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Abstract: The efficacy of biofilm culture filtrate from Streptomyces albus strain CEN26 to control late  
blight pathogen, Phytophthora infestans was investigated. Inhibition of P. infestans, mycelial growth, 
germination and viability of the sporangia were evaluated and found that the minimum concentration of  
the filtrate at 60 % effectively 100 % inhibited the fungus. The filtrate concentration at 40 % resulted in 
significant inhibition of the fungal mycelial growth and sporangia viability at lower rates than the 60 % trials, 
though, it’s still extremely inhibited the sporangia germination in all incubation period trials. Even though, 
the concentration at 20 % had no effect on sporangia viability but clearly restrained its germination period. 
The disease control trial in greenhouse condition using bioproducts produced from biofilm culture filtrate 
combined with dry spore of S. albus strain CEN26 showed reductions in both percentages of disease 
incidence and severity index better than the trial of bioproduct produced from only the dry spore. Then, 
bioproduct produced from biofilm culture filtrate combined with the dry spore was selected to apply in 
farmer plot trial, by spraying 0.3 g/l once a week for 4 months, the disease reduction was found with 
percent of disease incidence and severity index revealed at 25.45 % and 45.63 %, while the untreated 
farmer plot was determined at 52.30 % and 75.45 %, respectively. 
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ค าน า 
 

โรค ใบ ไหม้ ขอ งม ะ เขื อ เท ศ  เกิ ด จาก รา 
Phytophthra infestans เป็นโรคที่มีความส าคัญที่สุด  
ที่ส่งผลต่อการผลิตมะเขือเทศทั่วโลก ภายใต้สภาวะ
แวดล้อมที่ เหมาะสม เชื ้อสาเหตุจะสามารถแพร่ 
ระบาดเขา้ท าท าลายพืชไดอ้ย่างรวดเร็ว และก่อใหเ้กิด 
ผลเสียหายอย่างรุนแรง (Nelson, 2008) สามารถพบ
อาการของโรคได้ในทุกระยะการเจริญ เติบโตและ 
ทุกส่วนของต้นมะเขือเทศ โดยทั่ วไป เกษตรกรนิยม
ควบคุมโรคนี ้ด้วยการใช้สารเคมีสังเคราะห์ในกลุ่ม 
ของสารฆ่ารา เนื่องจากมีประสิทธิภาพและมีความ-
สะดวก แต่พบว่า การใช้สารฆ่าราอย่างไม่ถูกต้อง ส่ง 
ผลกระทบต่อการดื ้อต่อสารฆ่าเราของเชื ้อสาเหต ุ 
และก่อใหเ้กิดความลม้เหลวในการควบคุมโรค (Brent 
and Hollomon, 1995) และการตกค้างของสารพิ ษ 
ทั้งในผลผลิตและสภาพแวดล้อมตามมาในภายหลัง 
ปัจจุบัน เกษตรกรมีความตระหนัก และใหค้วามส าคัญ
ต่อการผลิตพืชผลทางการเกษตรให้มีมาตรฐานและ
ความปลอดภัยด้านอาหารมากขึ ้น  (FAO, 2017)  
การควบคุมโรคพืชด้วยวิ ธีทางชีวภาพ เช่น การใช้
จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ควบคุมโรคพืช เป็นวิธีที่ค่อนข้าง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
เฉพาะเจาะจงและมีประสิทธิภาพ สามารถลดหรือ
บรรเทาการเกิดโรคของพืชได้  ดังนั้นความต้องการใน 
การใช้ผลิตภัณฑ์ชีวภาพในท้องตลาดจึงมีมากขึ ้น 
หากแต่ความหลากหลายของจุลินทรีย์ที่มีการน ามา 
ใช้ควบคุมโรคพืชยังมี ไม่มากนัก ที่มี ในท้องตลาด  
เช่น Bacillus sp., Trichoderma sp., Pseudomonas sp. 
และ Streptomyces sp. (Markets and Markets, 2021) 
ส าหรบั Streptomyces sp. เป็นแบคทีเรียที่มีลักษณะ
การเจริญคล้ายรา สามารถสังเคราะห์สารปฏิชีวนะ 
(Shimizu et al., 2000; Igarashi et al., 2000) ยั บ ยั้ ง 
ราสาเหตุโรคพืชได้ เช่น Phytopthora spp. (Abbasi  
et al., 2021) Pythium ultimum (Sellem et al., 2017) 
Sclerotium rolfsii (Taechowisan et al., 2012) Fusarium 
sp. (Winter et al., 2019) และ Alternaria brassicicola 
(Phuakjaiphaeo et al., 2016) ดังนั้น งานวิจัยนีจ้ึงมุ่ง
ศึกษาประสิทธิภาพของน ้ากรองเลีย้งเชื ้อที่ประยุกต์ 
การเลี ้ยงเชื ้อแบบไบโอฟิล์ม ของเชื ้อ Streptomyces 
albus สายพันธุ์ CEN26 ในการยับยั้งรา P. infestans 
และพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์ส าหรบัการควบคุมโรคใบไหม้
ของมะเขือเทศ เพื่ อ เพิ่ มทางเลือกให้เกษตรกรใน 
การใช้ผลิตภัณฑ์ชีวภาพควบคุมโรคพืชให้มากขึน้ใน
อนาคต 

