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บทคัดย่อ: เชือ้ Phytopthora palmivora เป็นเชือ้สาเหตโุรครากเนา่โคนเนา่ในทเุรียน ซึง่ท�ำความเสียหาย
กบัผลผลติเป็นอยา่งมาก แนวทางการแก้ไขปัญหาสว่นหนึง่พบวา่เชือ้รา Chaetomium spp. บางสายพนัธุ์
มีคณุสมบตัใินการยบัยัง้ตอ่เชือ้สาเหตดุงักลา่วได้ แต่ข้อมูลการจ�ำแนกเชือ้ราดังกลา่ว มีอยูอ่ยา่งจ�ำกดัจงึ
ท�ำการส�ำรวจ รวบรวม และจดัจ�ำแนกเชือ้รา Chaetomium spp. ท่ีพบบนวสัดกุารเกษตรตา่งๆ เชน่ ฟางข้าว 
แกลบดิบ กะลากาแฟ ใบปาล์ม หญ้าแห้ง และดนิ ในเขตภาคเหนือของประเทศไทย ได้แก่ จงัหวดัเชียงใหม ่
แพร่ อตุรดติถ์ และล�ำพนู โดยแยกเชือ้ด้วยวิธี Baiting technique พบวา่สามารถแยกเชือ้รา Chaetomium 
spp. ได้ทัง้หมด 28 ไอโซเลท เม่ือศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา และวิเคราะห์ล�ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ
ต�ำแหนง่ ITS-rDNA โดยเปรียบเทียบกบัเชือ้ราท่ีอยูใ่นฐานข้อมลู Genbank (NCBI) พบวา่สามารถจ�ำแนก
เชือ้รา Chaetomium spp. ได้ทัง้หมด 5 ชนิด คือ Chaetomium globosum, Chaetomium brasiliense, 
Chaetomium atrobruneum, Chaetomium aureum และ Chaetomium cupreum สุม่เชือ้ราแตล่ะกลุม่
น�ำมาทดสอบประสทิธิภาพของเชือ้รา Chaetomium spp. ตอ่การยบัยัง้เชือ้รา Phytophthora plamivora 
สาเหตโุรครากเนา่โคนเนา่ทเุรียนโดยวิธี dual culture พบวา่เชือ้รา C. aureum ไอโซเลท MCRC-019, C. cu-
preum ไอโซเลท MCRC-008, C. brasiliense ไอโซเลท MCRC-020, C. globosum ไอโซเลท MCRC-013 
และ C. atrobrunneum ไอโซเลท MCRC-021 มีเปอร์เซน็ต์การยบัยัง้เทา่กบั 99.41 53.09 51.62 40.59 และ 
32.50 เปอร์เซน็ต์ตามล�ำดบั ผลการศกึษาท่ีได้อาจใช้เป็นแนวทางในการคดัเลือกสายพนัธุ์เชือ้รา เพ่ือการ
ควบคมุโรคตอ่ไปได้
คำ�สำ�คัญ: Chaetomium spp., การจำ�แนกชนิด, ITS rDNA
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ABSTRACT: Phytophthora palmivora, a causal agent of root rot disease, is a severe pathogen af-
fecting durian production. Some strain of Chaetomium exhibit antifungal activity and can be used to 
solve this problem. However, the data of the identification of Chaetomium is limited. Thus, Chaeto-
mium species obtained from various agricultural materials including rice straw, husk, coffee shell, 
palm leaves, hay and soil in Northern Thailand (Chiang Mai, Phrae, Uttaradit and Lumphun) were 
surveyed, collected and identified. Twenty eight isolations were isolated by Baiting techniques 
and fungal morphological characteristics were observed. A phylogenetic tree based on internal 
transcribed spacer region (ITS) region revealed that 28 fungal isolations were identified to five fun-
gal species include; Chaetomium atrobrunneum, C. aureum, C. brasiliense, C. cupreum, and C. 
globosum. The antagonistic fungal were tested for the mycelial growth inhibition of Phytophthora 
palmivora which causes the durian root and stem rot diseases by the dual culture method. Five 
isolates of antagonistic fungal C. atrobrunneum (MCRC-021), C. aureum (MCRC-019), C. brasil-
iense (MCRC-020), C. cupreum (MCRC-008) and C. globosum (MCRC-013), result showed that 
the Chaetomium isolates could inhibit growth of P. palmivora with the percentages of 99.41 53.09 
51.62 40.59 and 32.50 respectively. The finding in this study might be useful for the selection of 
Cheatomium species in plant disease control in the future. 
Keywords: Chaetomium spp., identification, ITS rDNA

