107 57.49b  AWP14-01 1.60 x 107 47.39c 
AWP04-03 1.58 x 107 48.13c  AWP14-02 2.86 x 107 6.19i 
AWP04-04 2.21 x 107 27.28f  AWP14-03 2.25 x 107 26.13f 
AWP05-01 2.32 x 107 23.67fg  AWP14-04 2.54 x 107 16.45h 
AWP05-02 1.87 x 107 38.61d  AWP14-05 1.92 x 107 36.97d 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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C. musae BACM-09 1.44 x 107 และ 1.43 x 107  สปอร์ต่อมิลลิลิตร คิดเป็น 48.46 และ 48.10 
เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ และเชื อต่อต้าน AWP08-01 และ AWP11-01 สามารถยับยั งการสร้างสปอร์
ของเชื อ C. musae BACM-09 ได้เป็นอันดับที่สาม โดยมีจ้านวนสปอร์ของเชื อ C. musae 1.61 x 
107 และ 1.63 x 107 สปอร์ต่อมิลลิลิตร คิดเป็น 41.99 และ 41.54 เปอร์เซ็นต์ตามล้าดับ แสดงดัง
ตารางที่ 4.11 

ตารางที่ 4.11 แสดงจ้านวนสปอร์ของเชื อ C. musae และเปอร์เซ็นต์การยับยั งการสร้างสปอร์บน 
                  จานอาหารเพาะเลี ยงเชื อร่วม  

หมายเหตุ: ค่าเฉลี่ยจาก 4 ซ า้, ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยตัวอักษรที่เหมือนกัน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ
ที่ระดับความเชื่อม่ันที่ P = 0.05 โดยเปรียบเทียบค่าทางสถิติแบบ Duncan’s Multiple Range 
Test 

 
จากผลการทดสอบประสิทธิภาพของเชื อราต่อต้านต่อการควบคุมเชื อ F. oxysporum 

BAFC-01 และ C. musae BACM-09 จะเห็นได้ว่าเชื อราต่อต้านที่สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ของ
เชื อ F. oxysporum BAFC-01 ได้ดีที่สุดล้าดับแรกตามข้อมูลทางสถิติ คือ AWP08-01 ล้าดับที่สอง
คือ AWP04-02 และ AWP11-01 และล้าดับที่สามคือ AWP04-01, AWP04-03 และ AWP14-01 
และเชื อราต่อต้านที่สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ของเชื อ C. musae BACM-09 ล้าดับแรกตามข้อมูล
ทางสถิติ คือ CHA03-A11 ล้าดับที่สอง คือ AWP05-01 และล้าดับที่สาม คือ AWP08-01 และ 
AWP11-01 และท้าการคัดเลือกเชื อราต่อต้านที่มีประสิทธิภาพในการยับยั งการสร้างสปอร์ของเชื อรา
สาเหตุของโรค 3 ไอโซเลตเพ่ือน้ามาสกัดสาร คือ เชื อราต่อต้าน AWP08-01, AWP11-01 และ 

ไอโซเลต 
เชื อต่อต้าน 

C. musae  
ไอโซเลต 

เชื อต่อต้าน 

C. musae 

จ้านวนสปอร์ 
 (สปอร์/มล.) 

การยับยั งการ
สร้างสปอร์ 

(%) 

 
 จ้านวนสปอร์ 
(สปอร์/มล.) 

การยับยั ง
การสร้าง

สปอร์ (%) 
Control 2.78 x 107 0.00j  Control 2.78 x 107 0.00j 

CHA01-A01 1.87 x 107 32.83e  AWP07-01 1.79 x 107 35.79d 
CHA03-A03 2.32 x 107 16.67h  AWP08-01 1.61 x 107 41.99c 
CHA03-A11 1.23 x 107 55.64a  AWP11-01 1.63 x 107 41.54c 
CHA09-A01 1.81 x 107 34.99de  AWP11-02 2.11 x 107 24.21f 
AWP01-01 2.13 x 107 23.49f  AWP12-01 2.03 x 107 27.17f 

AWP01-02 1.97 x 107 29.06e  AWP13-01 2.05 x 107 26.19f 
AWP01-03 1.61 x 107 42.26c  AWP13-02 2.23 x 107 19.81g 
AWP04-01 1.76 x 107 36.69d  AWP13-03 2.38 x 107 14.60h 
AWP04-02 1.82 x 107 34.45de  AWP14-01 2.43 x 107 12.81h 
AWP04-03 2.08 x 107 25.20f  AWP14-02 2.62 x 107 5.80i 
AWP04-04 1.79 x 107 35.61d  AWP14-03 2.60 x 107 6.52i 
AWP05-01 1.44 x 107 48.10b  AWP14-04 2.58 x 107 7.42i 
AWP05-02 1.75 x 107 37.23d  AWP14-05 2.22 x 107 20.08g 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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CHA03-A11 จากประสิทธิภาพของเชื อราต่อต้าน AWP08-01 ที่สามารถยับยั งเชื อ F. oxysporum 
ได้ดีที่สุด แต่สามารถยับยั งเชื อ C. musae BACM-09 เป็นล้าดับที่สาม เชื อราต่อต้าน AWP11-01 
สามารถยับยั งเชื อ F. oxysporum BAFC-01 และ C. musae BACM-09 ได้ในล้าดับที่ 2 และ 3 
ตามล้าดับ และเชื อต่อต้าน CHA03-A11 สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ของเชื อ C. musae  
BACM-09 ได้ดีที่สุด จากผลการทดสอบจึงคัดเลือกเชื อราต่อต้าน 3 ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพในการ
ควบคุมเชื อราสาเหตุโรคในกล้วยได้ทั ง 2 ชนิดที่ คือ Talaromyces trachyspermus AWP08-01, 
Talaromyces macrosporus AWP11-01 และ Neosartorya fenneliae CHA03-A11  
ดังแสดงในรูปที่ 4.15 และ 4.16 เพ่ือใช้ในการทดสอบขั นตอนต่อไป 
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของเชื อต่อต้านในการควบคุมเชื อราสาเหตุของโรคในกล้วยทั ง 
2 ชนิดพบว่า เชื อรา T. trachyspermus AWP08-01, T. macrosporus AWP11-01 สามารถ
ควบคุมเชื อราสาเหตุของโรคในกล้วย F. oxysporum BAFC-01 และ C. musae BACM-09 ได้ดี 
เช่นเดียวกับงานวิจัยของธิดา และคณะ (2550) ที่ท้าการทดสอบประสิทธิภาพของเชื อราในสกุล 
Talaromyces คือ T. flavus ในการควบคุมเชื อราสาเหตุของโรคพืชด้วยวิธีเพาะเลี ยงเชื อร่วมบน
อาหาร PDA พบว่า T. flavus สามารถควบคุมการเจริญเติบโตของเชื อรา Phytophthora 
parasitica, F. oxysporum, C. capsica และ C. gloiosporioides ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
นอกจากนี ยังมีรายงานวิจัยของ Eamvijan และคณะ (2009) ที่รายงานถึงประสิทธิภาพของเชื อรา  
N. fischeri, N. graba, N. spinosa, N. hiratsukae, N. takakii และ N. tatenoi พบว่าสามารถ
ควบคุมเชื อรา F. oxysporum, C. capsica และ C. gloiosporioides ได้เพียงแค่ 30-40 เปอร์เซ็นต์ 
เมื่อเปรียบเทียบกับประสิทธิภาพของ N. fenneliae CHA03-A11 พบว่าสามารถควบคุม  
F. oxysporum และ C. musae ได้มากถึง 37.62 และ 55.64 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ  
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 4.15 แสดงผลการเลี ยงเชื อร่วมระหว่างเชื อราต่อต้าน AWP08-01, AWP11-01 และ CHA03- 

A11 ต่อการควบคุมเชื อราสาเหตุโรค F. oxysporum BAFC-01 
 

 
 
รูปที่ 4.16 แสดงผลการเลี ยงเชื อร่วมระหว่างเชื อราต่อต้าน AWP08-01, AWP11-01 และ CHA03- 

A11 ต่อการควบคุมเชื อราสาเหตุโรค C. musae BACM-09 
 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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4.4 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากเชื อราสกุล Neosartorya  
      และ Talaromyces ในการควบคุมเชื อราสาเหตุโรคในกล้วย 

จากการทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมเชื อราสาเหตุของโรคในกล้วยน ้าว้ามะลิอ่องด้วย
วิธีการเพาะเลี ยงเชื อร่วมระหว่างเชื อราต่อต้านทั งหมด 26 ไอโซเลต และเชื อราสาเหตุของโรค  
F. oxysporum BAFC-01 และ C. musae BACM-09 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 
วัน โดยสามารถคัดเลือกเชื อราต่อต้านที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดในการควบคุมเชื อราสาเหตุของโรคทั ง  
2 ชนิด ได้แก่ Talaromyces trachyspermus AWP08-01, Talaromyces macrosporus 
AWP11-01 และNeosartorya fenneliae CHA03-A11 มาสกัดสารด้วยตัวท้าละลาย hexane, 
ethyl acetate และ methanol พบว่าเมื่อเพาะเลี ยงเชื อราต่อต้านบนอาหาร PDB เชื อราต่อต้าน  
T. trachyspermus AWP08-01 ได้ปริมาณเส้นใยของเชื อรา 20.42 กรัม สามารถน้ามาสกัดสารได้
สารสกัดหยาบในชั น hexane ได้น ้าหนัก 1.01 กรัม สารสกัดหยาบชั น ethyl acetate 0.74 กรัม 
และสารสกัดหยาบชั น methanol 1.22 กรัม เมื่อเพาะเลี ยงเชื อราต่อต้าน T. macrosporus 
AWP11-01 ได้ปริมาณเส้นใยของเชื อรา 19.08 กรัม สามารถน้ามาสกัดสารได้สารสกัดหยาบในชั น 
hexane ได้น ้าหนัก 0.97 กรัม สารสกัดหยาบชั น ethyl acetate 0.62 กรัม และสารสกัดหยาบชั น 
methanol 1.07 กรัม เมื่อเพาะเลี ยงเชื อราต่อต้าน N. fenneliae CHA03-A11 ได้ปริมาณเส้นใย
ของเชื อรา 27.82 กรัม สามารถน้ามาสกัดสารได้สารสกัดหยาบในชั น hexane ได้น ้าหนัก 1.48 กรัม 
สารสกัดหยาบชั น ethyl acetate 1.06 กรัม และสารสกัดหยาบชั น methanol 1.92 กรัม และน้า
สารสกัดในตัวท้าละลายในชั นต่าง ๆ มาทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมเชื อราสาเหตุของโรค  
F. oxysporum BAFC-01 และ C. musae BACM-09 โดยผสมสารสกัดหยาบลงในอาหาร PDA ที่
ความเข้มข้น 10, 50, 100, 500 และ 1000 ppm และเพาะเลี ยงเชื อราสาเหตุของโรคทั ง 2 ชนิดบน
อาหาร PDA ที่ผสมสารสกัดในชั นต่าง ๆ เพาะเลี ยงที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน  
ท้าการวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี และนับจ้านวนสปอร์ของเชื อราสาเหตุของโรคทั ง 2 
ชนิด เปรียบเทียบกับจานควบคุมทีใ่ช้อาหารเลี ยงเชื อ PDA ทีไ่มผ่สมสารสกัด  

จากการทดสอบโดยน้าเชื อราต่อต้าน N. fenneliae CHA03-A11 มาสกัดสารด้วยตัวท้าละลาย 
hexane, ethyl acetate และ methanol และผสมสารสกัดหยาบในอาหาร PDA ที่ความเข้มข้น 
10, 50, 100, 500 และ 1000 ppm พบว่า เมื่อเพาะเลี ยงเชื อ F. oxysporum BAFC-01 และ  
C. musae BACM-09 ลงบนอาหาร PDA ที่ผสมสารสกัดหยาบที่ความเข้มข้นต่าง ๆ ซึ่งผลของสาร
สกัดหยาบชั นของตัวท้าละลายที่ระดับความเข้มข้นต่างกันต่อเชื อ F. oxysporum BAFC-01 พบว่า
สารสกัดที่ความเข้มข้นต่าง ๆ มีผลต่อการเจริญของเชื อราสาเหตุโรค F. oxysporum BAFC-01 โดย
สังเกตได้จากขนาดของโคโลนีของเชื อทั ง 4 ซ ้าที่เพาะเลี ยงบนอาหาร PDA โดยสารสกัดที่ส่งผลต่อการ
เจริญของเชื อราสาเหตุของโรคจะท้าให้โคโลนีของเชื อราสาเหตุมีขนาดเล็กกว่าจานควบคุม ส้าหรับ
เชื อรา F. oxysporum BAFC-01 พบว่าสารสกัดหยาบในชั น methanol สามารถควบคุมการเจริญ
ของเส้นใยเชื อรา F. oxysporum BAFC-01 ได้ดีที่สุดที่ระดับความเข้มข้น 1000 ppm เท่ากับ 19.73 
เปอร์เซ็นต์ แต่เมื่อท้าการนับจ้านวนสปอร์ของเชื อรา F. oxysporum BAFC-01 สารสกัดชั น ethyl 
acetate มีเปอร์เซ็นต์ในการยับยั งการสร้างสปอร์ของเชื อ F. oxysporum BAFC-01 มากที่สุด  
ที่ระดับความเข้มข้น 1000 ppm เท่ากับ 40.14 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 4.12) ส้าหรับเชื อรา  
C. musae BACM-09 พบว่าสารสกัดหยาบในชั น methanol สามารถควบคุมการเจริญของเส้นใย
เชื อรา C. musae BACM-09 ได้ดีที่สุดที่ระดับความเข้มข้น 1000 ppm เท่ากับ 20.24 เปอร์เซ็นต์ 
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และสามารถยยับยั งการสร้างสปอร์ของเชื อรา C. musae BACM-09 ได้ 40.70 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 
4.13) เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบที่ได้จากเชื อราต่อต้าน N. fenneliae 
CHA03-A11 ในชั นของตัวท้าละลายต่าง ๆ พบว่าสารสกัดหยาบในทุกชั นของตัวท้าละลายที่ระดับ
ความเข้มข้น 1000 ppm ไม่สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ของเชื อราสาเหตุโรคทั ง 2 ชนิดได้เกิน 50 
เปอร์เซ็นต ์ 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากเชื อรา T. trachyspermus AWP08-01 
ส้าหรับเชื อรา F. oxysporum BAFC-01 พบว่าสารสกัดหยาบในทุกชั นของตัวท้าละลาย ไม่สามารถ
ควบคุมการเจริญของเส้นใยเชื อรา F. oxysporum BAFC-01 ได้ แต่เมื่อท้าการนับจ้านวนสปอร์ของ
เชื อรา F. oxysporum BAFC-01 สารสกัดชั น ethyl acetate มีเปอร์เซ็นต์ในการยับยั งการสร้าง
สปอร์ของเชื อ F. oxysporum BAFC-01 มากที่สุด ที่ระดับความเข้มข้น 1000 ppm เท่ากับ 22.11 
เปอร์เซ็นต์(ตารางที่ 4.14) ส้าหรับเชื อรา C. musae BACM-09 พบว่าสารสกัดหยาบในชั น ethyl 
acetate สามารถควบคุมการเจริญของเส้นใยเชื อรา C. musae BACM-09 ได้ดีที่สุดที่ระดับความ
เข้มข้น 1000 ppm เท่ากับ 41.27 เปอร์เซ็นต์ และสามารถยับยั งการสร้างสปอร์ของเชื อรา  
C. musae BACM-09 ได้ 51.58 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 4.15) 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากเชื อรา T. macrosporus AWP11-01 ต่อ
การควบคุมเชื อราสาเหตุของโรคในกล้วย ส้าหรับเชื อรา F. oxysporum BAFC-01 พบว่าสารสกัด
หยาบในชั น methanol สามารถควบคุมการเจริญของเส้นใยเชื อรา F. oxysporum BAFC-01 ได้ดี
ที่สุดที่ระดับความเข้มข้น 1000 ppm เท่ากับ 19.73 เปอร์เซ็นต์ แต่เมื่อท้าการนับจ้านวนสปอร์ของ
เชื อรา F. oxysporum BAFC-01 สารสกัดชั น ethyl acetate มีเปอร์เซ็นต์ในการยับยั งการสร้าง
สปอร์ของเชื อ F. oxysporum BAFC-01 มากที่สุด ที่ระดับความเข้มข้น 1000 ppm เท่ากับ 40.44 
เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 4.16) ส้าหรับเชื อรา C. musae BACM-09 พบว่าสารสกัดหยาบในชั น ethyl 
acetate สามารถควบคุมการเจริญของเส้นใยเชื อรา C. musae BACM-09 ได้ดีที่สุดที่ระดับความ
เข้มข้น 1000 ppm เท่ากับ 6.85 เปอร์เซ็นต์ และสามารถยยับยั งการสร้างสปอร์ของเชื อรา  
C. musae BACM-09 ได้ 12.01 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 4.17) เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสาร
สกัดหยาบที่ได้จากเชื อราต่อต้าน T. macrosporus AWP11-01 ในชั นของตัวท้าละลายต่าง ๆ พบว่า
สารสกัดหยาบในทุกชั นของตัวท้าละลายที่ระดับความเข้มข้น 1000 ppm ไม่สามารถยับยั งการสร้าง
ปอร์ของเชื อราสาเหตุโรคทั ง 2 ชนิดได้เกิน 50 เปอร์เซ็นต ์ 

จากการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบในชั นของตัวท้าละลายจากเชื อราต่อต้าน
จ้านวน 3 ไอโซเลต คือ T. trachyspermus AWP08-01, T. macrosporus AWP11-01 และ  
N. fenneliae CHA03-A11 ในการควบคุมเชื อรา F. oxysporum BAFC-01 และ C. musae 
BACM-09 พบว่าในการยับยั งการสร้างสปอร์ของ F. oxysporum BAFC-01 สารสกัดหยาบในชั น 
ethyl acetate จากเชื อราต่อต้าน T. macrosporus AWP11-01 สามารถยับยั งได้ดีที่สุดที่ 40.44% 
(รูปที่ 4.17) รองลงมาคือสารสกัดหยาบชั น ethyl acetate จากเชื อราต่อต้าน N. fenneliae 
CHA03-A11 ที่ 40.14% และในการยับยั งการสร้างสปอร์ของเชื อรา C. musae BACM-09 พบว่า
สารสกัดหยาบชั น ethyl acetate จากเชื อรา T. trachyspermus AWP08-01 สามารถยับยั งได้ดี
ที่สุดที่ 51.58% ED50 เท่ากับ 969.37 ppm (รูปที่ 4.18)รองลงมาคือสารสกัดหยาบในชั น 
methanol จากเชื อ N. fenneliae CHA03-A11 ที่ 40.70% ซึ่งคาดว่าสารสกัดในชั น ethyl 
acetate จากเชื อราต่อต้านทั ง 3 ไอโซเลต น่าจะมีฤทธิ์ในการยับยั งการสร้างสปอร์ของ  
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F. oxysporum BAFC-01 และ C. musae BACM-09 และให้ผลไปในทิศทางเดียวกันกับงานวิจัย
ของ เมอมร (2558) ที่ท้าการศึกษาประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากเชื อรา T. trachyspermus 
EU09 และ T. muroii EU06 ในการควบคุมเชื อรา C. coffeanum เชื อราสาเหตุของโรคแอนแทรก
โนสในกาแฟ พบว่าสารสกัดหยาบในชั น ethyl acetate จาก T. trachyspermus EU09 และ  
T. muroii EU06 สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ของเชื อ C. coffeanum ได้ดีที่ ED50 เท่ากับ 0.65 
และ 2.20 ppm ตามล้าดับ และยังมีรายงานวิจัยของ Boonsang และคณะ (2014) ซึ่งท้าการ
ทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบในชั น ethyl acetate จากเชื อราที่คัดแยกได้จากดินต่อการ
ควบคุมเชื อราสาเหตุของโรคพืชต่าง ๆ พบว่าสารสกัดหยาบชั น ethyl acetate จากเชื อรา  
N. pseudoficheri (KUFA-0060) มีฤทธิ์ในการควบคุมเชื อรา C. capsici ที่ระดับความเข้มข้น 100 
ppm และใกล้เคียงกับงานวิจัยของ Dethoup และคณะ 2007 ที่ท้าการทดสอบประสิทธิภาพของ
สารสกัดหยาบในชั น ethyl acetate จากเชื อรา N. pseudofischeri (KUFA 0108) สามารถควบคุม
การเจริญเติบโตของเชื อรา C. gloiosprioides และ C. capsici ได้ 50 เปอร์เซ็นต์ ที่ระดับความ
เข้มข้นของสารสกัดหยาบ 1666.87 และ 1887.38 ppm ตามล้าดับ และยังสามารถควบคุมการ
เจริญเติบโตของเชื อรา F. oxysporum ได้ 50 เปอร์เซ็นต์ ที่ระดับความเข้มข้น 9281.37 ppm 
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ตารางท่ี 4.12 แสดงประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากเชื อ N. fenneliae CHA03-A11 ต่อการ 
ควบคุมเชื อรา F. oxysporum BAFC-01 

สารสกัด
หยาบ 

ความ
เข้มข้น 
(ppm) 

เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง

โคโลนี (มม.) 

Growth 
inhibition 

(%) 

จ้านวน
สปอร์  

( x 107 
สปอร์/มล.) 

Spore 
inhibition 

(%) 

ED50 
(ppm) 

Hexane 

0 50.00 ± 0.00  0 1.07 ± 0.35 0.00 

- 

10 50.00 ± 0.00 0 1.06 ± 0.11 0.48 
50 50.00 ± 0.00 0 1.05 ± 0.10 1.48 
100 50.00 ± 0.00 0 1.05 ± 0.17 1.59 
500 50.00 ± 0.00 0 0.98 ± 0.09 8.10 
1000 48.78 ± 0.48 2.435 0.85 ± 0.09 20.57 

Ethyl 
acetate 

0 50.00 ± 0.00 0.00 1.07 ± 0.35 0.00 

- 

10 50.00 ± 0.00 0.00 0.96 ± 0.13 10.32 
50 50.00 ± 0.00 0.00 0.89 ± 0.08 16.71 
100 47.73 ± 0.29 4.54 0.80 ± 0.09 25.26 
500 45.32 ± 0.38 9.36 0.71 ± 0.04 33.63 
1000 42.64 ± 0.33 14.73 0.64 ± 0.09 40.14 

Methanol 

0 50.00 ± 0.00 0.00 1.07 ± 0.35 0.00 

- 

10 50.00 ± 0.00 0.00 1.07 ± 0.18 0.13 
50 50.00 ± 0.00 0.00 1.05 ± 0.12 1.30 
100 45.40 ± 0.23 9.19 0.93 ± 0.06 13.02 
500 43.26 ± 0.16 13.49 0.90 ± 0.06 15.36 
1000 40.14 ± 0.18 19.73 0.78 ± 0.04 26.49 

หมายเหตุ: ค่าเฉลี่ยจาก 4 ซ า้, ED50 คือระดับความเข้มข้นที่สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ได้ 50 
เปอร์เซ็นต์ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.13 แสดงประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากเชื อ N. fenneliae CHA03-A11 ต่อการ 
                   ควบคุมเชื อรา C. musae BACM-09 

สารสกัด
หยาบ 

ความ
เข้มข้น 
(ppm) 

เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง

โคโลนี (มม.) 

Growth 
inhibition 

(%) 

จ้านวนสปอร์  
( x 107 

สปอร์/มล.) 

Spore 
inhibition 

(%) 

ED50 
(ppm) 

Hexane 

0 50.00 ± 0.00 0.00 1.31 ± 0.09 0.00 

- 

10 50.00 ± 0.00 0.00 1.28 ± 0.02 2.34 
50 50.00 ± 0.00 0.00 1.27 ± 0.03 2.69 
100 50.00 ± 0.00 0.00 1.27 ± 0.08 3.24 
500 50.00 ± 0.00 0.00 1.26 ± 0.03 4.04 
1000 50.00 ± 0.00 0.00 1.25 ± 0.02 4.54 

Ethyl 
acetate 

0 50.00 ± 0.00 0.00 1.31 ± 0.09 0.00 

- 

10 50.00 ± 0.00 0.00 1.26 ± 0.02 4.13 
50 50.00 ± 0.00 0.00 1.24 ± 0.09 5.04 
100 48.06 ± 0.13 3.88 1.12 ± 0.07 14.90 
500 45.45 ± 0.45 9.10 1.05 ± 0.02 19.67 
1000 44.58 ±0.24 10.85 0.98 ± 0.06 25.25 

Methanol 

0 50.00 ± 0.00 0.00 1.31 ± 0.09 0.00 

- 

10 50.00 ± 0.00 0.00 0.95 ± 0.05 27.34 
50 50.00 ± 0.00 0.00 0.93 ± 0.06 36.07 
100 46.38 ± 0.25 7.24 0.84 ± 0.07 29.15 
500 42.48 ± 0.64 15.04 0.81 ± 0.07 38.02 
1000 39.88 ±0.36 20.24 0.78 ± 0.06 40.70 

หมายเหตุ: ค่าเฉลี่ยจาก 4 ซ า้, ED50 คือระดับความเข้มข้นที่สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ได้ 50 
เปอร์เซ็นต์ 

 
 
 

 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 4.14 แสดงประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากเชื อ T. trachyspermus AWP08-01 ต่อ  
การควบคุมเชื อรา F. oxysporum BAFC-01 

สารสกัด
หยาบ 

ความ
เข้มข้น 
(ppm) 

เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง

โคโลนี (มม.) 