บทคัดย่อ: การทดสอบประสิทธิภาพน า้กรองเลีย้งเชือ้แบบไบโอฟิลม์ของ Streptomyces albus สายพันธุ์ CEN26 
 ในการควบคุมรา Phytophthora infestans สาเหตุโรคใบไหม้ของมะเขือเทศ และประเมินการยับยั้งการเจริญของ 
เสน้ใย การงอกและความมีชีวิตของ sporangia พบว่า น า้กรองความเขม้ขน้ 60 เปอรเ์ซ็นต์ เป็นความเขม้ขน้ต ่าสุด  
ที่สามารถยับยั้งการเจริญของรา P. infestans ได้ที่  100 เปอรเ์ซ็นต์ อย่างไรก็ตาม ที่ความเข้มข้น 40 เปอรเ์ซ็นต ์ 
แม้จะสามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยและความมีชีวิตของ sporangia ได้ต  ่ากว่าความเข้มข้น 60 เปอรเ์ซ็นต ์ 
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ แต่ยงัคงยบัยัง้การงอกของ sporangia ไดด้ีมากในทุกระยะการบ่มเชือ้ และที่ความเขม้ขน้  
20 เปอรเ์ซ็นต ์แมไ้มส่ามารถยบัยัง้ความมีชีวิตของ sporangia ได ้แต่สามารถชะลอการงอกไดอ้ย่างชดัเจน สว่นการใช้
ชีวภณัฑค์วบคุมโรคใบไหมข้องมะเขือเทศในสภาพโรงเรือน พบว่า ชีวภณัฑท์ี่ผลิตจากน า้กรองเลีย้งเชือ้แบบไบโอฟิลม์
รวมกับสปอรแ์ห้ง ลดการเกิดโรคและมีดัชนีความรุนแรงของโรคต ่ากว่าการใช้ชีวภัณฑ์ที่ผลิตจากสปอรแ์ห้งเพียง 
อย่างเดียว และเมื่อน าชีวภัณฑท์ี่ผลิตจากน า้กรองเลีย้งเชือ้แบบไบโอฟิลม์รวมกับสปอรแ์หง้  ไปทดสอบในแปลงปลูก 
ของเกษตรกร โดยฉีดพ่นชีวภณัฑ์ 0.3 กรมัต่อลิตร สปัดาหล์ะ 1 ครัง้ เป็นเวลา 4 เดือน พบว่า สามารถลดการเกิดโรค 
ไดด้ี โดยมีการเกิดโรคและดัชนีความรุนแรงของโรคเท่ากับ 25.45 และ 45.63 เปอรเ์ซ็นต ์ขณะที่แปลงที่ไม่ไดฉี้ดพ่น 
ชีวภณัฑม์ีคา่เทา่กบั 52.30 และ 75.45 เปอรเ์ซ็นต ์ตามล าดบั 
 
ค าส าคัญ:  Streptomyces albus  Phytophthora infestans  น า้กรองเลีย้งเชือ้แบบไบโอฟิลม์  ชีวภณัฑ ์
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สายพันธุ ์CEN26 ในการยับยัง้เชือ้รา Phytophthora infestans สาเหตุโรคใบไหม้มะเขือเทศ 

อุปกรณแ์ละวิธีการ 
 
การแยกเชื้อและการระบุสายพันธุ์ของเชื้อรา 
สาเหตุโรค 

เก็บตัวอย่างโรคใบไหมจ้ากแปลงปลูกมะเขือ-
เทศ ณ สถานีเกษตรหลวงอินทนนท์ จังหวัดเชียงใหม ่ 
มาแยกเชื ้อสาเหตุโรคด้วยวิธีใช้เหยื่อล่อ (ดัดแปลง 
จาก Tumwine et al., 2000) โดยน าหวัมนัฝรั่งมาฆ่าเชือ้
ที่ ผิวด้วยเอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 15 นาที 
จากนั้นตัด ให้มี ขนาด  5 x 5 x 2 เซนติ เมตร ตัด ใบ 
มะเขือเทศที่ เป็นโรคกว้างประมาณ 1 x 1 เซนติเมตร  
ใส่บนฝาจานเพาะเชื ้อที่ผ่านการฆ่าเชื ้อแล้วจึงปิด 
ด้วยชิ ้นมันฝรั่ง และปิดด้วยก้นจานอาหารเพาะเชือ้ที่
ประกอบดว้ยอาหาร WA (water agar) บ่มเชือ้ที่อณุหภมูิ 
18 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน หลังจากน าเส้นใย 
ที่เจริญบนอาหาร WA มาแยกเชือ้บริสทุธ์ิโดยใชเ้ทคนิค
ตัดปลายเส้นใย และเลี ้ยงบนอาหาร rye - B บ่มเชื ้อ 
ที่อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส ในที่มืด เป็นเวลา 20 วัน 
น าเชือ้ราบริสุทธ์ิมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
และระบุสายพันธุ์ โดยใช้เทคนิค PCR ใช้ไพรเมอร ์ 
ITS1 (5 ' TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3') และ 
ITS4 (5' TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3') ในการ-
ตรวจสอบ โดยการตรวจและจัดล าดับนิวคลิโอไทด์ 
จากบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีใต ้
 
การเตรียม sporangia แขวนลอย 

เตรียมรา P. infestans โดยเลี ้ยงบนอาหาร  
rye - B บ่มเชือ้ที่อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
20 วัน จากนั้น เก็บ sporangia โดยการเทน ้ากลั่นที่ 
นึ่งฆ่าเชื ้อแล้ว 5 มิลลิลิตร ลงในจานอาหารเลีย้งเชื ้อ 
แล้วขูดผิวหน้าอาหารด้วยห่วงเขี่ยเชื ้อ น าไปกรอง 
เส้นใยเชื ้อราออกโดยใช้ผ้าขาวบาง และแบ่งสปอร์
แขวนลอยที่ ได้ใส่ลงในหลอด Eppendorf ขนาด 1.5 
มิ ล ลิ ลิ ต ร  ก่ อนน า ไป ป่ั น เห วี่ ย งให้ต กต ะกอนที่ 
ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 1 นาที  
และเก็บรวบรวม sporangia ที่ตกตะกอนที่ก้นหลอด 
ไวใ้ชต้อ่ไป 
 

