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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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บทคัดยอ 

ทําการศึกษาปฏิสัมพันธระหวางยีสตปฏิปกษกับเช้ือราสาเหตุโรคผลเนามะละกอ 2 คู ระหวาง Pichia anomala กับ 
Colletotrichum gloeosporioides และ Saccharomycopsis fibuligera กับ Lasiodiplodia theobromae โดยการปลูกเช้ือลง
บนผลมะละกอ เม่ือตรวจสอบโดยตรงโดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด พบวาเซลลของยีสตปฏิปกษเกาะบนผิว
ของสปอรและบนเสนใยของเชื้อราสาเหตุโรค นอกจากนี้พบวาบริเวณท่ีเซลลยีสตเกาะมีลักษณะเปนหลุม เม่ือศึกษากิจกรรม
ของเอนไซมโดยเล้ียงยีสตปฏิปกษรวมกับเช้ือราสาเหตุโรคในอาหารเหลวดัดแปลงสูตร Czapek ที่ผสม peptone 5 กรัม และ 
beef extract 3 กรัม พบวายีสตปฏิปกษทั้งสองชนิดสามารถผลิตเอนไซมไคติเนส ซึ่งมีคุณสมบัติในการยอยสลายเสนใยและ
สปอรของเช้ือราสาเหตุโรค  จากผลงานน้ีทําใหเช่ือไดวายีสตปฏิปกษทั้งสองชนิดนาจะนํามาใชในการควบคุมโรคผลเนาของ
มะละกอโดยชีววิธีได 
คําสําคัญ: Colletotrichum  gloeosporioides, Lasiodiplodia  theobromae, ยีสตปฏิปกษ 

 
คํานํา 

มะละกอเปนผลไมที่นิยมใชรับประทานสุก หากการจัดการในแปลงไมเหมาะสม มีผลกระทบตอการเก็บรักษาซ่ึงทําให
เกิดโรคขั้วผลเนาและแอนแทรคโนส ยีสตปฏิปกษหลายชนิดไดถูกนํามาควบคุมโรคพืชหลังการเก็บเก่ียวที่เกิดจากเชื้อรา เชน 
Saccharomyces, Candida, Hansenula, Pichia, Cryptococcus, Kluyveromyces และ Zygosaccharomyces ทั้งนี้เพื่อลด
การใชสารเคมีปองกันกําจัดเช้ือรา ซึ่งกระทบตอผูบริโภคและส่ิงแวดลอม การประเมินประสิทธิภาพในการนํายีสตมาใชเปน    
ชีวภัณฑและการศึกษาปฏิสัมพันธระหวางยีสตปฏิปกษและเช้ือสาเหตุโรคเปนส่ิงที่นาสนใจเพื่อทราบถึงกลไกในการควบคุม 

 
อุปกรณและวิธีการ  

ประสิทธิภาพของยีสตปฏิปกษตอการเจริญของเสนใยเช้ือ C. gloeosporioides และ L. theobromaeในอาหารเหลว 
เล้ียงเช้ือรา C. gloeosporioides (CG) และ L. theobromae (LT) บนอาหาร PDA บมที่อุณหภูมิหอง ภายใตแสง

สลับความมืดเปนเวลา 12 ชั่วโมง นาน 5 วัน ตัดบริเวณขอบโคโลนีดวย cork borer ใสลงในขวดฝาเกลียวขนาด 500 มิลลิลิตร 
ที่มี Nutrient Yeast Dextrose Agar (NYDB) ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ขวดละ 3 ชิ้นวุน จากนั้นใชปเปตดูด cell suspension ของ
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ยีสตปฏิปกษที่ความเขมขน 1x108 เซลล/มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสในขวดอาหาร NYDB ยีสตที่ทดสอบกับเช้ือรา               
C. gloeosporioides ไดแก Pichia anomala (PA) สวน L. theobromae ทดสอบกับ Saccharomycopsis fibuligera (SF) 
นําไปเขยาบน shaker ความเร็ว 160 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 72 ชั่วโมง วางแผนการทดลองแบบ Completely 
Randomized Design (CRD) กรรมวิธีละ 3 ซ้ํา เม่ือครบกําหนดจึงกรองเสนใยที่ไดในแตละกรรมวิธีมาทําใหแหงโดยใชเคร่ือง 
freeze drier แลวจึงชั่งน้ําหนักแหง คํานวณหาเปอรเซ็นตการยับย้ังการเจริญของเสนใย โดยใชสูตร 