Growth 
inhibition 

(%) 

จ้านวน
สปอร์  

( x 107 
สปอร์/มล.) 

Spore 
inhibition 

(%) 

ED50 
(ppm) 

Hexane 

0 50.00 ± 0.00 0.00 10.07± 0.04 0.00 

- 

10 50.00 ± 0.00 0.00 10.06 ±0.04 0.14 
50 50.00 ± 0.00 0.00 9.96 ± 0.05 1.07 
100 50.00 ± 0.00 0.00 9.84 ±0.09 2.25 
500 50.00 ± 0.00 0.00 9.81 ± 0.09 2.62 
1000 50.00 ± 0.00 0.00 9.60 ± 0.06 4.67 

Ethyl 
acetate 

0 50.00 ± 0.00 0.00 10.07± 0.04 0.00 

- 

10 50.00 ± 0.00 0.00 10.03 ±0.08 0.38 
50 50.00 ± 0.00 0.00 9.91 ±0.02 1.63 
100 50.00 ± 0.00 0.00 9.28 ± 0.06 7.83 
500 50.00 ± 0.00 0.00 9.03 ± 0.06 10.32 
1000 50.00 ± 0.00 0.00 7.84 ± 0.04 22.11 

Methanol 

0 50.00 ± 0.00 0.00 10.07 ±0.04 0.00 

- 

10 50.00 ± 0.00 0.00 9.57 ± 0.03 4.98 
50 50.00 ± 0.00 0.00 9.58 ± 0.07 4.85 
100 50.00 ± 0.00 0.00 9.35 ±0.09 7.15 
500 50.00 ± 0.00 0.00 9.34 ± 0.04 7.27 
1000 50.00 ± 0.00 0.00 8.89 ± 0.09 11.74 

หมายเหตุ: ค่าเฉลี่ยจาก 4 ซ า้, ED50 คือระดับความเข้มข้นที่สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ได้ 50 
เปอร์เซ็นต์ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 4.15 แสดงประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากเชื อ T. trachyspermus AWP08-01 ต่อ 
การควบคุมเชื อรา C. musae BACM-09 

สารสกัด
หยาบ 

ความ
เข้มข้น 
(ppm) 

เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง

โคโลนี (มม.) 

Growth 
inhibition 

(%) 

จ้านวน
สปอร์  

( x 107 
สปอร์/มล.) 

Spore 
inhibition 

(%) 

ED50 
(ppm) 

Hexane 

0 50.00 ± 0.00 0.00 12.62 0.00 

- 

10 50.00 ± 0.00 0.00 12.61 0.11 
50 50.00 ± 0.00 0.00 12.56 0.48 
100 50.00 ± 0.00 0.00 12.49 1.05 
500 50.00 ± 0.00 0.00 12.45 1.33 
1000 50.00 ± 0.00 0.00 12.38 1.90 

Ethyl 
acetate 

0 50.00 ± 0.00 0.00 12.62 0.00 

969.37 

10 50.00 ± 0.00 0.00 12.34 2.24 
50 50.00 ± 0.00 0.00 12.38 1.92 
100 49.01 ± 1.15 1.99 11.84 6.18 
500 48.13 ± 0.22 3.74 10.52 16.61 
1000 29.37 ± 0.22 41.27 6.11 51.58 

Methanol 

0 50.00 ± 0.00 0.00 12.62 0.00 

- 

10 50.00 ± 0.00 0.00 12.48 1.15 
50 50.00 ± 0.00 0.00 12.53 0.73 
100 46.38 ± 0.25 7.24 12.14 3.79 
500 42.48 ± 0.64 15.04 11.90 5.72 
1000 39.88 ± 0.36 20.24 11.82 6.37 

หมายเหตุ: ค่าเฉลี่ยจาก 4 ซ า้, ED50 คือระดับความเข้มข้นที่สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ได้ 50 
เปอร์เซ็นต์ 

 
 
 

 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 4.16 แสดงประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากเชื อ T. macrosporus AWP11-01 ต่อ 
การควบคุมเชื อรา F. oxysporum BAFC-01 

สารสกัด
หยาบ 

ความ
เข้มข้น 
(ppm) 

เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง

โคโลนี (มม.) 

Growth 
inhibition 

(%) 

จ้านวนสปอร์  
( x 107 

สปอร์/มล.) 

Spore 
inhibition 

(%) 

ED50 
(ppm) 

Hexane 

0 50.00 ± 0.00 0.00 10.67± 0.35 0.00 

- 

10 50.00 ± 0.00 0.00 10.62 ± 0.11 0.48 
50 50.00 ± 0.00 0.00 10.51 ± 0.10 1.48 
100 50.00 ± 0.00 0.00 10.50 ± 0.17 1.59 
500 50.00 ± 0.00 0.00 9.81 ± 0.09 8.10 
1000 48.78 ± 0.48 2.43 8.48 ± 0.09 20.57 

Ethyl 
acetate 

0 50.00 ± 0.00 0.00 10.67 ± 0.35 0.00 

- 

10 50.00 ± 0.00 0.00 9.57 ± 0.03 10.32 
50 50.00 ± 0.00 0.00 8.89 ± 0.08 16.71 
100 47.73 ± 0.29 4.54 7.98 ± 0.09 25.26 
500 45.32 ± 0.38 9.36 7.08 ± 0.04 33.63 
1000 42.64 ± 0.33 14.73 6.36 ± 0.09 40.44 

Methanol 

0 50.00 ± 0.00 0.00 10.67 ± 0.35 0.00 

- 

10 50.00 ± 0.00 0.00 10.66 ± 0.18 0.13 
50 50.00 ± 0.00 0.00 10.53 ± 0.12 1.30 
100 45.40 ± 0.23 9.19 9.28 ± 0.06 13.02 
500 43.26 ± 0.16 13.49 9.03 ± 0.06 15.36 
1000 40.14 ± 0.18 19.73 7.84 ± 0.04 26.49 

หมายเหตุ: ค่าเฉลี่ยจาก 4 ซ า้, ED50 คือระดับความเข้มข้นที่สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ได้ 50 
เปอร์เซ็นต์ 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 4.17 แสดงประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบจากเชื อ T. macrosporus AWP11-01 ต่อ 
การควบคุมเชื อรา C. musae BACM-09 

สารสกัด
หยาบ 

ความ
เข้มข้น 
(ppm) 

เส้นผ่าน
ศูนยก์ลาง

โคโลนี (มม.) 

Growth 
inhibition 

(%) 

จ้านวนสปอร์  
( x 107 

สปอร์/มล.) 