การเตรียมน ้ากรองเลีย้งเชือ้แบบไบโอฟิลม์ 
น า เ ชื ้ อ  S. albus ส า ย พั น ธุ์  CEN26 

(Phuakjaiphaeo, 2017) ที่ เก็บรักษาไว้ที่  ภาควิชากีฏ
วิทยาและโรคพืช คณะเกษตรศาสตร ์มหาวิทยาลัย 
เชียงใหม่  มาเลี ้ยงบนอาหาร IMA-2 เป็นเวลา 7 วัน 
จากนั้น เตรียมหัวเชื ้อ  โดยใช้  10 culture disc ของ 
เชื ้อเลีย้งในอาหารเหลว ISPS สูตรดัดแปลง (ISP-2 + 
แป้งถั่ วเหลือง 2 เปอร์เซ็นต์) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
ที่ บ รรจุ ใน  Erlenmeyer flask ขน าด  250 มิ ลลิ ลิ ต ร  
เขย่าด้วยความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ  
35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน แล้วจึงน าหัวเชื ้อ 
ที่ ได้มาเพิ่ มปริมาณ ในอาหารใหม่ โดยเลี ้ย งแบบ 
ไบโอฟิล์ม โดยใช้หัวเชื ้อ 2 มิลลิลิตร ผสมกับอาหาร  
ISPS ปริมาตร 8 มิ ลลิลิตร เทลงเลี ้ยงในจานแก้ว  
ขนาด 15 x 1.5 เซนติเมตร ปิดฝา และบ่มที่อุณหภูมิ  
35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน จากนั้น กรองน ้า 
เลีย้งเชื ้อและสปอรอ์อกจากกันโดยใช้กระดาษกรอง 
Whatman เบอร ์1 น าน ้ากรองไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที น าน า้กรอง
ใสด้านบนไปท าให้ปลอดเชื ้อโดยกรองผ่าน  nylon-
syringe filter membrane ที่ มี  pore size เท่ ากับ  0.20 
ไมโครเมตร ปรับความเข้มข้นของน ้ากรองเลีย้งเชื ้อ 
ด้วยน ้ากลั่นให้ได้ความเข้มข้นที่  20, 40, 60, 80 และ  
100 เปอร์เซ็นต์ เพื่ อน าไปทดสอบประสิทธิภาพใน 
การยบัยัง้ราสาเหตโุรคต่อไป 
 
การยบัยัง้การเจริญของเส้นใยราสาเหตุโรค 

ทดสอบการยับยั้งการเจริญของเส้นใยรา  
P. infestans โดยวิธี agar well diffusion (Kavitha et al., 
2010) โดยน า culture disc ของราขนาดเสน้ผ่านศูนย์- 
กลาง 5 มิลลิเมตร วางห่าง 1 เซนติเมตร จากหลมุที่เจาะ
บนอาหารวุน้ rye-A ที่น าน า้กรองเลีย้งเชือ้แบบไบโอฟิลม์
แตล่ะความเขม้ขน้ที่ 20, 40, 60, 80 และ 100 เปอรเ์ซ็นต ์
หยอดลงไปในหลมุ ๆ ละ 50 ไมโครลิตร ส่วนชุดควบคุม
ใช้น ้ากลั่นแทนน ้ากรองเลี ้ยงเชื ้อ บ่มเชื ้อที่อุณหภูมิ  
18 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน บันทึกผล โดยวัด
เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนีของการเจริญของเส้นใยรา 
เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคมุ ทดลองกรรมวิธีละ 3 ซ า้ 
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วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์  (completely 
randomized design: CRD) เปรียบเทียบโดยใชว้ิธี least 
significant difference (LSD) วิเคราะห์ที่ ระดับความ-
เช่ือมั่น 95 เปอรเ์ซ็นต ์ค านวณเปอรเ์ซ็นตก์ารยบัยัง้การ-
เจรญิของเสน้ใยโดยใชส้ตูรตอ่ไปนี ้(Costa et al., 2015) 

เปอรเ์ซ็นตข์องการยบัยัง้เสน้ใย (%) = [(C-T)/C] x 100 
โดย C คื อ  เส้นผ่าศูนย์กลางโคโลนี ราใน

กรรมวิธีควบคุม และ T คือเสน้ผ่าศูนย์กลางโคโลนีรา 
ในกรรมวิธีทดสอบดว้ยน า้กรองเลีย้งเชือ้แบบไบโอฟิลม์
ในระดบัความเขม้ขน้ตา่ง ๆ 
 
การยบัยัง้การงอกและความมีชีวิตของ sporangia 

ทดสอบการยับยั้งการงอกและความมีชีวิต 
ของ sporangia ของราสาเหตุโรค โดยประยุกต์วิธีการ
ของ Glendinning et al. (1963) โดยน า sporangia มา
ผสมกับน ้ากรองเลี ้ยงเชื ้อแบบไบโอฟิล์มปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ในระดับความเข้มข้น 20, 40, 60, 80 และ  
100 เปอรเ์ซ็นต์ บ่มเชื ้อที่อุณหภูมิ  18 องศาเซลเซียส  
ในที่มืด  และตรวจสอบความมี ชีวิตของ sporangia 
ภายใต้  inverted fluorescent microscope ภายหลัง 
การยอ้มดว้ยสารเรืองแสง FDA (fluorescein diacetate) 
ดดัแปลงตามวิธีของ Larkin (1976) โดยใชค้วามเขม้ขน้ 
10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บันทึกเปอร์เซ็นต์การงอก 
และความมีชีวิตของ sporangia ทุก ๆ วัน เป็นเวลา 12 
วนั โดยนับกรรมวิธีละ 100 sporangia ส่วนชุดควบคุม 
ใช้น า้กลั่นแทนน า้กรองเลีย้งเชือ้ 
 