เปอรเซ็นตการยับย้ังการเจริญของเสนใย = นน.เฉล่ียของเชื้อราชุดควบคุม - นน.เฉล่ียของเชื้อราในแตละกรรมวิธี   x 100 
      นน.เฉล่ียของเชื้อราชุดควบคุม 

และตรวจสอบความเปล่ียนแปลงของลักษณะโครงสรางของเสนใยเช้ือราใตกลองจุลทรรศนแบบ compound microscope 
 
กลไกของยีสตในการยับย้ังการทําลายของเช้ือรา C. gloeosporioides และ L. theobromae บนผลมะละกอ 

หยด cell suspension ของยีสต P. anomala และ S. fibuligera ที่มีอายุ 5 วัน เล้ียงบนอาหาร PDA ความเขมขน 
1x108 เซลล/มล. ปริมาตร 20 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 25ซ นาน 12 ชั่วโมง หยด spore suspension ของเช้ือรา               
C. gloeosporioides และ L. theobromae ความเขมขน 1x104 เซลล/มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 25ซ 
นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นนําไปวางในตะกราพลาสติก คลุมดวยถุงพลาสติก และใหความช้ืนดวยการฉีดน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือปดปาก
ถุงใหสนิท บมที่อุณหภูมิ 25ซ เม่ือครบระยะเวลาใชใบมีดโกนตัดชิ้นพืชใหมีขนาด 5×5 มิลลิเมตร หนา 3 มิลลิเมตร นําไปแช
ในสารละลาย glutaraldehyde 2.5% ใน 0.1 M phosphate, buffer pH 7.2 ทิ้งขามคืน จากนั้นนําไปเตรียมตัวอยางทาง
ชีววิทยาเพื่อตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนแบบสองกราด (scanning electron microscope; SEM; JEOL, model JSM-
5410LV)  
 
การผลิตเอนไซมไคติเนสโดยยีสตปฏิปกษ 

เตรียมเซลลแขวนลอยของยีสต P. anomala และ S. fibuligera ที่เล้ียงบนอาหาร PDA อายุ 5 วัน ใหไดความเขมขน 
1×108เซลล/มิลลิลิตร ดูดปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใสในอาหารเหลวดัดแปลง Czapek (modified Czapek’s broth medium) 
ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่ผสมดวย peptone 5 กรัม และ beef extract 3 กรัม ใน flask ขนาด 500 มิลลิลิตร และเล้ียงยีสต
รวมกับเช้ือราท่ีเล้ียงบนอาหาร PDA อายุ 5 วัน (P. anomala/C. gloeosporioides และ S. fibuligera/L. theobromae) นํา 
mycelial disc จํานวน 2 ชิ้นวุน ใสในอาหารเหลวนําไปเขยาบนเครื่อง shaker ความเร็ว 160 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง นาน 7 
วัน เก็บตัวอยางเพื่อตรวจสอบกิจกรรมที่เวลา 3, 5 และ 7 วัน โดยเก็บสารตัวอยางกรรมวิธีละ 10 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที นําสวนที่เปนน้ําใส (เปน crude enzyme) เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20ซ 
เพื่อทําการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมไคติเนส (chitinase activity) โดยตรวจสอบหาปริมาณนํ้าตาลเอ็น-อะซิติลดีกลูโคซา
มีน (N-acetyl-D-glucosamine, NAGA) ที่เกิดขึ้น และเปรียบเทียบปริมาณไคติเนสมาตรฐานจากเช้ือ Streptomyces griseus 
ดวยวิธีของ Nelson (1944) และ Somogyi (1952) ทําโดยนํา crude enzyme ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดสอบที่มี
สารละลาย colloidal chitin ความเขมขน 1% ละลายใน 0.1 โมล โซเดียมอะซีเตทบัฟเฟอร pH 5 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาให
เขากันบมที่อุณหภูมิ 30ซ นาน 2 ชั่วโมง จากน้ันเติมน้ํากล่ันปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร และสารละลาย D ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
ตมในน้ํา 20 นาที แลวจึงหยุดปฏิกิริยาในนํ้าเย็น 5 นาที เติมสารละลาย E ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลววัดคา
ดูดกลืนแสงดวยเคร่ือง spectrophotometer (Boceo, S-22) ที่ความยาวคล่ืน 550 นาโนเมตร เปรียบเทียบคาที่ไดเพื่อประเมิน
กิจกรรมของคติเนสในสารละลายตัวอยางกับกราฟมาตรฐาน (standard curve) ที่ไดมาใชในการคํานวณหาปริมาณ 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 จากนั้นปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร แลวกรองเก็บไวในขวดสีชา 
 สารละลาย B:30 กรัม coppersulphate pentahydrate ละลายในน้ํากล่ัน 200 มิลลิลิตร จากน้ันหยด sulphuric acid เขมขน จํานวน 4 