Spore 
inhibition 

(%) 

ED50 
(ppm) 

Hexane 

0 50.00 ± 0.00 0.00 12.60 ± 0.09 0.00 

- 

10 50.00 ± 0.00 0.00 12.54 ± 0.03 0.50 
50 50.00 ± 0.00 0.00 12.48 ± 0.02 0.92 
100 50.00 ± 0.00 0.00 12.41 ± 0.05 1.55 
500 50.00 ± 0.00 0.00 12.07 ± 0.01 4.22 
1000 50.00 ± 0.00 0.00 11.86 ± 0.12 5.88 

Ethyl 
acetate 

0 50.00 ± 0.00 0.00 12.60 ± 0.09 0.00 

- 

10 50.00 ± 0.00 0.00 12.56 ± 0.02 0.32 
50 50.00 ± 0.00 0.00 12.44 ± 0.09 1.27 
100 48.11 ± 0.17 3.78 12.15 ± 0.07 3.59 
500 47.20 ± 0.08 5.60 11.79 ± 0.04 6.41 
1000 46.58 ± 0.24 6.85 11.09 ± 0.01 12.01 

Methanol 

0 50.00 ± 0.00 0.00 12.60 ± 0.09 0.00 

- 

10 50.00 ± 0.00 0.00 12.54 ± 0.02 0.45 
50 50.00 ± 0.00 0.00 12.50 ± 0.03 0.81 
100 50.00 ± 0.00 0.00 12.36 ± 0.05 1.88 
500 50.00 ± 0.00 0.00 12.07 ± 0.03 4.20 
1000 48.63 ± 0.30 2.74 11.51 ± 0.02 8.69 

หมายเหตุ: ค่าเฉลี่ยจาก 4 ซ า้, ED50 คือระดับความเข้มข้นที่สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ได้ 50 
เปอร์เซ็นต์ 

 
 
 
 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 4.17 สารสกัดหยาบชั น hexane, ethyl acetate และ methanol จากเชื อ N. fenneliae  

   CHA03-A11 ต่อการควบคุมเชื อ F. oxysporum BAFC-01 
 

 
รูปที่ 4.18 สารสกัดหยาบชั น hexane, ethyl acetate และ methanol จากเชื อ 
                T. trachyspermus AWP08-01 ต่อการควบคุมเชื อ C. musae BACM-09

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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4.5 ผลการวิเคราะห์สารส้าคัญด้วยGas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) 
เมื่อท้าการวิเคราะห์สารส้าคัญด้วยเครื่อง GC-MS จากสารสกัดที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดในการ

ควบคุมเชื อราก่อโรคทั งสองชนิด คือ สารสกัดหยาบชั น ethyl acetate จาก N. fenneliae  
CHA03-A11 ที่สามารถควบคุมเชื อราสาเหตุโรคตายพรายได้ดีที่สุด และสารสกัดหยาบชั น ethyl 
acetate จาก T. trachyspermus AWP08-01 โรคแอนแทรกโนสได้ดีที่สุด พบสารส้าคัญดังตารางที่ 
4.18  
 
ตารางที่ 4.18 แสดงสารส้าคัญที่วิเคราะห์ด้วย GC-MS ได้จากสารสกัดหยาบชั น ethyl acetate  
                 จาก N. fenneliae CHA03-A11 และ T. trachyspermus AWP08-01 

สารสกัดหยาบชั น ethyl acetate 
จาก N. fenneliae CHA03-A11 

 สารสกัดหยาบชั น ethyl acetate 
จาก T. trachyspermus AWP08-01 

ชนิดสารส้าคัญ ปริมาณ (%)  ชนิดสารส้าคัญ ปริมาณ 
(%) 

Octadecanoic acid 34.46  Benzoic acid 28.51 
Hexadecanoic acid 16.87  Hexadecanoic acid 11.69 

9-Octadecanoic acid 16.62  Heptadecene 10.36 
Benzoic acid 6.99  Linoleic acid 7.80 

 
Benzoic acid เป็นสารที่มีคุณสมบัติเป็นสารกันบูด หรือใช้เพ่ือยับยั งการเจริญของจุลินทรีย์ใน

อาหาร ซึ่งมีรายงานวิจัยที่ใช้ในการควบคุมเชื อราสาเหตุโรคต่าง ๆ รัชษาวรรณ์ (2550) รายงานถึงการ
ใช้ Benzoic acid ที่น้ามาผสมในอาหารเลี ยงเชื อ พบว่าที่ระดับความเข้มข้น 100 ppm สามารถ
ยับยั งการเจริญของเชื อรา F. oxysporum, Lasiodiplodia theobromae และ Phytophthora 
parasitica ได้อย่างมีประสิทธิภาพ และยังมีรายงานถึงการใช้สาร Hexadecanoic acid หรือ 
Plamitic acid ในการควบคุมเชื อรา Rhizoctonia sp. ที่เป็นสาเหตุของโรคเน่าในมะนาวได้ (ธนัชชา 
และคณะ, 2547) นอกจากนี  เดชฮวบ และคณะ (2550) รายงานว่าพบสาร Hexadecanoic acid ใน
สารสกัดหยาบชั น ethyl acetate จากเชื อรา Trichoderma harzianum และมีประสิทธิภาพใน
การยับยั งเชื อรา Phytophthora palmivora ได้ มีค่า ED50 เท่ากับ 5873.37 ppm และยับยั งการ
เจริญของ F. oxysporum มีค่า ED50 เท่ากับ 9281.37 ppm จึงคาดว่าสาร Benzoic acid และ 
Hexadecanoic acid ที่พบในสารสกัดหยาบชั น ethyl acetate จาก N. fenneliae CHA03-A11 
และ T. trachyspermus AWP08-01 เป็นสารที่ออกฤทธิ์ยับยั งการเจริญและการสร้างสปอร์ของ 
เชื อรา F. oxysporum และ C. musae ได้ 

 
 
 
 
 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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บทที่ 5 

สรุปผลวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 

จากการคัดแยกเชื อราก่อโรคในกล้วยน ้าว้ามะลิอ่อง โดยเฉพาะโรคที่เกิดในช่วงก่อนและหลัง 
การเก็บเกี่ยว คือ โรคตายพราย และโรคแอนแทรกโนส ในพื นที่จังหวัดสุพรรณบุรีและจังหวัด
ใกล้เคียง จากตัวอย่างโรคตายพรายทั งหมด 10 ตัวอย่าง โดยสังเกตอาการของโรคที่จะสังเกตเห็น
ลักษณะใบเหี่ยว เปลี่ยนจากสีเขียวเป็นสีเหลือง สามารถคัดแยกเชื อด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาได้
ทั งหมด 8 ไอโซเลต เชื อราจะมีลักษณะโคโลนีเป็นสีขาว เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 3-5 วัน จะเห็นบริเวณกลางโคโลนีเปลี่ยนจากสีขาวเป็นสีม่วงหรือ
ม่วงแดง สามารถสร้างสปอร์ได้ 3 ลักษณะ คือ macroconidia มีรูปร่างรี ยาว ส่วนปลายทั ง 2 ด้าน
โค้งงอคล้ายเคียว microconidia รูปร่างรี คล้ายไต และ chlamydospore รูปร่างกลม เกิดตรงกลาง
หรือปลายของเส้นใย ซึ่งเป็นลักษณะของเชื อรา Fusarium oxysporum และตัวอย่างโรคแอนแทรก
โนส 10 ตัวอย่าง สามารถคัดแยกเชื อด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาได้ทั งหมด 10 ไอโซเลต เชื อราจะ
มีลักษณะโคโลนีเป็นสีขาวถึงเทา เมื่อเพาะเลี ยงบนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็น
เวลาประมาณ 3 วัน ตรงกลางโคโลนีจะเปลี่ยนเป็นสีส้ม เมื่อเพาะเลี ยงต่อจนถึงวันที่ 5-7 จะ
สังเกตเห็นเม็ดฉ่้าน ้าสีส้ม ซึ่งเป็นกลุ่มของสปอร์ที่รวมตัวกันบนเส้นใย สปอร์มีรูปร่างรี ยาว ซึ่งเป็น
ลักษณะของเชื อรา Colletotrichum musae และจากผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเชื อก่อโรคทั ง 
2 ชนิด ในบริเวณ internal transcribed spacer (ITS) ด้วยไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 พบว่ามีขนาด
ผลผลิตพีซีอาร์ของเชื อราสาเหตุโรคตายพรายเท่ากับ 544 คู่เบส และขนาดผลผลิตพีซีอาร์ของเชื อรา
สาเหตุโรคแอนแทรกโนสเท่ากับ 575 คู่เบส และเมื่อท้าการบ่งชี ด้วยล้าดับนิวคลีโอไทด์ คือ เชื อรา 
Fusarium oxysporum และเชื อรา Colletotrichum musae ตามล้าดับ จากนั นทดสอบความ
รุนแรงในการก่อโรคของเชื อราสาเหตุโรคทั ง 2 ชนิด พบว่า เชื อรา F. oxysporum BAFC-01 และ
เชื อรา C. musae BACM-09 สามารถก่อโรคได้รุนแรงที่สุด  