การเตรียมชีวภณัฑ ์

เตรียมชีวภัณฑ์จากเชื ้อ S. albus สายพันธุ ์
CEN26 จ านวน 2 สูตร ได้แก่ สูตรที่  1 (T1) ชีวภัณฑ ์ 
100 กรัม ประกอบด้วยสปอร์แห้งและน ้ากรองเลี ้ยง 
เชื ้อแบบไบโอฟิล์ม จ านวน 1 กรัม ผสมกับสารพา  
ได้แก่ น ้าตาลแลคโตส 35 กรมั โซเดียมไบคารบ์อเนต  
30 ก รัม  ก รด ซิ ต ริ ก  30 ก รัม  แ ล ะ  CMC 4 ก รัม 
(Kunasakdakul and Chaichom, 2018; Kunasakdakul 
et al., 2021) สตูรที่ 2 (T2) ชีวภณัฑป์ระกอบดว้ยสปอร์
แหง้ ผสมกับการสารพาเช่นเดียวกับ T1  

การควบคุมโรคใบไหม้ของมะเขือเทศ 
การทดสอบประสิทธิภาพของชีวภณัฑท์ี่ผลิตได้

ในการควบคุมโรคใบไหมข้องมะเขือเทศสายพันธุ์โทมัส 
ในสภาพโรงเรือน ณ ภาควิชากีฏวิทยาและโรคพืช  
คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัย เชียงใหม่  โดย
ก าหนดการทดลอง กรรมวิธีที่  1 ใช้ชีวภัณฑ์ T1 และ 
กรรมวิธีที่ 2 ใชชี้วภณัฑ ์T2 โดยการน าตน้กลา้มะเขือเทศ
อายุ 7 วัน จ านวน 5 ต้นต่อกรรมวิ ธี  น ามาพ่นด้วย 
ชีวภัณฑ์ ความเข้มขน้ 0.3 กรมัต่อน า้ 1 ลิตร พ่นทุก 3  
วัน เป็นเวลา 5 สัปดาห์ ส่วนกรรมวิธีควบคุมพ่นด้วย 
น ้ากลั่นฆ่าเชื ้อ สุ่มใบมะเขือเทศจากแต่ละกรรมวิธี
จ านวน 20 ใบต่อซ ้า จ านวน 3 ซ ้าต่อกรรมวิธี มาท า 
ความสะอาดผิวใบด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็ นต ์ 
ก่อนน าไปปลูก เชื ้อ P. infestans ความเข้มข้นของ 
sporangia 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร บ่มเชื ้อที่อุณหภูมิ  
18 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน บันทึกจ านวนใบ 
ที่ ติ ด เชื ้อ  และความ รุนแรงของอาการโรค โดยให้ 
คะแนนตามระดับความรุนแรงของโรคแบ่งเป็น 6  
ระดับคือ ระดับ 0 = พืชไม่แสดงอาการของโรค, ระดับ  
1 = พืชแสดงอาการโรคใบไหม้ 1 - 10 เปอร์เซ็นต ์ 
ของพื ้นที่ ใบ, ระดับ 2 = พืชแสดงอาการโรคใบไหม ้ 
11 - 25 เป อ ร์เซ็ น ต์  ข อ งพื ้ น ที่ ใบ , ระดับ  3 = พื ช 
แสดงอาการโรคใบไหม้ 26 - 50 เปอรเ์ซ็นต์ ของพื ้นที่ 
ใบ, ระดับ 4 = พื ชแสดงอาการโรคใบไหม้ 51 - 75 
เปอรเ์ซ็นต ์ของพืน้ที่ใบ, ระดับ 5 = พืชแสดงอาการโรค 
ใบไหม้ 76 - 100 เปอร์เซ็นต์  ของพื ้นที่ ใบ วางแผน 
การทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์  เปรียบเทียบโดยใช้วิ ธี  
least significant difference (LSD) วิ เค ราะห์ที่ ระดับ
ความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ ค านวณเป็นเปอร์เซ็นต ์
การเกิดโรค (Waller et al., 2002) และดัชนีความรุนแรง
ของโรค (McMaugh, 2005) ตามสตูรการค านวณดงันี ้

เปอรเ์ซ็นตก์ารเกิดโรค (%) = (จ านวนใบที่ติดเชือ้ / 
จ านวนใบที่ประเมินทัง้หมด) x 100 

 
ดชันีความรุนแรงของโรค (%) 

 
 
 

ผลรวมของ (จ  านวนตน้พืช x ระดบัความรุนแรงของอาการ) 

