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Abstract 
The interaction between two pairs of antagonistic yeasts and fungal pathogens causing fruit rot of papaya 

(Pichia anomala/Colletotrichum gloeosporioides and Saccharomycopsis fibuligera/Lasiodiplodia theobromae) 
were investigated on papaya fruit using scanning electron microscope (SEM). The result showed attachment of  
antagonistic yeast cells to hyphal and conidial surface of pathogens. Additionally, pitting on the point of 
attachment to the hyphal and conidial walls were detected. Enzyme activity was examined by culturing 
antagonistic yeast and fungal pathogen in modified Czapek’s broth medium added with 5 gm of peptone and 3 
gm of  beef extract. Result showed that both antagonistic yeasts can produce chitinase enzyme which can 
degrade the fungal hyphae and spores.  So, it is believed that both antagonistic yeasts can be used for biological 
control of papaya fruit rot disease.  
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บทคัดยอ 

ทําการศึกษาปฏิสัมพันธระหวางยีสตปฏิปกษกับเช้ือราสาเหตุโรคผลเนามะละกอ 2 คู ระหวาง Pichia anomala กับ 
Colletotrichum gloeosporioides และ Saccharomycopsis fibuligera กับ Lasiodiplodia theobromae โดยการปลูกเช้ือลง
บนผลมะละกอ เม่ือตรวจสอบโดยตรงโดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด พบวาเซลลของยีสตปฏิปกษเกาะบนผิว
ของสปอรและบนเสนใยของเชื้อราสาเหตุโรค นอกจากนี้พบวาบริเวณท่ีเซลลยีสตเกาะมีลักษณะเปนหลุม เม่ือศึกษากิจกรรม
ของเอนไซมโดยเล้ียงยีสตปฏิปกษรวมกับเช้ือราสาเหตุโรคในอาหารเหลวดัดแปลงสูตร Czapek ที่ผสม peptone 5 กรัม และ 
beef extract 3 กรัม พบวายีสตปฏิปกษทั้งสองชนิดสามารถผลิตเอนไซมไคติเนส ซึ่งมีคุณสมบัติในการยอยสลายเสนใยและ
สปอรของเช้ือราสาเหตุโรค  จากผลงานน้ีทําใหเช่ือไดวายีสตปฏิปกษทั้งสองชนิดนาจะนํามาใชในการควบคุมโรคผลเนาของ
มะละกอโดยชีววิธีได 
คําสําคัญ: Colletotrichum  gloeosporioides, Lasiodiplodia  theobromae, ยีสตปฏิปกษ 

 
คํานํา 

มะละกอเปนผลไมที่นิยมใชรับประทานสุก หากการจัดการในแปลงไมเหมาะสม มีผลกระทบตอการเก็บรักษาซ่ึงทําให
เกิดโรคขั้วผลเนาและแอนแทรคโนส ยีสตปฏิปกษหลายชนิดไดถูกนํามาควบคุมโรคพืชหลังการเก็บเก่ียวที่เกิดจากเชื้อรา เชน 
Saccharomyces, Candida, Hansenula, Pichia, Cryptococcus, Kluyveromyces และ Zygosaccharomyces ทั้งนี้เพื่อลด
การใชสารเคมีปองกันกําจัดเช้ือรา ซึ่งกระทบตอผูบริโภคและส่ิงแวดลอม การประเมินประสิทธิภาพในการนํายีสตมาใชเปน    
ชีวภัณฑและการศึกษาปฏิสัมพันธระหวางยีสตปฏิปกษและเช้ือสาเหตุโรคเปนส่ิงที่นาสนใจเพื่อทราบถึงกลไกในการควบคุม 

 
อุปกรณและวิธีการ  

ประสิทธิภาพของยีสตปฏิปกษตอการเจริญของเสนใยเช้ือ C. gloeosporioides และ L. theobromaeในอาหารเหลว 
เล้ียงเช้ือรา C. gloeosporioides (CG) และ L. theobromae (LT) บนอาหาร PDA บมที่อุณหภูมิหอง ภายใตแสง