บทนำ�

ทเุรียน (Durian: Durio ziberthinus) เป็นพืช
วงศ์ Bombaceae ไม้ผลเขตร้อนท่ีมีความส�ำคญั
ทางเศรษฐกิจของประเทศไทย สว่นใหญ่ปลกูทางภาค
ตะวนัออก เชน่ จนัทบรีุ ตราด ระยอง ตลอดจนภาคใต้
ของประเทศ ทเุรียนเป็นสนิค้าสง่ออกท่ีท�ำรายได้อยา่ง
สม�ำ่เสมอ การปลกูทเุรียนจงึมีการขยายพืน้ท่ีปลกูเพ่ิม
มากขึน้ ปัญหาเร่ืองโรคและแมลงจงึเพ่ิมขึน้ตาม ก่อให้
เกิดความเสยีหายทางเศรษฐกิจเป็นจ�ำนวนมาก โรค
ทเุรียนท่ีส�ำคญัและท�ำความเสยีหายให้แก่ต้นทเุรียนสงู
เป็นอนัดบัหนึง่ และเป็นปัญหาแก่ชาวสวนทเุรียนตัง้แต่
อดีตจนถงึปัจจบุนัคือ โรครากเนา่โคนเนา่ ซึง่เกิดจาก
เชือ้รา Phytophthora palmivora. โรคนีส้ร้างความเสยี
หายให้กบัต้นทเุรียน โดยท�ำให้ทเุรียนตายเพราะรากและ
บริเวณโคนเนา่ และยังสามารถท�ำให้เกิดเปลอืกเนา่ท่ี
ก่ิง (ชวาลา, 2531) จากปัญหาดงักลา่วเกษตรสว่นใหญ่
เลือกใช้วิธีปอ้งกนัก�ำจดัโรคโดยการใช้สารเคมีในการ
ปอ้งกนัก�ำจดัเชือ้รา และเม่ือใช้ติดต่อกนัเป็นเวลา
นาน ท�ำให้เชือ้เกิดการต้านทานตอ่สารเคมี นอกจาก
จะท�ำให้เชือ้เกิดความต้านทานต่อสารเคมีปอ้งกนั
ก�ำจดัโรคพืชแล้วยงัก่อให้เกิดมลพิษและเสยีสมดลุทาง
ธรรมชาตอีิกทัง้ยงัเป็นสารก่อโรคร้ายแรงในมนษุย์อีก
ด้วย (Amadioha, 2000) ดงันัน้จงึได้ท�ำการทดสอบ