เมื่อคัดแยกเชื อราต่อต้านจากดินบริเวณจังหวัดสุพรรณบุรี และจังหวัดกาญจนบุรี จาก
ตัวอย่างดินทั งหมด ทั งหมด 17 ตัวอย่าง พบว่ามีตัวอย่างดินที่สามารถแยกเชื อราได้ 9 ตัวอย่าง โดย
เป็นตัวอย่างดินบริเวณอ้าเภอทองผาภูมิ จังหวัดกาญจนบุรี 6 ตัวอย่าง และอ้าเภอด่านช้าง จังหวัด
สุพรรณบุรี 3 ตัวอย่าง สามารถคัดแยกและบ่งชี เชื อด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาได้ทั งหมด 22  
ไอโซเลต แบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่มจากลักษณะของสปอร์ ได้แก่ เชื อรา Talaromyces และเชื อรา 
Neosartorya และจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ ß-tubulin ด้วยไพรเมอร์ Bt2a และ Bt2b 
สามารถใช้ในการระบุสกุลของเชื อราได้ 6 สปีชีส์ คือ T. muroii, T. macrosporus,  
T. trachyspermus, N. tatenoi, N. quadricinota และ N. spinosa และทดสอบประสิทธิภาพ
ของเชื อราต่อต้านที่มีต่อเชื อราก่อโรคในกล้วยทั ง 2 ชนิดในสภาพห้องปฏิบัติการด้วยวิธีเลี ยงเชื อร่วม 
ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 วัน พบว่าเชื อราไอโซเลต T. trachyspermus AWP08-
01 สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ของเชื อรา F. oxysporum AFC-01 ได้ดีที่สุดที่ 62.25 เปอร์เซ็นต์ 
และเชื อราไอโซเลต N. fenneliae CHA03-A11 สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ของเชื อรา C. musae 
BACM-09 ได้ดีที่สุดที่ 55.64 เปอร์เซ็นต ์และจากการน้าสารสกัดหยาบชั นของตัวท้าละลาย hexane, 
ethyl acetate และ methanol ของเชื อราต่อต้าน T. trachyspermus AWP08-01,  
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T. macrosporus AWP11-01 และ N. fenneliae CHA03-A11 มาทดสอบประสิทธิภาพในการ
ควบคุมเชื อราสาเหตุโรคทั ง 2 ชนิด โดยเพาะเลี ยงเชื อราสาเหตุโรคโรคทั ง 2 ชนิด บนอาหาร PDA  
ที่ผสมสารสกัดหยาบชั น hexane, ethyl acetate และ methanol ที่ความเข้มข้น 10, 50, 100, 
500 และ 1000 ppm พบว่าสารสกัดหยาบในทุกชั นของตัวท้าละลายที่ระดับความเข้มข้น 1000 
ppm ของเชื อราต่อต้านทั ง 3 ไอโซเลต ไม่สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ของเชื อรา F. oxysporum 
BAFC-01 ได้ถึง 50 เปอร์เซ็นต์ แต่มีเพียงสารสกัดหยาบชั น ethyl acetate จาก  
T. trachyspermus AWP08-01 ที่สามารถยับยั งการสร้างสปอร์ของ C. musae BACM-09 ได้ 50 
เปอร์เซ็นต์ ที่ระดับความเข้มข้น 969.37 ppm เมื่อวิเคราะห์สารส้าคัญของสารสกัดหยาบที่มี
ประสิทธิภาพดีที่สุด 2 ชนิด พบสาร Octadecanoic acid, Hexadecanoic acid, 9-Octadecanoic 
acid และ Benzoic acid ที่คาดว่าสามารถยับยั งเชื อราสาเหตุของโรคได้ ซึ่งสามารถน้าไปศึกษาและ
พัฒนาต่อเพ่ือใช้เป็นสารในการควบคุมเชื อราสาเหตุของโรคในกล้วยทั ง 2 ชนิดได้ ทั งการใช้เชื อรา
ต่อต้านโดยตรงและการใช้สารที่สกัดได้จากเชื อราต่อต้านโดยน้าไปทดสอบในสภาวะเพาะปลูกกล้วย
ในสภาพธรรมชาติต่อไป  
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ภาคผนวก ก 
 

การเตรียมอาหารเลี ยงเชื อ  
 Potato Dextrose Agar (PDA) 

    Potato dextrose broth ส้าเร็จรูป 24.0 กรัม 
    Agar     15.0 กรัม 
    น ้ากลั่น    1,000 มิลลิลิตร  

     ละลายส่วนผสมทั งหมดในน ้ากลั่น น้าไปนึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ
ดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว เป็นเวลา 15 นาที 
 หรือ 
     มันฝรั่งหั่นขนาด 1 x 1 เซนติเมตร   200.0 กรัม 
     Agar      15.0 กรัม 
     น ้ากลั่น     1000 มิลลิลิตร 
     ต้มมันฝรั่งในน ้ากลั่น 1000 มิลลิลิตร เป็นเวลา 30 นาที กรองเอากากมันฝรั่งออก ปรับ
ปริมาตรน ้าต้นมันฝรั่งให้ได้ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 
 Water Agar (WA) 
     Agar      15.0 กรัม 
     น ้ากลั่น     1000 มิลลิลิตร 

    ละลายส่วนผสมทั งหมดในน ้ากลั่น น้าไปนึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ
ดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว เป็นเวลา 15 นาที 

 
Malt Extract Agar + 40% sucrose 
    Malt Extract Agar ส้าเร็จรูป   50.0 กรัม 
    น ้าตาลทรายr     400.0 กรัม 

     น ้ากลั่น     1000 มิลลิลิตร 
    ละลายส่วนผสมทั งหมดในน ้ากลั่น น้าไปนึ่งฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ

ดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 
1. การเตรียมสารละลาย 

1.1 2X CTAB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
ชั่ง CTAB 2 กรัม PVP 1 กรัม NaCl 0.4 กรัม จากนั นเติม EDTA ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์  

จ้านวน 4 มิลลิลิตร และ 1 โมลาร์ Tris-HCl จ้านวน 10 มิลลิลิตร ผสมสารทั งหมดในบีกเกอร์ 
ขนาด 500 มิลลิลิตร โดยอาจใช้ความร้อนเพ่ือช่วยให้สารละลายได้ดีมากขึ น และปรับปริมาตร 
ด้วยน ้ากลั่นจนครบ 100 มิลลิลิตร 

 
1.2 10% CTAB (ใน 0.7M NaCl) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

 เตรียม NaCl ความเข้มข้น 5 โมลาร์ (จาก stock) ปริมาตร 7 มิลลิลิตร เติมน ้า 43 มิลลิลิตร  
ชั่งสาร CTAB 5 กรัม ผสมสารทั งหมดให้เข้ากันจนสารละลายเป็นเนื อเดียวกัน เก็บไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 

 
1.3 0.5M EDTA (pH8) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

ชั่ง EDTA 93.06 กรัม เติมน ้ากลั่นปริมาตร 300 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน จนสารละลายเป็น
เนื อเดียวกัน ท้าการปรับ pH ให้เท่ากับ 8 แล้วจึงปรับปริมาตรสุดท้ายให้เป็น 500 มิลลิลิตร 
จากนั นน้าไปฆ่าเชื อด้วยหม้อนึ่งความดันไอน ้า ความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที 

 
1.4 10X Tris-borate EDTA buffer (TBE buffer) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
      ชั่ง Tris base 108 กรัม Boric acid 61.83 กรัม และ EDTA 9.305 กรัม น้าสารที่ชั่งมา
ละลายด้วยน ้ากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เท่ากับ 8 แล้วปรับปริมาตรด้วยน ้ากลั่นจน 
ครบ 1000 มิลลิลิตร จากนั นน้าไปฆ่าเชื อด้วย Autoclave ความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และถ้าต้องการเตรียม 1X TBE buffer ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เพ่ือ 
ใช้งาน ให้ดูดสารละลาย 10X TBE มา 50 มิลลิลิตร แล้วใช้น ้ากลั่นปริมาตรให้ได้ 500 มิลลิลิตร 
 
1.5 1M Tris-HCl (pH8) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

ชั่ง Tris 121 กรัม เติมน ้ากลั่น 500 มิลลิลิตร แล้วปรับ pH ให้เท่ากับ 8 ด้วย  
1 โมลาร์ HCI จากนั นปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยน ้ากลั่นให้เท่ากับ 1000 มิลลิลิตร น้าไปฆ่าเชื อด้วย  
หม้อนึ่งความดันไอน ้า ความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
1.6 10 mM TE buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

เตรียม 1 โมลาร์ Tris-HCl (pH8) มาปริมาตร 10 มิลลิลิตร และดูด 0.5 โมลาร์ EDTA (pH8) 
มาปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ปรับปริมาตรด้วยน ้ากลั่น 1000 มิลลิลิตร น้าไปฆ่าเชื อด้วย  
หม้อนึ่งความดันไอน ้า ความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และถ้า 
ต้องการเตรียม 0.1 มิลลิโมลาร์ TE Buffer ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ต้องดูดสารจาก 10 มิลลิโมลาร์  
TE Buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร แล้วเติมน ้ากลั่นเพ่ือปรับปริมาตรเป็น 40 มิลลิลิตร เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพ่ือการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Abstract The anthracnose disease caused by Colletotrichum musae on banana was controlled 

by biological control agents. Seven isolates of C. musae were collected from banana growing 

area in Suphanburi, Nakhonpathom, Ratchaburi and Nonthaburi province, Thailand. 