สลับความมืดเปนเวลา 12 ชั่วโมง นาน 5 วัน ตัดบริเวณขอบโคโลนีดวย cork borer ใสลงในขวดฝาเกลียวขนาด 500 มิลลิลิตร 
ที่มี Nutrient Yeast Dextrose Agar (NYDB) ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ขวดละ 3 ชิ้นวุน จากนั้นใชปเปตดูด cell suspension ของ
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ยีสตปฏิปกษที่ความเขมขน 1x108 เซลล/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในขวดอาหาร NYDB ยีสตที่ทดสอบกับเช้ือรา               
C. gloeosporioides ไดแก Pichia anomala (PA) สวน L. theobromae ทดสอบกับ Saccharomycopsis fibuligera (SF) 
นําไปเขยาบน shaker ความเร็ว 160 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 72 ชั่วโมง วางแผนการทดลองแบบ Completely 
Randomized Design (CRD) กรรมวิธีละ 3 ซ้ํา เม่ือครบกําหนดจึงกรองเสนใยที่ไดในแตละกรรมวิธีมาทําใหแหงโดยใชเคร่ือง 
freeze drier แลวจึงชั่งน้ําหนักแหง คํานวณหาเปอรเซ็นตการยับย้ังการเจริญของเสนใย โดยใชสูตร 

เปอรเซ็นตการยับย้ังการเจริญของเสนใย = นน.เฉล่ียของเชื้อราชุดควบคุม - นน.เฉล่ียของเชื้อราในแตละกรรมวิธี   x 100 
      นน.เฉล่ียของเชื้อราชุดควบคุม 

และตรวจสอบความเปล่ียนแปลงของลักษณะโครงสรางของเสนใยเช้ือราใตกลองจุลทรรศนแบบ compound microscope 
 
กลไกของยีสตในการยับย้ังการทําลายของเช้ือรา C. gloeosporioides และ L. theobromae บนผลมะละกอ 

หยด cell suspension ของยีสต P. anomala และ S. fibuligera ที่มีอายุ 5 วัน เล้ียงบนอาหาร PDA ความเขมขน 
1x108 เซลล/มล. ปริมาตร 20 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 25ซ นาน 12 ชั่วโมง หยด spore suspension ของเช้ือรา               
C. gloeosporioides และ L. theobromae ความเขมขน 1x104 เซลล/มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 25ซ 
นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นนําไปวางในตะกราพลาสติก คลุมดวยถุงพลาสติก และใหความช้ืนดวยการฉีดน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือปดปาก
ถุงใหสนิท บมที่อุณหภูมิ 25ซ เม่ือครบระยะเวลาใชใบมีดโกนตัดชิ้นพืชใหมีขนาด 5×5 มิลลิเมตร หนา 3 มิลลิเมตร นําไปแช
ในสารละลาย glutaraldehyde 2.5% ใน 0.1 M phosphate, buffer pH 7.2 ทิ้งขามคืน จากนั้นนําไปเตรียมตัวอยางทาง
ชีววิทยาเพื่อตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนแบบสองกราด (scanning electron microscope; SEM; JEOL, model JSM-
5410LV)  
 