ความสามารถในการเป็นจลุนิทรีย์ตอ่ต้านของเชือ้รา 
Chaetomium spp. ในการควบคมุโรครากเนา่โคนเนา่
ของทเุรียน Chaetomium เป็นเชือ้ราพวก saprophytes 
จดัจ�ำแนกอยูใ่นตระกลู Chaetomiaceae กลุม่ Ascomy-
cetes เป็นหนึง่ในกลุม่ท่ีใหญ่ท่ีสดุของ saprophytic 
ascomycetes มีการสร้าง perithecium ท่ีมี sterile 
hypha หรือ hair ย่ืนออกจากผนงัด้านนอกโดยรอบ
มีการสร้าง ascus รูปร่างแบบกระบองภายในบรรจุ
สปอร์จ�ำนวน 8 สปอร์ หรือเรียกวา่ ascospore (Kunze 
and Schmidt, 1817) Chaetomium เป็นสกลุท่ีมีการ
ยอมรับประมาณ 100 ชนิด (Kirk et al. 2008) เชือ้รา 
Chaetomium เป็นเชือ้ราท่ีพบในดินสามารถเจริญได้
ดีในเศษซากพืช สตัว์ท่ีเนา่เป่ือยผพุงัและอินทรีย์วตัถุ
ตา่งๆ มีการขยายพันธุ์โดยใช้เพศและทนตอ่สภาพ
แวดล้อมตา่งๆได้ดี (Somrithipol, 2004) และยงัพบ
ในปุ๋ ยอินทรีย์ สามารถย่อยสลายเซลลโูลสและสารอิน
ทรีย์อ่ืนๆได้ เน่ืองจากเชือ้ราชนิดนีส้ามารถสร้างเอนไซม์ 
cellulase และ xylanase (Wabster and Weber, 2007) 
นอกจากนีเ้ชือ้รา Chaetomium ยงัสามารถผลติสาร
ทตุยิภมิูท่ีส�ำคญัได้หลายชนิด เชน่ benzoquinone, 
chaetomanone, ergosterol, ergosteryl palmi-
tate, chrysophanol, chaetoglobosin C, alterna-
riol monomethyl ether, echinuline และ isocha-
etoglobosin D ซึง่สามารถยบัยัง้เชือ้ราสาเหตโุรค
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พืชได้ (Brewer et al. 1986) ในการระบชุนิดของ 
Chaetomium spp. จากลกัษณะทางสณัฐานวิทยา
เพียงอย่างเดียวไม่สามารถยืนยันสายพันธุ์ ท่ีใกล้
เคียงกนัได้ เชน่ Chaetomium indicum และ Cha-
etomium funicola, C. globosum และ Chaetomi-
um olivaceum, C. globosum และ Chaetomium 
globosporum เป็นต้น (Maheswari et al. 2013) 
เน่ืองจากความซบัซ้อนและความสมัพนัธ์ท่ีเก่ียวข้อง
กนัอยา่งใกล้ชิด จงึได้มีการวิเคราะห์ล�ำดบันิวคลีโอ
ไทด์บริเวณ ITS rDNA เพ่ือใช้ในการจดัจ�ำแนกได้
อยา่งถกูต้อง นอกจากนี ้ ITS rDNA ยงัใช้ส�ำหรับการ
จดัจ�ำแนกเชือ้ราชนิดอ่ืนได้ในระดบัหนึง่ อยา่งไรก็ตาม
ข้อมลูการจดัจ�ำแนกเชือ้รา Chaetomium spp. ใน
ประเทศไทยยังมีอยู่อย่างจ�ำกดั ดงันัน้การศกึษาครัง้
นีจ้งึมีวตัถปุระสงค์เพ่ือจ�ำแนกชนิดของเชือ้รา Chaeto-
mium spp. โดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวิทยา และ
การวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ เพ่ือเป็นแนวทาง
ในการคดัเลือกสายพนัธุ์เชือ้ราในการควบคมุโรคพืช
โดยชีววิธีได้อยา่งมีประสทิธิภาพ 

อุปกรณ์และวิธีการ

การส�ำรวจ เกบ็รวบรวม และการแยกเชือ้บริสุทธ์ิ
ของเชือ้รา Chaetomium spp. 