หยด เก็บไวในขวดสีชา  
 สารละลาย C:50 กรัม ammonium molybdate ละลายในน้ํากล่ัน 900 มิลลิลิตร จากนั้นผสม sulphuric acid เขมขน จํานวน 42 

มิลลิลิตร จากนั้นจึงผสม 6 กรัม sodium arsenate heptahydrate ที่ละลายในน้ํา 50 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร  
 สารละลาย D:สารละลาย B ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมในสารละลาย A ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 
 สารละลาย E:เจือจางสารละลาย C ดวยน้ํากล่ันในอัตราสวน 1:5 กอนใช 
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ผล 
ประสิทธิภาพของยีสตปฏิปกษตอการเจริญของเสนใยเช้ือC. Gloeosporioides และ L.theobromaeในอาหารเหลว 

ผลการทดลองปรากฏวาเช้ือรา C. gloeosporioides ที่เล้ียงรวมกับยีสต P. anomala (CG+Pa) มีน้ําหนักแหง 0.09 
กรัม สวนกรรมวิธีควบคุม (CG only) มีน้ําหนัก 2.66 กรัม และสามารถคิดคาการยับย้ังการเจริญของเสนใยเช้ือราได 96.76% 
สวนเชื้อรา L. theobromae ที่เล้ียงรวมกับยีสต S. fibuligera (LT+SF) มีน้ําหนักแหงเทากับ 0.11 กรัม ขณะที่กรรมวิธีควบคุม
(LT only) มีน้ําหนักแหงเทากับ 0.63 กรัม (Table 1) จากการศึกษาใตกลองจุลทรรศนพบวาทั้ง C. gloeosporioides และ         
L. theobromae มีเซลลยีสตจํานวนมากเกาะอยูบริเวณโดยรอบเสนใยผนังเซลลมีการติดสีไมสมํ่าเสมอ เสนใยมีลักษณะ
ผิดปกติ ผนังเซลลมีลักษณะคลายเปนรู มีการสูญเสียของเหลวภายใน และเสนใยมีการเจริญขยายออกไปทางปลายเสนใย 
(proliferation) นอย 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 

 
กลไกของยีสตในการยับย้ังการทําลายของเช้ือรา C. gloeosporioides และ L. theobromae บนผลมะละกอ 

จากการตรวจสอบใตกลองจุลทรรศนแบบสองกราด พบวาเซลลยีสต P. anomala และ S. fibuligera สามารถเจริญ
ครอบคลุมพื้นผิวและบริเวณผลท่ีทําแผลบนผลมะละกอไดดี โดยสามารถยึดเกาะเสนใยและสปอรของเช้ือรา                 
C. gloeosporioides และ L. theobromae ได ซึ่งบริเวณท่ีถูกยึดเกาะดวยเซลลยีสตจะมีลักษณะเหี่ยวและผนังเซลลไมสมบูรณ 
พบเซลลยีสตฝงตัวอยูบริเวณเสนใยและสปอรของเช้ือรา (Figure 3) 
การผลิตเอนไซมไคติเนสโดยยีสตปฏิปกษ 