จ  านวนตน้พืชทัง้หมด x ระดบัความรุนแรงอาการสงูสดุ 
= _____________________________________________________________ X 100 
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ส าหรับการทดสอบในสภาพแปลงปลูก ณ 
แปลงปลูกมะเขือเทศในพืน้ที่โครงการหลวงอินทนนท ์
จังหวัดเชียงใหม่ ในช่วงเดือนมิถุนายน-กันยายน โดย
คัดเลือกชีวภัณฑ์ที่มีศักยภาพสูงจากการทดสอบใน
สภาพโรงเรือนมาทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุม 
โรคใบไหมข้องมะเขือเทศสายพันธุ์โทมัสในแปลงปลูก
ของเกษตรกร ที่เคยพบการระบาดของโรคในฤดูปลูก 
ที่ผ่านมา เริ่มพ่นชีวภัณฑ์บนตน้กลา้มะเขือเทศอายุ 7  
วันหลังการย้ายปลูก โดยพ่นทุก ๆ 7 วัน เป็นเวลา 4  
เดือน จนถึงระยะเก็บเก่ียว โดยใช้ความเข้มข้น 0.3  
กรัมต่อน ้า 1 ลิตร บันทึกเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคและ 
ดัชนีความรุนแรงของโรคทุก ๆ เดือน เปรียบเทียบ 
กบักรรมวิธีควบคมุที่ไมไ่ดพ้น่ชีวภณัฑ ์ทดลองกรรมวิธีละ 
5 ซ า้ ซ  า้ละ 20 ตน้ วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 
เป รียบ เที ยบ โดยใช้วิ ธี  least significant difference 
(LSD) วิเคราะหท์ี่ระดบัความเช่ือมั่น 95 เปอรเ์ซ็นต ์
 

ผลการทดลอง 
 
ลักษณะและสายพันธุเ์ชือ้ราสาเหตุโรค 

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ของเชื ้อราสาเหตุโรคใบไหม้ พบว่า เส้นใยมีลักษณะ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เป็นปุยสีขาว มีการเติบโตช้าเจริญเต็มผิวหน้าอาหาร 
ได้ภายใน 3 สัปดาห์หลังการเลี ้ยงบนอาหาร rye A  
เมื่อน ามาตรวจสอบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์พบเสน้ใย 
ไม่มีผนงักั้น มีการสรา้ง sporangium รูปร่างทรงรีคลา้ย
ผลมะนาว มีขนาด 20 - 27 x 38 - 45 ไมโครเมตรเมื่ อ
ตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทดโ์ดยใชเ้ทคนิค PCR บริเวณ 
ITS และเมื่อเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GenBank ของ 
NCBI พบว่า มีความเหมือนกับเชื ้อรา P. infestans 
(accession number KT363860.1) 100 เปอรเ์ซ็นต ์
 
ลักษณะการเจริญของเชื้อ  S. albus สายพัน ธุ ์
CEN26 และน ้ากรองเลีย้งเชือ้แบบไบโอฟิลม์ 

การสรา้งสปอรข์อง S. albus สายพนัธุ ์CEN26 
ได้รบัการกระตุ้นจากการใช้วิธีเลีย้งแบบไบโอฟิลม์บน
อาหารเหลว ISPS (Figure 1A) ซึ่งลกัษณะการเจริญของ 
aerial mycelium เจริญขึน้มาจ านวนมากปกคลุมเต็ม
ผิวหนา้อาหารเหลว และ substrate mycelium จมอยู่ใต้
อาหารเหลว (Figure 1B, C) ซึ่งใชร้ะยะเวลาในการเลีย้ง
เชือ้ประมาณ 5 - 7 วนั น า้เลีย้งเชือ้มีความเขม้ขน้เล็กนอ้ย 
มีประมาณ 3 มิลลิลิตรต่อจานอาหารเลีย้งเชือ้ น ามา
กรองเพื่อแยกสปอร ์และเส้นใยออกจากน ้าเลีย้งเชื ้อ 
เพื่อน าไปใชใ้นการทดลองถดัไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1. Growth characteristics of Streptomyces albus strain CEN26 on biofilm culture over the surface 
of ISPS for 7 days (A), Aerial mycelium, substrate and aerial mycelium of biofilm culture (B-C) 
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การยบัยัง้การเจริญของเส้นใยราสาเหตุโรค 
จากการทดสอบประสิทธิภาพของน ้ากรอง 

เลีย้งเชือ้แบบไบโอฟิลม์ตอ่การยบัยัง้การเจรญิของเสน้ใย
เชื ้อรา P. infestans พบว่า ความเข้มข้นของน ้ากรอง
เลี ้ยงเชื ้อแบบไบโอฟิล์มที่  20 และ 40 เปอร์เซ็ นต ์
สามารถยับยัง้การเจริญเสน้ใยของราได้ถึง 85.67 และ 
91.67 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ในขณะที่ความเข้มข้น
มากกว่า 60 เปอรเ์ซ็นต์ สามารถยับยั้งการเจริญของ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เสน้ใยไดอ้ย่างสมบรูณท์ี่ 100.00 เปอรเ์ซ็นต ์หลงัจากบ่ม
เชื ้อเป็นระยะเวลา 10 วัน (Table 1 และ Figure 2A)  
จากการสังเกตสัณฐานวิทยาของเส้นใยเชื ้อรา P. 
infestans ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบความผิดปกติ 
ได้แก่ เกิดการรวมตัวของไซโตพลาสซึม (Figure 2B)  
เสน้ใยมีผนังบางบวมพอง (Figure 2C) และมีการแตก
สลายของเซลล ์(Figure 2D) แตกต่างจากการเจรญิปกติ
ของเสน้ใยในกรรมวิธีควบคมุ (Figure 2E, F) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 1. Percent inhibition of radial growth of Phytophthora infestans mycelia after treated with biofilm 
culture filtrate (BFC) of Streptomyces albus strain CEN26 using agar well diffusion method on 
rye - A agar, incubation for 10 days 

Concentration of BFC (%) Mycelial inhibition (%) 
sterilized distilled water   0.00 