ท�ำการส�ำรวจ และเก็บรวบรวมตัวอย่างเชือ้รา 
Chaetomium spp. จากวสัดเุหลือใช้ทางการเกษตร 
เชน่ ฟางข้าว แกลบดบิ กะลากาแฟ ใบปาล์ม หญ้า
แห้ง และดนิ รวมทัง้หมด 28 ไอโซเลท ได้แก่ จงัหวดั
เชียงใหม ่17 ไอโซเลท จงัหวดัแพร่ 3 ไอโซเลท จงัหวดั
อตุรดติถ์ 3 ไอโซเลท จงัหวดัล�ำพนู 3 ไอโซเลท และ
จงัหวดัปทมุธานี 2 ไอโซเลท ท�ำการศกึษาลกัษณะ
สณัฐานของเชือ้ราภายใต้ compound microscope 
จากนัน้น�ำมาแยกเชือ้สาเหตุของโรคด้วยวิธีการใช้
เหย่ือลอ่ (baiting technique)

แยกเชือ้รา Chaetomium spp. ด้วยวิธี baiting 
technique (Soytong, 1989a) โดยน�ำตวัอยา่งดนิใส่
ในจานเลีย้งเชือ้จานละ 10 กรัม จ�ำนวน 5 จานเลีย้ง
เชือ้ตอ่ 1 ตวัอยา่ง จากนัน้ใช้น�ำ้กลัน่ท่ีผา่นการฆา่
เชือ้แล้ว พรมในดนิเพ่ือให้ความชืน้ ใสฟ่างข้าวท่ีผา่น
การฆา่เชือ้ตดัเป็นชิน้เล็กๆเพ่ือเป็นเหย่ือล่อเชือ้ บม่
ไว้ท่ีอณุหภมิูห้องทิง้ไว้ 2 สปัดาห์ บนัทกึผลโดยดกูาร
สร้าง perithecia บนฟางข้าวภายใต้กล้องจลุทรรศน์

แบบ Stereo จากนัน้ใช้เข็มเข่ีย เข่ีย fruiting body 
เชือ้ราท่ีเจริญบนฟางข้าว น�ำมาวางบนอาหาร Water 
agar (WA) แล้วหยดน�ำ้กลัน่ลงไป ท�ำการ spread 
เชือ้รา Chaetomium บน WA แล้วบม่ไว้ 12 ชัว่โมง ท่ี
อณุหภมิูห้อง เม่ือพบวา่เชือ้ราเจริญและสร้างเส้นใย
แล้ว ตดัปลายเส้นใยน�ำมาวางลงบนอาหาร Pota-
to dextrose agar (PDA) เพ่ือให้ได้เชือ้บริสทุธ์ิ โดย
วิธี single spore isolation โดยการใช้เข็มเข่ียสปอร์
มาเกลีย่บนอาหาร WA และใช้ Pasteur pipette ตกัส
ปอร์เด่ียวมาเลีย้งบนอาหาร PDA จากนัน้น�ำเส้นใยเชือ้
ราบริสทุธ์ิมาทดลอง และเก็บรักษา stock culture ไว้
ท่ีภาควิชากีฏวิทยาและโรคพืช คณะเกษตรศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัเชียงใหม่

การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา
น�ำเชือ้ราท่ีได้จากการแยกเชือ้บริสุทธ์ิ ศกึษา

ลกัษณะสณัฐานวิทยา ได้แก่ ascomata, ascomatal 
hairs, ascomatal wall, asci, ascus, ascospores 
และลกัษณะโคโลนีของเชือ้ราท่ีได้จากการแยกเชือ้
บริสทุธ์ิ ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ (compound micro-
scope) 