Pathogenicity was tested on fresh banana, and proved that isolates CMDC-01 and CMNM-01 

were most aggressive isolates. These isolates were molecular phylogeny confirmed species. In 

vitro test was done by dual culture tecnique, two isolates of pathogen were tested against ten 

isolates of antagonistic fungi (Neosartorya hiratsukae, N. pseudofischeri, N, aureola, N. 

spinosa, N. fenneliae, Talaromyces muroii and T. trachyspermus). The result showed the best 

antagonistic isolate was N. pseudofischeri EU13 which inhibited C. musae CMDC-01 of 51.23% 

and N. fenneliae CHA03-A11 inhibited C. musae CMNM-01 of 59.85%.  

 

Keywords: Biological control, Anthracnose, ‘Namwa Mali-Ong’ banana, Neosartorya and 

Talaromyces 

 

Introduction 
 

Most of the people in Thailand are farmers. So, the agricultural industry 

especially, the fruit and vegetable industry are important business that 

contributes to the economy. However, agricultural production is severely 

damaged by pests and plant diseases. In particular, plant diseases caused by 

fungi can quickly and severely damaged crops. Farmers are used chemicals for 

their control because chemicals are easier, faster and more effective to control 

the diseases (Mari et al., 2009; Schirra et al., 2011; Zhu et al., 2015). 

Anthracnose disease caused by Colletotrichum musae, is one of disease 

that damages the banana. The pathogen is infested with unripe banana showing 

green and signs when the fruits is riped it become yellow. Symptoms of the 

disease are more severe as the fruit ripens because of the amount of sugar. 
                                                           
*
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Leison are small sunken black spot and extended wide. The size and shape of 

the lesion is uncertain. In optimum condition, orange spots are visible on the 

lesion. The famers often use chemicals such as thiabendazole, carbendazim and 

prochloraz sprayed or coated at the surface of banana fruit to inhibit the growth 

of pathogen. But excessive use of chemicals negatively affects to the 

environment, farmers and toxic residue in the product (Khan et al., 2001; 

Mehdi, 2010; Alizadeh et al., 2015; Zhu et al., 2015). 

 The disease can be controlled without using chemical fungicides that has 

been reported as biological control. Recently, the successful measure has been 

achieved using antagonistic microorganism to control plant disease. There are 

many reseasches reported that in the biocontrol activity of antagonistic 

microorganism such as competition for space and nutrient, activation of host 

defenses, and production of substance to inhibit the pathogens (Soytong and 

Quimio, 1992). Many researches reported that using antagonistic fungus to 

control anthracnose disease in various fruits such as Neosartorya fischeri, N. 

glabra, N. hiratsukae, N. takakii, and N. tatenoi to control anthracnose disease 

in chilli caused by Colletotrichum capsici (Eamvijarn et al., 2009). 

Talaromyces trachyspermus EU09 and T. muroii EU04 can inhibit growth of C. 

coffeanum cause of anthracnose disease in coffee (Soytong and Poeaim, 2015). 

The objective was to isolate Colletotrichum musae from banana growing area 

in Suphanburi, Nakhonpathom, Ratchaburi and Nonthaburi province, Thailand. 

The pathogen was isolated, morphological and molecular phylogenetic 

confirmation. The potent antagonistic fungi Neosartorya and Talaromyces were 

tested to control the anthracnose pathogen.  

 

Materials and methods 

 

Isolation and identification of fungal pathogens 

 

Colletotrichum musae was isolated from anthracnose lesions of banana 

fruits by tissue transplanting technique. Banana fruits with disease symtoms 

were collected from growing banana area in Suphanburi, Nakhonpathom, 

Ratchaburi and Nonthaburi province, Thailand. Infected areas were washed 

with sterile distilled water, cut to 5 mm diameter and surface sterilized with 1% 

sodium hypochlorite for 30 second and washed tree times with sterile distilled 

water. The washed tissue was transferred to Potato Dextose Agar (PDA) and 

incubated at room temperature. After incubation, cut the fungal hyphal tip from 

infected tissue transferred to new PDA and purified by tranfered single spore to 

new PDA. Identify species of pathogen isolates by morphological observation 

and molecular data (Sutton, 1992; Nuangmek et al., 2008; Ismet et al., 2012).  
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 The pathogens were identified by morphological observation on character 

of lesion on fruits, colony, conidiomata, shape and size of conidia followed by 

Alizadeh et al. (2015). The pathogens were confirmed species by molecular 

data, dna extraction was modified the CTAB protocol from Doyle and Doyle 

(1990) and Suksiri (2018). The DNA templates were performed by sequencing 

the internal transcribed spacer (ITS) region and amplified by polymerase chain 

reaction (PCR) which modify the condition followed by White et al. (1990). The 

PCR products were performed to sequencing analysis by Bioneer Company, Korea. 

The sequences were identified species by aligning the sequence from database of 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) using Basic Local 

Alignment Search Tools (BLAST). 

 

Pathogenicity test 

 

Pathogenicity test modified from Ismet et al. (2012), was done on healthy 

green ‘Namwa Mali-Ong var.’ banana fruits. Fruits were surface sterillized with 

sterile distilled water and four wounds were made on fruits by needle. The 

mycelium plug was corked by 0.5 mm diameter of cork borer and placed on 

each wound, use pure PDA plug for control. Three replications were made in 

each treatment (Figure 2A). The inoculated fruits were incubated in moisture 

chamber at room temperature for 5 days. C. musae was reisolated to PDA for 

further experiment.  

 

Antagonist fungus 

 

 Neosartorya and Talaromyces are soil-brone fungi, isolated by soil 

dilution technique, heat treatment and alcohol treatment from soil. Species of 

antagonistic isolates were identified by morphological and molecular data. Ten 

isolates of Neosartorya and Talaromyces were offered by Mayamor Soytong, 

Supanan Suksiri and Supattra Poeaim which deposited in our laboratory. 

Antagonistic isolate Neosartorya hiratsukae EU06, Talaromyces muroii EU07, 

N. pseudofischeri EU13, T. muroii EU18, T. trachyspermus EU23 and 

Neosartorya sp. EU35, were isolated from Chiangmai province, Thailand.  N, 

aureola CHA01-A01, T. muroii CHA03-A03, N. fenneliae CHA03-A11 and N. 

spinosa CHA09-A01, were isolated from Chumpon province, Thailand. 

 

Dual culture 

 

 The isolates of antagonistic fungi were selected from in vitro test by dual 

culture technique (Nuangmek et al., 2008; Sakunyarak and Satithorn, 2014). 

The mycelium plugs, 0.5 mm diameter of C. musae from colony incubated at 
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25°C for 10 days were dual culture with 0.5 mm diameter mycelium plug of 

antagonist isolates. The distance between pathogen and antagonist were 

approximately 4.5 cm. Four replications were made for each treatment. Dual 

culture plates were incubated at 25°C for 25 days. After incubation, colony of 

C. musae was measured and compared with control. The percentage of growth 

inhibition (GI) was calculated by using the equation (1). Data were statistical 

analysed and means were compared by Duncan Multiple Range Test (DMRT) 

at p-values less than 0.05 significantly level. 

  

GI (%) = [(A – B)/A] × 100                           (1) 

 

(A) C. musae colony in control plate, (B) C. musae colony in treatment plate 

 

Results 

 

Isolation and identification of pathogen 

 

Seven ‘Namwa Mali-Ong var.’ banana samples were collected from 

Suphanburi, Nakhonpathom, Ratchaburi and Nonthaburi province, Thailand. 