20    85.67 C1 
40   91.67 B 
60 100.00 A 
80 100.00 A 
100 100.00 A 

1 Values with the same letter within a column are not significant at P ≤ 0.05 

Figure 2. Effects of biofilm culture filtrate (BFC) from Streptomyces albus strain CEN26 on Phytophthora  
infestans mycelial growth on rye - A agar, after incubation at 18 °C for 10 days; BFC 20 % trial 
(A), cytoplasm aggregation (B), swelling (C), and lysis (D), control trial (E), normal growth of 
hypha (F). Scale bar = 10 µm. CA: cytoplasm aggregation; SW: swelling and LS: lysis 
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การยบัยัง้การงอกและความมีชีวิตของ sporangia 
จากการทดสอบประสิทธิภาพของน ้ากรอง 

เลี ้ยงเชื ้อแบบไบโอฟิล์มต่อการยับยั้งการงอกและ 
ความมี ชีวิตของรา P. infestans พบว่า ในกรรมวิ ธี
ควบคุม  สปอร์ของราสามารถงอกได้  (Figure 3A)  
มี ก ารปลดปล่อย  zoospore (Figure 3B) และสร้าง 
appressorium (Figure 3C) หลังบ่มเชือ้ 1 วัน และงอก 
100.00 เปอร์เซ็นต์ หลังบ่มเชื ้อ 3 วัน แต่ในกรรมวิ ธี 
ที่ ใช้น ้ากรองเลี ้ยงเชื ้อในทุกความเข้มข้น  สามารถ 
ยับยั้งการงอกของ sporangia ได้ โดยให้ผลแปรไป 
ตามระดับความเข้มข้นและระยะเวลาในการบ่มเชื ้อ  
การยับยั้งการงอกอย่างสมบูรณ์ที่  100.00 เปอรเ์ซ็นต ์
ตรวจพบในกรรมวิธีที่ใช้ความเขม้ข้นของน า้กรอง 40,  
60, 80 และ 100 เปอร์เซ็นต์ (Table 2) ส่วนที่ความ-
เข้มข้นของน า้กรอง 20 เปอรเ์ซ็นต์ ท าให้เสน้ใยราเกิด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การบวมพอง (Figure 3D) และเซลลแ์ตก (Figure 3E) 
และพบการรวมตัวของไซโตพลาสซึมที่ ผิดปกติ  ที่ 
ระดบัความเขม้ขน้ 60 เปอรเ์ซ็นต ์(Figure 3F) หลงัจาก
การบ่มเชือ้เป็นระยะเวลา 2 วัน ส าหรบัการตรวจสอบ 
ความมีชีวิตของ sporangia หลังย้อมด้วย FDA พบว่า 
ที่ความเข้มข้นของน ้ากรอง 20 และ 40 เปอร์เซ็นต ์ 
มีคา่เปอรเ์ซ็นตก์ารมีชีวิตไม่แตกตา่งจากกรรมวิธีควบคมุ
เมื่อบ่มเชือ้ 10 และ 4 วัน ตามล าดับ ในขณะที่ความ-
เข้มขน้ 60, 80 และ 100 เปอรเ์ซ็นต์ ท าให้ความมีชีวิต 
ของ sporangia ลดลงอย่างต่อเนื่องตามระยะเวลา 
การบ่มเชือ้ และลดลงเป็น 0.00 เปอรเ์ซ็นต ์ในวันที่ 12, 
10 และ 9 วันหลงัจากการบ่มเชือ้ ตามล าดับ (Table 2, 
Figure 4) แสดงใหเ้ห็นว่าน า้กรองเลีย้งเชือ้แบบไบโอฟิลม์ 
ที่ความเข้มข้น 60 เปอร์เซ็นต์ ขึน้ไป สามารถยับยั้ง 
การมีชีวิตของ sporangia ของรา P. infestans ได ้
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3. Effects of biofilm culture filtrate (BFC) from Streptomyces albus strain CEN26 on 
Phytophthora infestans sporangia germination after incubation for 10 days; Untreated 
sporangia with zoospore releasing (A, B), hyphae swelling in BFC 20  % trial (C, D), Lysis of 
hyphae (E), cytoplasm aggregation in BFC 60  % trials (F), respectively. Scale bar = 50 µm. 
SG: sporangia, ZS: zoospore, AP: appressorium, SW: swelling and LS: lysis 
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ชีวภัณฑจ์ากน า้กรองเลีย้งเชือ้แบบไบโอฟิลม์และสปอรข์อง Streptomyces albus  
สายพันธุ ์CEN26 ในการยับยัง้เชือ้รา Phytophthora infestans สาเหตุโรคใบไหม้มะเขือเทศ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
การควบคุมโรคใบไหม้ของมะเขือเทศ 