การเตรียมเส้นใย
การเตรียมเส้นใยและการสกดัดีเอ็นเอของเชือ้

รา Chaetomium spp. มีวิธีการดงันี ้ เตรียมสปอร์
แขวนลอย (spore suspension) โดยเตมิน�ำ้กลัน่นึง่ฆา่
เชือ้ลงบนผิวหน้าอาหารท่ีมีเชือ้รา Chaetomium spp. 
เจริญอยู ่ แล้วขดูผิวหน้าด้วยแท่งแก้วรูปตวัแอล ดดู
สปอร์แขวนลอยของเชือ้ราใสใ่นอาหารเหลว potato 
dextrose broth (PDB) ท่ีบรรจอุยูใ่นขวดรูปชมพู ่
แล้วน�ำไปบม่พร้อมเขยา่เป็นเวลา 6-8 ชัว่โมง ท�ำการ
กรองเสนใยด้วยเคร่ืองป๊ัมสุญญากาศเก็บเส้นใยท่ี
กรองได้ในแผน่กระดาษกรอง whatman NO.1 น�ำ
ไปท�ำให้แห้งด้วยวิธี freeze dye (lyophilization) 
เป็นเวลา 14-18 ชัว่โมง และเก็บท่ีอณุหภมิู 20 องศา
เซลเซียสตามหลกัการของ Weising et al. (2000)

การสกัดดีเอ็นเอ
น�ำเส้นใยแห้งมาบดโดยใช้ไนโตรเจนเหลว ชัง่

เส้นใยผงละเอียด 0.05 กรัม เตมิ extraction buffer 500 
ไมโครลติร (200 mM Tris HCL, pH 8.0; 250 mM EDTA 
และ 0.5% SDS) บม่ท่ี 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
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30 นาที สกดัแยกดีเอน็เอโดยใช้ phenol และ chloro-
form: isoamyl alcohol (24:1) 500 ไมโครลติร แล้ว
น�ำมาหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็น
เวลา 10 นาที ดดูสว่นใสด้านบนย้ายใสห่ลอดใหม่
แล้วเตมิ chloroform IAA อตัราสว่น 1 เทา่ ผสมให้
เข้ากนั หมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เป็น
เวลา 10 นาที เตมิ ethanol 2 เทา่ เก็บไว้ท่ี -20 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 45-60 นาที จากนัน้ตกตะกอน
ดีเอน็เอด้วยการหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบ/
นาทีเป็นเวลา 10 นาที ล้างตะกอนดีเอน็เอด้วย 70% 
ethanol 100 มล. และหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 
รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ท�ำซ�ำ้ 2 ครัง้ เก็บตะกอน
ดีเอน็เอไว้ท่ี -20 องศาเซลเซียส หรือละลายตะกอน
ดีเอน็เอด้วย TE buffer (10 mM Tris HCL pH 8.0, 1 
mM EDTA) น�ำดีเอน็เอท่ีสกดัได้มาท�ำการตรวจสอบ
บน 1% agarose gel electrophoresis ดดัแปลงมา
จากวิธีของ Zimand et al. (1994) 

การวิเคราะห์ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS   
(internal transcribed spacer) ribosomal DNA 

เพ่ิมปริมาณดีเอน็เอบริเวณ ITS rDNA ของ
เชือ้รา Chaetomium spp. จ�ำนวน 28 ไอโซเลท 
ได้แก่ CMU01-CMU28 ด้วยไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ 
ITS5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) 
และ ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) 
(White et al. 1990) อยา่งละ 10 pmole และเตมิ 1 
mM Mgcl

2
, 0.2 mM dNTP, 1X PCR buffer และ 

1 unit Taq polymerase โดยท�ำปฏิกิริยา Denatur-
ation ท่ี 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที 1 รอบ 
จากนัน้ท�ำปฏิกิริยาแบบวนซ�ำ้ 95 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 วินาที ตอ่ด้วยปฏิกิริยา Annealing 55 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และท�ำปฏิกิริยา 
Extension 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 
ทัง้หมดจ�ำนวน 35 รอบ และรอบสดุท้ายท่ี 72 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น�ำ PCR product ท่ีได้
มาตรวจสอบด้วย 1% agarose gel electropho-
resis จากนัน้ท�ำ PCR product ให้บริสทุธ์ิ Micro-
spin s-400 HR columm และสง่วิเคราะห์ล�ำดบันิว
คลีโอไทด์โดยบริษัท BIOGENOMED CO., LTD. 
Phylogenetic tree เปรียบเทียบล�ำดบันิวคลีโอไทด์
ของเชือ้ราบริเวณ ITS โดยวิเคราะห์ข้อมลูร่วมกบัล�ำ
ดบันิวคลีโอไทด์บริเวณเดียวกันท่ีมีบนัทึกไว้ในฐาน