The pathogen was isolated from anthracnose lesion (Figure 1A). Banana 

samples were isolated and yielded seven isolates of CMKP-01, CMKP-02, 

CMKP-03, CMNM-01, CMRM-01, CMNS-01 and CMDC-01. All isolates 

were identified by mycelium and colony morphology, conidia shape and size 

and development of conidiomata which observed after 10 days incubation at 

room temperature. The morphological characteristics of C. musae isolate 

CMDC-01 which is shown in Figure 1. All isolates were produced orange 

conidiomata on the lesions after 3 days incubation in moisture chamber (Figure 

1B). The colony were white mycelium and turned to pinkish orange in color 

with age (Figure 1D and 1E). Conidia were hyaline cylindrical shape, size of 

conidia ranged from 3.45-5.32 × 10.12-14.60 µm (Figure 1C and 1F). All of 

seven isolates were morphogically identified as Colletotrichum musae.  

The DNA sequences of each isolate was amplified with ITS regions. PCR 

product were sequenced and compared with C. musae sequences in NCBI 

databases. The nucleotide sequences were identified as C. musae based on 

molecular analysis and comfirmed with morphological identification. BLAST 

analysis of all isolates complied with 99% identity with reference of C. musae 

accession number AJ301904, JN121212, NR120132 and JN943076 in Genbank 

database. 
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Figure 1. Morphological characters of C. musae isolate CMDC-01, (A) lesion 

on banana fruit, (B) conidiomata, (C and F) conidia and (D and E) colony on 

PDA after 10 days incubation 
 

Pathogenicity test 
 

 Pathogenicity test was confirmed the pathogenic isolates which tested on 

‘Namwa Mali-Ong var.’ banana fruits. The fruits were inoculated by C. musae 

isolate CMKP-01, CMKP-02, CMKP-03, CMNM-01, CMRM-01 CMNS-01 

and CMDC-01. The fruits were showed symptoms of anthracnose after 3-5 

days incubation in moisture chamber. Lesions were black, oval and sunken. 

After that, the lesions showed white mycelium and produced orange color of 

conidial masses (Figure 2B-2H). C. musae isolates of CMNM-01 and CMDC-

01 made a largest lesion on fruits which were 24.18±0.98×33.81±2.96 mm and 

23.46±2.24×30.66±3.32 mm, respectively. However, there was no significantly 

different in lesions on fruits which inoculasted CMNM-01 and CMDC-01 

isolates, the lesions were 817.36 and 719.21 mm
2
, respectively (Table 1). 

 

Table 1. Lesion areas on ‘Namwa Mali-Ong’ banana fruits inoculated with 

seven isolates of C. musae after 5 days of incubation  

Isolates 
Lesion 

Width (mm)
* 

Length (mm)* Area (mm
2
) 

CMKP-01 16.57±3.34 24.35±4.09 403.45
c 

CMKP-02 17.60±1.72 27.21±0.90 478.86
c 

CMKP-03 18.02±1.99 26.19±2.59 471.97
c 

CMNM-01 24.18±0.98 33.81±2.96 817.36
a 

CMRM-01 15.41±2.48 28.81±2.25 443.81
c 

CMNS-01 17.75±0.56 32.56±2.74 577.88
bc 

CMDC-01 23.46±2.24 30.66±3.32 719.21
a 

*Values expressed are mean ± SE 

a-c means with different letters in the same column were significantly by ANOVA at P<0.05 
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Figure 2. Lesion areas on banana fruits after pathogenicity test by isolates of C. 

musae (A) set of treatment in three replicates    and control    , (B) CMKP-01, 

(C) CMKP-02, (D) CMKP-03, (E) CMNS-01, (F) CMRM-01, (G) CMNM-01 

and (H) CMDC-01 

 

Effect of antagonist to control C. musae by dual culture test 

  

 The isolates CMNM-01 and CMDC-01 proved to be aggressive 

pathogenic isolates to banana. Dual culture was tested with ten antagonistic 

isolates. The colony diameter was masured after 20 days incubation.  Result 

showed that antagonistic isolates EU13, EU06 and CHA03-A11 were strongly 

inhibited C. musae CMDC-01 of 51.23, 47.32 and 46.62%, respectively (Figure 

3). The antagonistic isolates of CHA03-A03, EU06 and EU13 showed the 

highest effective isolates to control C. musae CMNM-01 which were 59.85, 

50.33 and 46.92%, respectively (Figure 4, Table 2).  

 

Table 2. Dual culture test of antagonistic fungi and pathogen  

Isolates of 

antagonist 

C. musae CMDC-01 C. musae CMNM-01 

Colony diameter 

(mm) 

Growth 

inhibition (%) 

Colony radius 

(mm) 

Growth 

inhibition (%) 

Control 45.00 0.00 45.00 0.00 

EU06 23.71 47.32 22.35 50.33 

EU07 28.88 35.82 30.33 32.59 

EU13 21.94 51.23 23.89 46.92 

EU18 30.63 31.94 29.71 33.98 

EU23 37.01 17.76 35.53 21.05 

EU35 27.00 40.01 29.60 34.21 

CHA01-A01 25.36 43.65 27.91 37.97 

CHA03-A03 29.06 35.42 29.38 34.71 

CHA03-A11 24.02 46.62 18.07 59.85 

CHA09-A01 28.71 36.20 29.19 35.14 
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Figure 3. Antagonistic activity in dual culture test on PDA after 20 days 

incubation of C. musae CMDC-01 dual culture with (A) EU13, (B) EU06 and 

(C) CHA03-A11 
 

 
Figure 4. Antagonistic activity in dual culture test on PDA after 20 days 

incubation of C. musae CMNM-01 dual culture with (A) CHA03-A11, (B) th 

EU06 and (C) EU13 
 

Discussion 

  

 Anthracnose of banana caused by C. musae that isolated from symptom 

showing black and sunken lesions and covered with orage conidiomata 

(Thangamani et al., 2011). All the seven isolates showed hyaline cylindrical 
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conidia. The conidia size ranged in 3.45-5.32 × 10.12-14.60 µm and there were 

made a lesion was black and sunken on pathogenicity test. These characters 

agreed with Mehdi et.al. (2010) and Alizadeh et.al. (2015) also reported in the 

conidia size as 4.5-6 × 9.5-15 µm. The other species of Colletotrichum was a 

different shape and size of conidia. The average spore size of C. capsici causing 

anthracnose in chilli was 3.50 × 21.00 µm and sickle-shaped (Ghosh et al., 

2016). C. gloeosporioides were isolated from various host and conidia size was 

3.5-6.0 × 12-17 µm, cylindrical shaped. 

 In this study, the antagonistic isolates EU13, EU06 and CHA03-A11 

were strongly inhibited C. musae CMDC-01 as 51.23, 47.32 and 46.62%, 

respectively. The antagonistic isolates CHA03-A03, EU06 and EU13 showed 

highest anifungal activity against C. musae CMNM-01 which were 59.85, 

50.33 and 46.92%, respectively. The result revealed that N. hiratsukae EU06, 

N. pseudofischeri EU13 and N. fenneliae CHA03-A11 gave the good control of 

both of tested isolates. Isolates EU06 and EU13 were actively against tested 

pathogenic isolates.  Similar result from previous reports comfrimed N. 

hiratsukae were inhibited Bipolaris maydis, C. capsici, C. gloeosporioides and 

Fusarium oxysporum (Eamvijarm et al., 2009). Crude ethyl acetate extract 

from N. pseudofischeri KUFA 0060 at 100 ppm was strongly inhibited 

Phytophthora palmivora and C. capsici (Boonsang et al., 2014). The reserch 

finding, it is obiviously showed that N. hiratsukae EU06, N. pseudofischeri 

EU13 and N. fenneliae CHA03-A11 reported as the new antagonists to control 

banana anthracnose caused by C. musae. This study was similar to the report of 

Chaetomium spp. effectively against Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, 

stated that the control mechanism as antibiosis which produced Chaetomium 

produced antibiotic substance eg. chaetoglobocin-c to kill the pathogen cells 

(Soytong et al., 2001). 

It is concluded that the biological control of banana anthracnose caused 

by C. musae using the effective antagonistic fungi. Isolates CMDC-01 and 

CMNM-01 were the highest pathogenic to infect the babana fruits. The 

antagonistic isolates N. hiratsukae EU06, N. pseudofischeri EU13 and N. 

fenneliae CHA03-A03 were storngly inhibited C. musae isolates CMDC-01 and 

CMNM-01. 
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