จากการทดสอบชีวภัณฑ์ควบคุมโรคใบไหม้ 
ของมะเขือเทศในสภาพโรงเรือน พบว่า ใบมะเขือเทศ 
ที่พ่นด้วยชีวภัณฑ์มี เปอรเ์ซ็นต์การเกิดโรคที่ต  ่ ากว่า
กรรมวิธีควบคุมอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ โดย กรรมวิธี 
ที่  1 ใช้ชีวภัณฑ์ T1 มีส่วนผสมของน ้ากรองเลีย้งเชื ้อ 
สามารถลดเปอรเ์ซ็นตก์ารเกิดโรคและดัชนีความรุนแรง
ของโรคได้ ที่ 15.00 และ 46.63 เปอรเ์ซ็นต์ ตามล าดับ  
ซึ่งมีประสิทธิภาพสูงกว่า กรรมวิธีที่  2 ซึ่งใช้ชีวภัณฑ ์ 
T2 ที่ใช้เฉพาะสปอรเ์พียงอย่างเดียว มีเปอรเ์ซ็นตก์าร- 
เกิดโรคและดัชนีความรุนแรงของโรค เท่ากับ 39.78  
และ 77.94 เปอรเ์ซ็นต์ ตามล าดับ (Table 3) แสดงให ้
เห็นชัดเจนว่าน ้ากรองเลีย้งเชื ้อแบบไบโอฟิล์มที่ผสม 
ในชีวภัณฑ์ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการป้องกันโรค 
ได้อย่างชัดเจน อย่างไรก็ตาม ชีวภัณฑ์ T1 และ T2 ที ่
กล่าวขา้งตน้ สามารถควบคุมโรคใบไหมข้องมะเขือเทศ
ไดด้ีแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ
กบักรรมวิธีควบคมุ 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ส  าหรบัผลการทดสอบในสภาพแปลงปลกูของ
เกษตรกร ที่ไดน้  าชีวภณัฑ ์T1 ที่มีสว่นผสมของสปอรแ์ละ
น า้กรองเลีย้งเชือ้แบบไบโอฟิลม์ ไปใชค้วบคุมโรคใบไหม้
ของมะเขือเทศ พบว่า กรรมวิธีที่มีการพ่นดว้ยชีวภัณฑ ์
สามารถควบคุมการเกิดโรคได้ดีอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ โดยการประเมินผลการเกิดโรค เดือนที่ 1 - 4 ใน
กรรมวิธีควบคุม พบเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคและดัชนี 
ความรุนแรงของโรคค่อย ๆ เพิ่มสูงขึน้ จากในเดือนที่ 1 
เท่ากับ 34.20 และ 20.84 เปอร์เซ็นต์ และ เดือนที่  4 
เท่ากับ 52.30 และ 75.45 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ ซึ่ง 
แตกต่างจากกรรมวิธีที่ใชชี้วภณัฑท์ี่สามารถลดการเกิด
โรคใบไหม้ได้อย่างมีนัยส าคัญ โดยเฉพาะเดือนที่  1 
สามารถวดัผลการเกิดโรคและดชันีความรุนแรงของโรค
ได้ต ่ากว่ากรรมวิธีควบคุมถึง 3 เท่า โดยมีค่าเท่ากับ 
10.80 และ 3.50 เปอรเ์ซ็นต ์ตามล าดบั และผลของการ
ประเมินการควบคุมโรคไหมใ้นเดือนถัดมาจนกระทั่งถึง
เดือนที่ 4 หรือระยะเก็บเก่ียว ยังคงแสดงประสิทธิภาพ 
ของชีวภัณฑใ์นการควบคุมโรคไดแ้ตกต่างจากกรรมวิธี
ควบคุมอย่างชัดเจน (Table 4) ซึ่งสอดคล้องกับผล 
การทดลองควบคุมโรคในสภาพโรงเรือน 

Figure 3. Sporangia of Phytophthora infestans fluorescein emitting after incubation at 25 °C for 12 days in 
biofilm culture filtrate of Streptomyces albus strain CEN26 at various concentrations; Control 
trial (distilled water) (A, B), 20 % (C, D), 40 % (E, F), and. 60 % (G, H). Scale bar = 50 µm. BF: 
blight field, FDA: fluorescein diacetate staining, SG: sporangia and AP: appressorium 

 



 

 32 

วารสารเกษตร 39(1): 23 - 35 (2566) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิจารณ ์
 

โดยทั่วไป เชือ้ Streptomyces spp. มกัมีการสรา้ง 
สปอรห์รือ aerial mycelia บนอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดแข็ง 
ซึ่งอาจเป็นอุปสรรคต่อการเพิ่มปริมาณหัวเชื ้อเชิง
อุตสาหกรรม ซึ่ งส่วนใหญ่ มัก เลี ้ยงเชื ้อในถังหมัก 
(fermenter) ด้วยอาหารเลี ้ยงเชื ้อชนิดเหลว ซึ่ งเป็น
สภาวะที่ เชื ้อจะไม่สร้างสปอร์ (Yague et al., 2012)  
ท าให้ขาดโอกาสของการผลิตสปอร์ที่มี ความคงทน 
กว่า substrate mycelia อย่างไรก็ตาม จากรายงานของ 
Manteca et al. (2008) พบว่า การเลีย้ง S. coelicolor  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ในอาหารเหลว มีการสรา้งเสน้ใยรุ่นที่ 2 สามารถสรา้ง
สารปฏิชีวนะได้ ซึ่งในระยะนี ้พบการตายของเส้นใย 
รุ่นแรกหลังการเลี ้ยงประมาณ 2 วัน ซึ่ งเป็นสภาวะ
ความเครียด ท่ีเริ่มมีขอ้จ ากัดดา้นอาหารและออกซิเจน 
สอดคล้องกับงานวิจัยนี ้ที่ เริ่มพบการสรา้งสปอรห์รือ 
aerial mycelia หลังการเลีย้งในเวลาดังกล่าวเช่นกัน 
ส าหรับการพิ สูจน์ประสิท ธิภาพน ้ากรองเลี ้ยงเชื ้อ 
แบบไบโอฟิลม์จากเชือ้ S. albus สายพันธุ์ CEN26 ใน
การยับยั้งการเจริญของเส้นใย การงอก และการมี 
ชีวิตของเชื ้อรา P. infestans นั้น การใช้เทคนิคย้อม 
สีแบบ vital staining ด้วย FDA ซึ่งเป็นสารที่สามารถ 

Table 3. The efficacy of bioproducts from Streptomyces albus strain CEN26 for controlling tomato late 
blight under greenhouse condition 