ข้อมลู Genbank (The National Center for Bio-
technology Information; NCBI) ในโปรแกรมชดุ
คอมพิวเตอร์ MEGA7 (Sudhir et al. 2016) จากนัน้
น�ำข้อมลู alignment (M7:ClustaW Parameters) 
มาสร้าง Phylogenetic tree โดยจดักลุม่ด้วยวิธี 
Neighbor-joining (Saitou and Nei, 1987) และหา
คา่ bootstrap (Felsenstein, 1985) ด้วยโปรแกรม
เดียวกนัจ�ำนวน 1,000 ซ�ำ้	

การทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้ราปฏิปักษ์ใน
การยับยัง้การเจริญของเชือ้ราสาเหตุโรคราก
เน่าโคนเน่าของทเุรียน

ทดสอบการยบัยัง้เชือ้ราสาเหตโุรคด้วยวิธี dual 
culture method น�ำเชือ้รา Chaetomium spp. ท่ี
เลีย้งบนอาหาร PDA เป็นเวลา 15 วนั ย้ายเชือ้ใช้ 
Cork borer ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 0.5 เซนตเิมตร 
ตดัชิน้วุ้นท่ีมีเชือ้รา Chaetomium spp. ไปวางลงใน
อาหารเลีย้งเชือ้ PDA โดยวางคอ่นไปทางด้านใดด้าน
หนึง่หา่งจากจดุศนูย์กลาง 3 เซนตเิมตร หลงัจากนัน้
จงึใช้ cork borer เดิมท่ีผา่นการฆา่เชือ้แล้ว ตดัชิน้วุ้น
ท่ีมีเชือ้รา Phytophthora palmivora ท่ีมีอาย ุ 1 วนั
เจริญอยู ่แล้วย้ายมาวางบน PDA ในด้านตรงกนัข้าม
กบัเชือ้รา Chaetomium spp. โดยมีระยะหา่งกนั 
6 cm. จากวิธีการข้างต้นท�ำกรรมท�ำ 4 ซ�ำ้ จากนัน้
น�ำจานอาหารทัง้หมดไปบม่ (incubate) ท่ีอณุหภมิู
ห้องนาน 1 วนั วางแผนการทดลองแบบ Completely 
Randomized Design (CRD) จ�ำนวน 4 ซ�ำ้ตอ่กรรมวิธี 
และเปรียบเทียบค่าความแตกต่างของข้อมลูโดยวิธี 
Least Significant Difference test (LSD) ท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 95%

การค�ำนวณค่าเปอร์เซน็ต์การยับยัง้ (percent in-
hibition of radial growth; PIRG)

PIRG =  R1 - R2 × 100
                 R1

ก�ำหนดให้ : R
1
 = รัศมีของโคโลนีเชือ้สาเหตขุองโรค

ในชดุควบคมุ
                  R

2
 = รัศมีของโคโลนีเชือ้สาเหตขุองโรค

ในชดุทดสอบ
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ผลการทดลองและวิจารณ์

การส�ำรวจ เกบ็รวบรวม และการแยกเชือ้บริสุทธ์ิ
ของเชือ้รา Chaetomium spp. 