พบวายีสต P. anomala ผลิตเอนไซมไคติเนสได 1.65, 1.36 และ 0.91 unit/มิลลิลิตร ในวันที่ 3, 5 และ 7 ตามลําดับ 
เม่ือเล้ียงรวมกับ C. gloeosporioides พบวาผลิตเอนไซมได 1.21, 1.01 และ 0.90 unit/มิลลิลิตร ตามลําดับ สวนยีสต           
S. fibuligera มีการผลิตเอนไซมไคติเนสได 1.32, 1.15 และ 1.56 unit/มิลลิลิตร ตามลําดับ เม่ือเล้ียงรวมกับเช้ือรา                  
L. theobromae พบการผลิตเอนไซมเพิ่มขึ้นโดยมีคาเทากับ 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
 

วิจารณผล 
ยีสตปฏิปกษและเช้ือสาเหตุมีปฏิสัมพันธระหวางกัน งานวิจัยนี้พบวายีสต P. anomala และ S. fibuligera สามารถ

เพิ่มปริมาณไดบนผลมะละกอ และสัมผัสสวนของเสนใยและสปอรของเช้ือราสาเหตุทั้ง C. gloeosporioides และ                
L. theobromae ซึ่งเปนบทบาทสําคัญตอการนํามาใชในการควบคุมโดยชีววิธี (Arras, 1996; Cook, 2002) บริเวณผนังเสนใย
ของเช้ือราสาเหตุเห็นไดชัดวาเกิดการร่ัวไหลทําใหสูญเสียของเหลวภายใน (cytoplasm) อาจมีผลตอคุณสมบัติของโปรตีน 
(protein integrity) และไปยับย้ังกระบวนการหายใจระดับเซลลของเช้ือรา จากงานวิจัยของ Hashem and Alamri (2009) 
พบวาเม่ือยีสต P. anomala Moh 93 เขาไปสัมผัสยึดเกาะบริเวณปลายเสนใยเช้ือรา ทําใหผนังของเสนใยเช้ือรา เกิดรอยเวา 
เปนรู เม่ือศึกษาการสรางเอนไซมไคติเนส พบวายีสตทั้งสองชนิดสรางเอนไซมชนิดนี้ได และไปยอยสลายผนังเซลลซึ่งเช้ือรา
สาเหตุกลุมนี้มีไคติน (chitin) เปนองคประกอบโดยสวนใหญ Nantawanit et al. (2010) รายงานวาเช้ือยีสต Pichia 
guilliermondii R13 ผลิตสารบางชนิดออกมาไดแก phenylalanine ammonia-lyase (PAL) chitinase และ ß-1,                  
3–glucanase ซึ่งอาจเปนไปไดวาสารเหลานี้อาจสงผลทําใหมีการเจริญของเสนใยที่ผิดปกติ หรือ บวมโปง และสปอร และเสน
ใยของเช้ือราเกิดความผิดปกติ อยางไรก็ตาม ÍzgÜ et al. (2006) รายงานวากิจกรรมของ ß-1, 3–glucanase มีผลตอการ
ปลดปลอยสารพิษ(killer toxin)ของยีสต P. anomala NCYC 434 ซึ่งมีบทบาทตอการยับย้ังการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคได 
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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  
ยีสตปฏิปกษ P. anomala และ S. fibuligera เม่ือเล้ียงในอาหารเหลว NYDB สามารถยับย้ังการเจริญของเสนใยเช้ือ

รา C. gloeosporioidesและ L. theobromae ได จากการตรวจดูใตกลองจุลทรรศน พบวาเซลลยีสตเกาะโดยรอบเสนใย 
ของเหลวภายในเสนใยเกิดการร่ัวไหล เม่ือศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนแบบสองกราด พบวาเซลลยีสตเกาะฝงตัวสวนของ
สปอรและเสนใยเช้ือราสาเหตุโรค ทําใหมีลักษณะเหี่ยวและผนังเซลลไมสมบูรณ นอกจากนี้ยังพบวายีสตทั้งสองชนิดสามารถ
สรางเอนไซมไคติเนสได โดยเฉพาะในวันที่ 5 ของการเล้ียงเช้ือราสาเหตุโรครวมกับยีสตจะมีการผลิตเอนไซมเพิ่มมากขึ้น 
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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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