Treatments 
Percentage of disease 

incidence (%)1 
Percentage of disease severity 

index (%)2 
Control+ (sterilized distilled water) 
Control- (Phytophthora infestans)  

- 
100.00 A3 

- 
100.00 A 

Bioproduct T1  15.00 C  45.63 C 
Bioproduct T2  39.78 B 77.94 

B 
1 Mean percentage of disease incidence from 20 leaves / trial 
2 Mean percentage of disease severity index from 20 plants / trial 
3 Values with the same letter within a column are not significant at P ≤ 0.05 
 

Table 4. The efficacy of bioproduct T1 from Streptomyces albus strain CEN26 for controlling tomato late 
blight under field condition 

Treatments 
Disease incidence (%)1 Disease severity index (%)2 

1  
month 

2  
months 

3  
months 

4 
months 

1  
month 

2 
months 

3 
months 

4 
months 

Control  34.20 A3 40.23 A 46.19 A 52.30 A 20.84 A 43.61 A 64.20 A 75.45 A 

Bioproduct T1 10.80 B 13.87 B 22.30 B 25.45 B 3.50 B 17.90 B 35.84 B 49.76 B 
1 Mean percentage of disease incidence from 20 plants / trial 
2 Mean percentage of disease severity index from 20 plants / trial 
3 Values with the same letter within a column are not significant at P ≤ 0.05 
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ซึมผ่านเยื่ อหุ้ม เซลล์ และท าปฏิ กิ ริยากับเอนไซม์ 
เอสเทอเรสภายใน เซลล์ที่ มี ชี วิ ต  ท าให้สามารถ 
ตรวจสอบความมีชีวิตไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ (Larkin,  
1976) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Phuakjaiphaeo 
(2017) ที่พบสารต้านเชื ้อราในน ้ากรองเลี ้ยงเชื ้อของ  
S. albus สายพนัธุ ์CEN26 และสามารถยบัยัง้การเจริญ
ของเส้นใยรา A. brassicicola ได้  และชีวภัณฑ์ที่
ประกอบดว้ยสปอรแ์ละน า้กรองเลีย้งเชือ้แบบไบโอฟิลม์
สามารถควบคุมโรคใบไหม้ของมะเขือเทศได้ดีทั้ง 
การทดสอบภายใต้สภาพโรงเรือนและในสภาพแปลง  
บ่งชีใ้หเ้ห็นว่าชีวภัณฑม์ีประสิทธิภาพสงูในการควบคุม
โรค และสิ่งที่น่าสนใจ คือ การน าน ้ากรองเลี ้ยงเชื ้อ
แบบไบโอฟิล์มมาผสมลงในชีวภัณฑ์สามารถเพิ่ ม
ประสิทธิภาพในการป้องกันโรคได้อย่างเห็นได้ชัด 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งจากการศึกษาของ Phuakjaiphaeo 
(2017) พบว่า สารต้านเชือ้ราที่พบในน ้าเลีย้งเชือ้ของ  
S. albus ส ายพั น ธุ์  CEN26 ยั งค งมี ป ระสิ ท ธิภ าพ 
ยบัยัง้การเจริญของเสน้ใยรา A. brassicicola หลงัผ่าน 
ความรอ้นในอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ  (water bath) ที่
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แสดงให้
เห็นว่าสารต้านราของเชื ้อชนิดนี ้ทนต่ออุณหภูมิสูง 
ซึ่ งเป็นคุณสมบัติที่ ดี ของส่วนผสมของชีวภัณฑ์ที่
พฒันาขึน้ 
 

สรุป 
 

น ้ากรองเลี ้ยงเชื ้อแบบไบโอฟิล์มของเชื ้อ  
S. albus ส ายพั นธุ์  CEN26 สาม ารถยับ ยั้ ง เชื ้อ รา  
P. infestans ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ โดยสามารถยบัยัง้
การเจริญของเส้นใย การงอกของ sporangia และ 
ความมีชีวิตของ sporangia ของราสาเหตุโรคใบไหม้
มะเขือเทศ โดยเฉพาะที่ความเข้มข้นที่มากกว่าหรือ
เท่ากับ 60 เปอรเ์ซ็นต์ และเมื่อน ามาผลิตเป็นชีวภัณฑ์
ควบคมุโรคใบไหมข้องมะเขือเทศ สว่นผสมของชีวภณัฑ์
ที่ เพิ่มน ้ากรองเลี ้ยงเชื ้อแบบไบโอฟิล์ม สามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพการควบคุมโรคได้สูงกว่าชีวภัณฑ์ที่มี 
เฉพาะสปอรแ์ห้ง อย่างไรก็ตาม ชีวภัณฑ์ที่ผลิตขึน้ทั้ง  
2 สูตร สามารถใช้ควบคุมโรคใบไหม้ได้ดีทั้งในสภาพ

โรงเรือนและสภาพแปลงปลูกโดยส่งผลให้เปอรเ์ซ็นต์ 
การเกิดโรคและดัชนีความรุนแรงของโรคลดลงเมื่อ
เปรยีบเทียบกบักรรมวิธีที่ไมไ่ดพ้น่ชีวภณัฑ ์
 

กิตตกิรรมประกาศ 
 

ขอขอบคุณมูลนิธิโครงการหลวงในการใหทุ้น
สนับสนุนและพืน้ที่แปลงปลูกมะเขือเทศของเกษตรกร
ส าหรับท างานวิจัย  และทุนผู้ช่ วยสอน ผู้ช่ วยวิจัย 
(TA/RA) จากบณัฑิตวิทยาลยั มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ 
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