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Abstract 
This study was conducted to evaluate the efficiency of culture medium from soil actinomyces against 

Colletotrichum  gloeosporioides causing chilli anthracnose disease. Six actinomyces isolated from Doi Suthep-Pui 
soil: SEA120-04, SEA120-28, SEA120-38, SEA60-34, OMA60-01 and OMA60-07, were cultivated on enzyme 
production medium (EMP) at 28 °C for 7 days. After that culture medium of each isolate was separated in 2 parts: 
non-culture filtrate (NF) and culture filtrate (F). They were tested against C. gloeosporioides using agar well 
method and EMP as a control. The results showed a significant difference in the inhibitory activity between the NF 
and F of all actinomyces. Both the NF and F of isolate OMA60-01 were found to inhibit mycelial growth at 56.39 
and 51.87%, respectively. Moreover, they could suppress spore germination of the fungi. The NF and F of isolate 
OMA60-01 were tested for prevention of anthracnose disease on chilli. The chillis were treated with the NF and F 
for 1 and 3 min before inoculation with spore suspension of C. gloeosporioides. The efficacy of up to 80% was 
obtained. This was not different from using commercial Bacillus subtilis. The chitinase activity of culture filtrate was 
observed. The isolate OMA60-01 showed the highest chitinase activity (0.15 U/ml) and then the chitinase was 
concentrated using ultrafiltration membrane. It was found that the inhibitory activity of concentrated chitinase was 
not different from the culture filtrate (F).     
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บทคัดยอ 
การศึกษาคร้ังนี้เพื่อหาประสิทธิภาพของน้ําเล้ียงเช้ือแอกติโนมัยซีสในการยับย้ังการเจริญของเสนใยและการงอกของ

สปอรเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides ซึ่งเปนสาเหตุโรคแอนแทรกโนสของพริก พบวา เม่ือนําเช้ือแอกติโนมัยซีสที่แยก
ไดจากดินบนดอยสุเทพ-ปุยจํานวน 6 ไอโซเลต ไดแก SEA120-04, SEA120-28, SEA120-38, SEA60-34, OMA60-01 และ 
OMA60-07 มาเล้ียงในอาหาร enzyme production medium (EPM) ที่ 28OC เปนเวลา 7 วัน จากนั้นทดสอบการยับย้ังการ
เจริญเสนใยและการงอกของสปอรเช้ือราดวยวิธี agar well method โดยแบงน้ําเล้ียงเช้ือแอกติโนมัยซีสเปน 2 สวน ไดแก สวน
ที่ไมไดกรองเอาสปอรของเช้ือแอกติโนมัยซีสออก (non-culture filtrate, NF) และสวนที่ผานการกรองเอาสปอรออก (culture 
filtrate, F)   เปรียบเทียบกับชุดควบคุม คืออาหาร EPM พบวา NF ของทุกไอโซเลตใหผลการยับย้ังสูงกวา F อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ โดยน้ําเล้ียงเช้ือแอกติโนมัยซีสไอโซเลต OMA60-01 ทั้ง NF และ F มีเปอรเซ็นตการยับย้ังการเจริญเสนใยเชื้อรา
เทากับ 56.39 และ 51.87% ตามลําดับ อีกทั้งสามารถยับย้ังการงอกของสปอรเช้ือราไดอีกดวย เม่ือนํา NF และ F ของ 
OMA60-01 มาทดสอบความสามารถในการยับย้ังโรคบนผลพริกพบวา การแชผลพริกใน NF และ F เปนเวลา 1และ 3 นาที
กอนปลูกเช้ือสาเหตุสามารถยับย้ังการเกิดโรคไดสูงถึง 80% ซึ่งไมแตกตางจากการใชเช้ือ B. subtilis ที่ใชในเชิงการคา จาก
การศึกษาคุณสมบัติบางประการของน้ํากรองเล้ียงเช้ือแอกติโนมัยซีส (F) พบวากิจกรรมของเอนไซมไคทิเนสในน้ํากรองเล้ียง
เช้ือ OMA60-01 มีคากิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุดเทากับ 0.15 U/ml และเม่ือนํามาทําใหเขมขนขึ้นดวยการกรองผาน 
ultrafiltration membrane พบวาสวนที่ไมผานการกรองซ่ึงสวนใหญเปนเอนไซมไคทิเนสยังใหผลการยับย้ังการเจริญและการ
งอกของสปอรเช้ือราเชนเดียวกับน้ํากรองเล้ียงเช้ือ (F) ปกติ  
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 คํานํา 
ปจจุบันความตองการพริกทั้งในรูปผลสดและผลแหงมีคอนขางสูง จึงทําใหพริกกลายเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญอีก

ชนิดหนึ่ง พริกเม่ือทําการเก็บเก่ียวแลวจะมีความเส่ียงตอการเขาทําลายของเช้ือกอโรคไดงาย โดยเฉพาะโรคแอนแทรกโนส ซึ่ง
สามารถทําใหเกิดการสูญเสียไดสูงถึง 80% ในประเทศไทยสาเหตุของโรคน้ีเกิดจากเชื้อรา C. capsici และ C. 
gloeosporioides การควบคุมโรคนิยมใชสารเคมีซึ่งอาจเกิดสารตกคางที่เปนอันตรายเม่ือใชไมถูกตอง การควบคุมโดยชีววิธีจึง
เปนทางเลือกหน่ึงที่ไดมีการนํามาศึกษา เช้ือแอกติโนมัยซีส (actinomycetes) ถือเปนจุลินทรียชนิดหนึ่งที่มีความสําคัญในการ
สรางสารตัวกลางเชน hydrolytic enzyme ที่มีคุณสมบัติในการเปนเช้ือปฏิปกษตอจุลินทรียสาเหตุของโรคพืช จากงานวิจัยของ 
Macagnan et al. (2008) พบวาเอนไซมไคทิเนสที่ Streptromyces spp. สรางขึ้นสามารถยับย้ังการงอกของสปอรและยับย้ัง
การสรางเสนใยของเชื้อรา Moniliopthora pernisiosa โดยไคทิเนสจะยอยสลายไคทินที่เปนองคประกอบหลักของผนังเซลลเช้ือ
ไดจากตัวอยางงานวิจัยนี้ หากนําน้ําเล้ียงเช้ือแอกติโนมัยซีสที่มีเอนไซมไคทิเนสมาใชในการควบคุมเชื้อรา C. gloeosporioides 
ซึ่งเปนสาเหตุของโรคแอนแทรกโนสในพริก อาจจะชวยลดความเสียหายหลังการเก็บเก่ียวไดอีกวิธีหนึ่ง ซึ่งชวยทดแทนการใช
สารเคมีได 

 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

1. การทดสอบประสิทธิภาพของน้ําเล้ียงเช้ือแอกติโนมัยซีสและคุณสมบัติบางประการ 
1.1 การเตรียมน้ําเล้ียงเช้ือแอกติโนมัยซีส  

ปเปตสารแขวนลอยสปอรของเช้ือแอกติโนมัยซีส 6 ไอโซเลตคือ OMA60-1, OMA60-7, OMA60-34, SEA120-4, SEA120-28 
และ SEA120-38 (105 spores/ml) 0.5 ml (1% v/v) ลงใน Enzyme production medium ที่มีไคทินเปนแหลงคารบอนปริมาตร 
50 ml บมบนเคร่ืองเขยาความเร็ว 150 rpm ที่อุณหภูมิหองนาน 7 วัน เก็บตัวอยางทุกวัน โดยนํามาเหวี่ยงดวยความเร็วสูงที่ 
6,000 rpm 4 °C นาน 20 นาที แบงสวนใสที่ไดออกเปน 2 สวน สวนแรกคือน้ําเล้ียงเช้ือที่ไมกรองเอาสปอรออก (non-culture 
filtrate, NF) และสวนท่ี 2 นํามากรองดวยเคร่ืองกรองแบคทีเรีย Minisart® pore size 0.2 ไมครอน เรียกน้ําเล้ียงเชื้อที่กรองเอา
สปอรออก (culture filtrate, F)  
1.2 การยับย้ังการเจริญของเสนใยเชื้อรา C. gloeosporioides โดยวิธี agar well method 

เทอาหาร PDA แบบ double layer ใช cork borer ขนาด 0.5 cm เจาะลงบนอาหาร 4 ตําแหนง วางช้ินเช้ือราทดสอบ
อายุ 5 วัน ตรงกลางอาหาร PDA ที่เตรียมไว หยดน้ําเล้ียงเช้ือ NF และ F 30 μl  ลงในหลุมเปรียบเทียบกับชุดควบคุมคือ 
อาหาร EPM และ B. subtilis (1x109 CFU/g) 30 μl  บมที่อุณหภูมิหอง วัดรัศมีโคโลนีเพื่อคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการยับย้ัง 
(percent inhibition of radial growth, PIRG) โดยใชสูตรดังนี้  