การผลิตเอนไซมไคติเนสโดยยีสตปฏิปกษ 

เตรียมเซลลแขวนลอยของยีสต P. anomala และ S. fibuligera ที่เล้ียงบนอาหาร PDA อายุ 5 วัน ใหไดความเขมขน 
1×108เซลล/มิลลิลิตร ดูดปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใสในอาหารเหลวดัดแปลง Czapek (modified Czapek’s broth medium) 
ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่ผสมดวย peptone 5 กรัม และ beef extract 3 กรัม ใน flask ขนาด 500 มิลลิลิตร และเล้ียงยีสต
รวมกับเช้ือราท่ีเล้ียงบนอาหาร PDA อายุ 5 วัน (P. anomala/C. gloeosporioides และ S. fibuligera/L. theobromae) นํา 
mycelial disc จํานวน 2 ชิ้นวุน ใสในอาหารเหลวนําไปเขยาบนเครื่อง shaker ความเร็ว 160 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง นาน 7 
วัน เก็บตัวอยางเพื่อตรวจสอบกิจกรรมที่เวลา 3, 5 และ 7 วัน โดยเก็บสารตัวอยางกรรมวิธีละ 10 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที นําสวนที่เปนน้ําใส (เปน crude enzyme) เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20ซ 
เพื่อทําการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไคติเนส (chitinase activity) โดยตรวจสอบหาปริมาณนํ้าตาลเอ็น-อะซิติลดีกลูโคซา
มีน (N-acetyl-D-glucosamine, NAGA) ที่เกิดขึ้น และเปรียบเทียบปริมาณไคติเนสมาตรฐานจากเช้ือ Streptomyces griseus 
ดวยวิธีของ Nelson (1944) และ Somogyi (1952) ทําโดยนํา crude enzyme ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดสอบที่มี
สารละลาย colloidal chitin ความเขมขน 1% ละลายใน 0.1 โมล โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร pH 5 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาให
เขากันบมที่อุณหภูมิ 30ซ นาน 2 ชั่วโมง จากน้ันเติมน้ํากล่ันปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร และสารละลาย D ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
ตมในน้ํา 20 นาที แลวจึงหยุดปฏิกิริยาในนํ้าเย็น 5 นาที เติมสารละลาย E ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลววัดคา
ดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง spectrophotometer (Boceo, S-22) ที่ความยาวคล่ืน 550 นาโนเมตร เปรียบเทียบคาที่ไดเพื่อประเมิน
กิจกรรมของคติเนสในสารละลายตัวอยางกับกราฟมาตรฐาน (standard curve) ที่ไดมาใชในการคํานวณหาปริมาณ NAGA 
(ดัดแปลงจากวิธีการของ Nelson, 1944) 

 
หมายเหตุ: สารละลาย A:ละลาย 25 กรัม anhydrous sodium carbonate, 25 กรัม sodium potassium tartrateและ 200 กรัม sodium sulphate 

ละลายในน้ํากล่ันปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร แลวกรองเก็บไวในขวดสีชา 
 สารละลาย B:30 กรัม coppersulphate pentahydrate ละลายในน้ํากล่ัน 200 มิลลิลิตร จากน้ันหยด sulphuric acid เขมขน จํานวน 4 

หยด เก็บไวในขวดสีชา  
 สารละลาย C:50 กรัม ammonium molybdate ละลายในน้ํากล่ัน 900 มิลลิลิตร จากนั้นผสม sulphuric acid เขมขน จํานวน 42 

มิลลิลิตร จากนั้นจึงผสม 6 กรัม sodium arsenate heptahydrate ที่ละลายในน้ํา 50 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร  
 สารละลาย D:สารละลาย B ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมในสารละลาย A ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 
 สารละลาย E:เจือจางสารละลาย C ดวยน้ํากล่ันในอัตราสวน 1:5 กอนใช 
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ผล 
ประสิทธิภาพของยีสตปฏิปกษตอการเจริญของเสนใยเช้ือC. Gloeosporioides และ L.theobromaeในอาหารเหลว 

ผลการทดลองปรากฏวาเช้ือรา C. gloeosporioides ที่เล้ียงรวมกับยีสต P. anomala (CG+Pa) มีน้ําหนักแหง 0.09 
กรัม สวนกรรมวิธีควบคุม (CG only) มีน้ําหนัก 2.66 กรัม และสามารถคิดคาการยับย้ังการเจริญของเสนใยเช้ือราได 96.76% 
สวนเชื้อรา L. theobromae ที่เล้ียงรวมกับยีสต S. fibuligera (LT+SF) มีน้ําหนักแหงเทากับ 0.11 กรัม ขณะที่กรรมวิธีควบคุม
(LT only) มีน้ําหนักแหงเทากับ 0.63 กรัม (Table 1) จากการศึกษาใตกลองจุลทรรศนพบวาทั้ง C. gloeosporioides และ         
L. theobromae มีเซลลยีสตจํานวนมากเกาะอยูบริเวณโดยรอบเสนใยผนังเซลลมีการติดสีไมสมํ่าเสมอ เสนใยมีลักษณะ
ผิดปกติ ผนังเซลลมีลักษณะคลายเปนรู มีการสูญเสียของเหลวภายใน และเสนใยมีการเจริญขยายออกไปทางปลายเสนใย 
(proliferation) นอย เม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม (Figure 1 and Figure 2) 
 
Table 1  Efficiency of two antagonistic yeasts – Pichia anomala and Saccharomycopsis fibuligera on inhibition of 

mycelia growth of Colletotrichum gloeosporioides and Lasiodiplodia theobromae causing papaya fruit 
rot disease 

Treatment Mycelial dry weight (gm) Mycelial growth inhibition (%)
CG only (control) 2.66 0.00 
CG + PA 0.09 96.76 
LT only (control) 0.63 0.00 
LT + SF 0.11 83.35 

 
กลไกของยีสตในการยับย้ังการทําลายของเช้ือรา C. gloeosporioides และ L. theobromae บนผลมะละกอ 

จากการตรวจสอบใตกลองจุลทรรศนแบบสองกราด พบวาเซลลยีสต P. anomala และ S. fibuligera สามารถเจริญ
ครอบคลุมพื้นผิวและบริเวณผลท่ีทําแผลบนผลมะละกอไดดี โดยสามารถยึดเกาะเสนใยและสปอรของเช้ือรา                 
C. gloeosporioides และ L. theobromae ได ซึ่งบริเวณท่ีถูกยึดเกาะดวยเซลลยีสตจะมีลักษณะเหี่ยวและผนังเซลลไมสมบูรณ 
พบเซลลยีสตฝงตัวอยูบริเวณเสนใยและสปอรของเช้ือรา (Figure 3) 
การผลิตเอนไซมไคติเนสโดยยีสตปฏิปกษ 

พบวายีสต P. anomala ผลิตเอนไซมไคติเนสได 1.65, 1.36 และ 0.91 unit/มิลลิลิตร ในวันที่ 3, 5 และ 7 ตามลําดับ 
เม่ือเล้ียงรวมกับ C. gloeosporioides พบวาผลิตเอนไซมได 1.21, 1.01 และ 0.90 unit/มิลลิลิตร ตามลําดับ สวนยีสต           
S. fibuligera มีการผลิตเอนไซมไคติเนสได 1.32, 1.15 และ 1.56 unit/มิลลิลิตร ตามลําดับ เม่ือเล้ียงรวมกับเช้ือรา                  
L. theobromae พบการผลิตเอนไซมเพิ่มขึ้นโดยมีคาเทากับ 2.07, 3.73 และ 1.64 unit/มิลลิลิตร ตามลําดับ (Table 2) 
 
Table 2  Chitinase production of antagonistic yeasts in modified Czapek medium at room temperature and 

detected by monitoring the UV absorbance at 550 nm 
Treatment Chitinase (unit/ml)

day3 day5 day7
PA  1.65 1.36 0.91
CG + PA 1.21 1.01 0.90
SF 1.32 1.15 1.56
LT + SF 2.07 3.73 1.64
 

วิจารณผล 
ยีสตปฏิปกษและเช้ือสาเหตุมีปฏิสัมพันธระหวางกัน งานวิจัยนี้พบวายีสต P. anomala และ S. fibuligera สามารถ