เปอรเซ็นตการยับย้ัง  = [(R1 – R2) / R1] x 100 
เม่ือ R1 และ R2 คือ ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุในชุดควบคุมและในชุดทดสอบ 

1.3. การยับย้ังการงอกของสปอรเช้ือรา C. gloeosporioides โดยวิธี agar well method   
ปเปตสารแขวนลอยสปอรเช้ือราทดสอบ (105 spore/ml) 0.1 ml ลงในอาหาร PDA เกล่ียใหทั่วผิวหนารอจนแหง ใช 

cork borer เจาะลงบนอาหาร 4 ตําแหนง ทําการทดสอบเชนเดียวกับขอ 1.2 บมไวที่อุณหภูมิหอง วัดขนาดวงใส (clear zone)  
1.4. การวัดการทํางานของเอนไซมไคทิเนสโดยการหาคา chitinase activity  

เตรียม reaction mixture ตามวิธีของอภิญญาและคณะ (2545) วิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซตามวิธีของ Miller 
(1959) โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 575 nm ดวยเคร่ือง spectrophotometer ซึ่งเปนการวัดปริมาณ N-acetlyglucosamine ที่
ถูกปลอยออกมาจากปฏิกิริยาระหวางเอนไซมกับซับสเตรต (25% colloidal chitin ใน 0.2 M phosphate buffer pH 7.5) นํา
คาที่วัดไดไปเทียบหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซจากกราฟมาตรฐานเพ่ือนําไปคํานวณหาคา enzyme activity หนวยการทํางานของ
เอนไซม กําหนดให 1 unit ของเอนไซม หมายถึง ปริมาณของเอนไซมที่ทําใหเกิดการปลดปลอย N-acetlyglucosmine 1 ไมโคร
โมล ในเวลา 1 นาที 
1.5. การทําเอนไซมไคทิเนสใหเขมขนโดยวิธี ultrafiltration เทน้ําเล้ียงเช้ือ F ไอโซเลต OMA60-1 วันที่ 3, 5 และ 6 ลงใน
หลอด concentrator (membrane pore size 10 kDa) หมุนเหวี่ยงที่ 2,500 rpm 4 °C  นาน 10 นาที นําสวนท่ีไมผานแผนและ
สวนที่ผานแผนกรอง มาทําการทดสอบดังขอ 1.2-1.4 โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมคือ อาหาร EPM และนํ้ากรองเล้ียงเช้ือ (F) 
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2. ประสิทธิภาพของน้ําเล้ียงเช้ือแอกติโนมัยซีสในการควบคุมเช้ือรา C. gloeosporioides บนผลพริกช้ีฟาแดง 
การเตรียมน้ําเล้ียงเช้ือแอกติโนมัยซีส ปเปตสารแขวนลอยสปอร OMA60-1 (105 spores/ml) 4 ml ใสลงใน

อาหาร EPM 400 มิลลิลิตร บมบนเครื่องเขยานาน 3 วัน จากนั้นทําเก็บน้ําเล้ียงเช้ือเชนเดียวกับขอ 1.1 โดยแบงออกเปน 2 สวน 
คือ NF และ F 

การเตรียมผลพริก ฆาเช้ือที่ผิวผลดวย 0.5% NaOCl ลางออกดวยน้ํากล่ันปลอดเช้ือผ่ึงใหแหง ทําใหเกิดบาดแผล
ผลละ 3 แผล คือ หัว กลางและทายโดยใช cork borer ขนาด 1 cm แบงการทดสอบออกเปน 2 ชุด คือมีการปลูกเช้ือกอโรค
กอนการปองกันกําจัดและทําการปองกันกําจัดกอนการปลูกเช้ือ การปลูกเช้ือทําโดยหยดสารแขวนลอยสปอรของเช้ือราทดสอบ
ความเขมขน 106 spores/ml ลงบนแผล แผลละ 30 μl รอจนกระท่ังซึมเขาแผลประมาณ 1 ชั่วโมง ทําการปองกันกําจัดโดยแช
ใน B. subtilis ,น้ําเล้ียงเช้ือ NF และF บรรจุผลพริกในแตละกรรมวิธีในถาดพลาสติกคลุมดวยถุง PE เก็บไวที่อุณหภูมิหอง 
บันทึกการเกิดโรค เปรียบเทียบกับชุดควบคุมคือผลพริกปกติและผลพริกที่ปลูกเช้ือเพียงอยางเดียว  

 
ผลการทดลอง 

1. ผลการยับย้ังการเจริญเสนใยและการงอกของสปอรเช้ือรา C. gloeosporioides จากน้าํเล้ียงเช้ือแอกติโนมัยซีส 6 
ไอโซเลต                                                                                                                                                             

น้ําเล้ียงเช้ือแอกติโนมัยซีส 6 ไอโซเลตที่ทําการเก็บตัวอยางต้ังแตวันที่ 1ถึงวันที่ 7 เม่ือนํามาทําการทดสอบการยับย้ัง
การเจริญเสนใยและการงอกของสปอรเช้ือราพบวา NF และ F ของไอโซเลต OMA60-1 ใหผลการยับย้ังที่สูงกวาไอโซเลตอื่นๆ 
โดย NF ใหผลการยับย้ังที่ดีกวา F และยับย้ังไดไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับ B. subtilis ที่ใชในทาง
การคา เม่ือทดสอบคากิจกรรมของเอนไซมไคทิเนส พบวา แอกติโนมัยซีสทุกไอโซเลตมีแนวโนมในการสรางเอนไซมไคทิเนสที่
คลายคลึงกันคือ ชวงแรกมีการสรางเพียงเล็กนอยและเพิ่มมากขึ้นอยางรวดเร็วในชวงตอมา หลังจากนั้นก็จะเร่ิมลดลง โดยไอโซ
เลต OMA 60-01 มีคา chitinase activity สูงกวาไอโซเลตอื่นๆ ซึ่งมีคาสูงสุดในวันที่ 3 ของการเล้ียงเช้ือ คือ 0.15 U/ml (Table 
1) และเม่ือนําตัวอยางน้ําเล้ียงเช้ือ F ของไอโซเลต OMA 60-01 มาทําใหเขมขนขึ้นโดยวิธี ultrafiltration พบวา สวนที่ไมผาน
แผนกรอง (>10 kDa) ใหผลการยับย้ังการเจริญของเสนใยและการงอกของสปอรเช้ือราไดไมแตกตางจากน้ําเล้ียงเช้ือ F 
ในขณะท่ีสวนที่ผานแผนกรอง (<10 kDa) ใหผลการยับย้ังเพียงเล็กนอย เม่ือนํามาวัดคากิจกรรมของเอนไซมพบวา สวนที่ไม
ผานแผนกรองมีคา chitinase activity สูงกวาสวนที่ผานแผนกรอง (Table 2) 
 

Table 1  Inhibitory effect of culture medium for actinomycete OMA60-1 on C. gloeosporioides and chitinase 
activity  

  C. gloeosporioides 
Inhibition of radial growth (%)a Inhibition of spore germination (cm)a 

Date of  
incubation 

B. subtilis NF F B. subtilis NF F 

Chitinase 
activity  
(U/ml) 

1 58.60±0.79x 43.76±1.72yc 23.44±2.34zc 1.60±0.17x 1.17±0.15ya 0.60±0.17zc 0.038 
2 58.33±1.44x 48.33±1.44ybc 30.15±2.50zb 1.66±0.15x 1.50±0.20xya 1.13±0.23yb 0.08 
3 59.52±2.38x 56.39±2.47xybc 51.78±1.37ya 1.96±0.15 1.70±0.2a 1.63±0.12ab 0.15 
4 57.09±1.81x 56.31±1.62xa 48.44±1.77ya 1.70±10.73 1.83±0.15a 1.73±0.25a 0.053 
5 57.57±2.62x 53.03±1.31xya 49.24±1.32ya 1.60±0.17 1.70±0.20a 1.67±0.17a 0.33 
6 58.54±1.80x 56.29±0.66xa 51.13±1.14ya 1.57±0.11 1.76±0.25a 1.67±0.05a 0.026 
7 59.41±1.81x 56.39±2.38xa 51.15±1.95ya 1.77±0.25 1.87±0.15a 1.57±0.11a 0.019 

a The results are presented as means of three replicated plates ± standard error. Values of each column (a,b,c) 
and row (x,y,z) followed by different letter indicate significant difference (p<0.05) according to LSD test 
 

Table 2  Inhibitory effect of culture medium for actinomycete OMA60-1 (3, 5 and 6 day culture) after 
concentration by ultrafiltration and chitinase activity 