เพิ่มปริมาณไดบนผลมะละกอ และสัมผัสสวนของเสนใยและสปอรของเช้ือราสาเหตุทั้ง C. gloeosporioides และ                
L. theobromae ซึ่งเปนบทบาทสําคัญตอการนํามาใชในการควบคุมโดยชีววิธี (Arras, 1996; Cook, 2002) บริเวณผนังเสนใย
ของเช้ือราสาเหตุเห็นไดชัดวาเกิดการร่ัวไหลทําใหสูญเสียของเหลวภายใน (cytoplasm) อาจมีผลตอคุณสมบัติของโปรตีน 
(protein integrity) และไปยับย้ังกระบวนการหายใจระดับเซลลของเช้ือรา จากงานวิจัยของ Hashem and Alamri (2009) 
พบวาเม่ือยีสต P. anomala Moh 93 เขาไปสัมผัสยึดเกาะบริเวณปลายเสนใยเช้ือรา ทําใหผนังของเสนใยเช้ือรา เกิดรอยเวา 
เปนรู เม่ือศึกษาการสรางเอนไซมไคติเนส พบวายีสตทั้งสองชนิดสรางเอนไซมชนิดนี้ได และไปยอยสลายผนังเซลลซึ่งเช้ือรา
สาเหตุกลุมนี้มีไคติน (chitin) เปนองคประกอบโดยสวนใหญ Nantawanit et al. (2010) รายงานวาเช้ือยีสต Pichia 
guilliermondii R13 ผลิตสารบางชนิดออกมาไดแก phenylalanine ammonia-lyase (PAL) chitinase และ ß-1,                  
3–glucanase ซึ่งอาจเปนไปไดวาสารเหลานี้อาจสงผลทําใหมีการเจริญของเสนใยที่ผิดปกติ หรือ บวมโปง และสปอร และเสน
ใยของเช้ือราเกิดความผิดปกติ อยางไรก็ตาม ÍzgÜ et al. (2006) รายงานวากิจกรรมของ ß-1, 3–glucanase มีผลตอการ
ปลดปลอยสารพิษ(killer toxin)ของยีสต P. anomala NCYC 434 ซึ่งมีบทบาทตอการยับย้ังการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคได 
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Figure 3  Scanning electron micrographs antagonistic yeasts  (A) cells of Pichia anomala TISTR5329 colonized 
around hyphae of Colletotrichum gloeosporioides and pitting in the hyphal cell wall of the causal agent 
(B-D) yeast cells of Saccharomycopsis fibuligera budding and interacting hyphae and also conidia of 
Lasiodiplodia theobromae 

 

สรุป  
ยีสตปฏิปกษ P. anomala และ S. fibuligera เม่ือเล้ียงในอาหารเหลว NYDB สามารถยับย้ังการเจริญของเสนใยเช้ือ

รา C. gloeosporioidesและ L. theobromae ได จากการตรวจดูใตกลองจุลทรรศน พบวาเซลลยีสตเกาะโดยรอบเสนใย 
ของเหลวภายในเสนใยเกิดการร่ัวไหล เม่ือศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนแบบสองกราด พบวาเซลลยีสตเกาะฝงตัวสวนของ
สปอรและเสนใยเช้ือราสาเหตุโรค ทําใหมีลักษณะเหี่ยวและผนังเซลลไมสมบูรณ นอกจากนี้ยังพบวายีสตทั้งสองชนิดสามารถ
สรางเอนไซมไคติเนสได โดยเฉพาะในวันที่ 5 ของการเล้ียงเช้ือราสาเหตุโรครวมกับยีสตจะมีการผลิตเอนไซมเพิ่มมากขึ้น 
 

คําขอบคุณ 
ขอขอบคุณศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเก่ียว มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน ที่ใหการ
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1μm 1μm A B A B

Figure 1 (A) Hyphae of Colletotrihum gloeosporioides
(B) Pichia anomalaTISTR5329 yeast cells 
showing superficial attachment on C. 
gloeosporioides  hypha  

Figure 2 (A) Hyphae of Lasiodiplodia theobromae (B) 
yeast cells of Saccharamycopsis fibuligera 
affecting to cytoplasm leakage of L. 
theobromae 
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