 
Inhibition of radial growth (%) Inhibition of spore germination Chitinase activity (U/ml) 

Treatment 
3 5 6 3 5 6 3 5 6 

F 51.78±1.37 49.24±1.32 51.13±1.14 1.60±0.1 1.57 
±0.11 1.63±0.15 0.15 0.033 0.026 

>10kDa 45.69 ±1.92 42.02±2.6 34.10±1.34 1.70±0.2 1.50 
±0.20 1.33±0.05 0.27 0.047 0.035 

<10kDa 10.01±1.30 7.05±1.08 13.17±1.34 0 0.5 0.5 0.007 0.001 0 
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2. ผลการยับย้ังเช้ือรา C. gloeosporioides บนผลพริกโดยน้ําเล้ียงเช้ือแอกติโนมัยซีสไอโซเลต OMA60-01  
ผลพริกในชุดควบคุมที่มีการปลูกเช้ือเพียงอยางเดียวมีการเกิดโรค 100% และพบวาผลพริกที่มีการปองกันกําจัดโดย

แชใน B. subtilis, NF และ F กอนการปลูกเช้ือเกิดโรคไดตํ่ากวาพริกที่ปลูกเช้ือกอนปองกันกําจัด ซึ่งพริกที่ผานการแชในน้ํา
เล้ียงเช้ือ F นาน 5 นาทีกอนปลูกเช้ือสามารถยับย้ังการเกิดโรคไดดีเทียบเทากับการแชใน NF และ B. subtilis ที่ใชในการคาอีก
ดวย (Figure 1) 

 
Figure 1  Percentage of disease incidence on chilli after 7 days of inoculation 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
น้ําเล้ียงเช้ือทุกไอโซเลตแสดงความเปนปฏิปกษตอเช้ือ C. gloeosporioides ได โดย NF และ F ของไอโซเลต 

OMA60-01 ใหผลการยับย้ังที่ดีกวา น้ําเล้ียงเช้ือ F ใหผลการยับย้ังที่ตํ่ากวา NF เนื่องจากน้ําเล้ียงเช้ือ NF มีสปอรของแอกติโน
มัยซีสปะปนอยู ดังนั้นสปอรของเช้ือสามารถเจริญและสรางสารตัวกลางที่มีฤทธิ์ในการยับย้ังการเจริญของเชื้อราทดสอบได
ตอไป เม่ือทําการทดสอบบนผลพริกพบวา การแชพริกลงในสารปองกันกําจัดกอนทําการปลูกเช้ือทําใหเช้ือปฏิปกษมีโอกาสอยู
รอดสูงกวาเช้ือราทดสอบ อีกทั้งเช้ือปฏิปกษสามารถเปนปรสิตในเชื้อกอโรคได (El-Tarabily et al., 2006) จึงสงผลใหเกิดโรค
ตํ่ากวาชุดที่มีการปลูกเช้ือกอนปองกันกําจัด การศึกษาคร้ังนี้ ไดกระตุนใหเช้ือสรางเอนไซมไคทิเนสโดยนํามาเล้ียงในอาหารที่มี
ไคทินเปนแหลงคารบอน เม่ือวิเคราะหคากิจกรรมของเอนไซมในตัวอยาง พบวาน้ําเล้ียงเช้ือ F ของไอโซเลต OMA60-01 มีคา
กิจกรรมของเอนไซมสูงกวาไอโซเลตอื่นๆ และเม่ือนํามากรองผานเมมเบรน (pore size 10 kDa) เพื่อแยกเอาเอนไซมไคทิเน
สซ่ึงสวนใหญมีขนาดโมเลกุลใหญกวา 10 kDa ออกมา (Tanabe et al., 2000) เม่ือทดสอบการยับย้ัง พบวาสวนที่เปนเอนไซม
ไคทิเนสใหผลการยับย้ังที่สูงกวาสวนที่ผานแผนกรองและใหผลใกลเคียงกับน้ําเล้ียงเช้ือ F ดังนั้นการทดลองน้ี แสดงใหเห็นวา
การยับย้ังที่เกิดจาก F สวนใหญเปนผลมาจากเอนไซมไคทิเนสที่เช้ือสรางขึ้น นอกจากนี้ผลการยับย้ังอาจเกิดไดจากสาร
ตัวกลางอื่นๆ ที่เช้ือสามารถสรางขึ้นไดเชนกัน เชน glucanase หรือสารปฏิชีวนะ (Macagnan et al., 2008) เปนตน  
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