จากการส�ำรวจเชือ้รา Chaetomium spp. จาก
วสัดเุหลือใช้ทางการเกษตร เชน่ ดิน แกลบดบิ กะลา
กาแฟ ปาล์ม และฟางข้าว ในจังหวัดเชียงใหม ่17 
ไอโซเลท จงัหวดัแพร่ 3 ไอโซเลท จงัหวดัอตุรดติถ์ 3 ไอ
โซเลท จงัหวดัล�ำพนู 3 ไอโซเลท และจงัหวดัปทมุธานี 2 
ไอโซเลท รวมทัง้หมด 28 ไอโซเลท จ�ำแนกด้วยลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยา พบวา่จดัจ�ำแนกเชือ้ราได้ทัง้หมด 5 
ชนิด ได้แก่ Chaetomium globosum, C. brasiliense, 
C. atrobrunneum, C. aureum, C. cupreum โดย
วัสดุท่ีแยกเชือ้ราเหล่านีไ้ด้มากท่ีสุดคือแกลบดิบท่ี
แยกเชือ้ราได้รวม 18 ไอโซเลท โดยพบเชือ้ราทัง้ 5 
ชนิดท่ีเจริญบนแกลบดิบ สว่นวสัดท่ีุพบเชือ้รา Cha-
etomium รองลงมา ได้แก่ ฟางข้าวและดนิ ท่ีพบตวัอยา่ง
ละ 3 ไอโซเลท โดยทกุตวัอยา่งท่ีพบในฟางข้าวจ�ำแนกได้
เป็น C. globosum ทัง้สามไอโซเลท สว่นในดนิจ�ำแนก
ได้เป็น C. globosum 1 ไอโซเลท และ C. atrobrun-
neum 2 ไอโซเลท ส�ำหรับใบปาล์ม กะลากาแฟ และ
หญ้าแห้งพบเชือ้รา Chaetomium จ�ำนวน 1, 1 และ 
1 ไอโซเลท ตามล�ำดบั สอดคล้องกบัการรายงานของ 
Wabster and Weber (2007) ท่ีวา่เชือ้รา Chaeto-
mium spp. สามารถยอ่ยสลายเซลลโูลสและสาร
อินทรีย์อ่ืนๆได้ เน่ืองจากเชือ้ราชนิดนีส้ามารถสร้าง
เอนไซม์ cellulase และ xylanase ซึง่มีลกัษณะ
สณัฐานวิทยาแตกตา่งกนัในแตล่ะกลุม่ เชน่เดียวกบั
การศกึษาของ Petcharat and Soytong (1991) ได้
ท�ำการแยกเชือ้จากดนิในสวนยางพาราจาก 8 พืน้ท่ี
ในภาคใต้ของประเทศไทยพบเชือ้รา Chaetomium 
หลายชนิดได้แก่ Chaetomium aureum, C. cupre-
um, C. fusiforme, C. globosum, C. gracile และ 
C. lucknowense เป็นต้น โดยแตล่ะชนิดมีลกัษณะ

ทางสณัฐานวิทยาท่ีแตกตา่งกนั เน่ืองจากสมบตัทิาง
กายภาพของดนิและสภาพแวดล้อมแตกตา่งกนั

ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
เชือ้ราแตล่ะไอโซเลทในจ�ำนวน 28 ไอโซเลทท่ีแยกได้ ซึง่
สามารถแบง่ตามลกัษณะท่ีแตกตา่งกนั (Table 1) คือ
กลุม่ท่ี 1 จ�ำนวน 15 ไอโซเลท มีลกัษณะตรงกบัเชือ้รา 
Chaetomium globosum กลุม่ท่ี 2 จ�ำนวน 5 โซเลท มี
ลกัษณะตรงกบัเชือ้รา Chaetomium atrobrunneum 
กลุม่ท่ี 3 จ�ำนวน 2 ไอโซเลท มีลกัษณะตรงกบัเชือ้รา 
Chaetomium cupreum กลุม่ท่ี 4 จ�ำนวน 1 ไอโซเลท 
มีลกัษณะตรงกบัเชือ้รา Chaetomium aureum กลุม่
ท่ี 5 จ�ำนวน 5 ไอโซเลท มีลกัษณะตรงกบัเชือ้รา Cha-
etomium brasiliense รายละเอียดผลการศกึษามีดงั
ตอ่ไปนี ้

เชือ้รา Chaetomium globosum
ลกัษณะโคโลนีเชือ้รา Chaetomium globosum 

เม่ือเลีย้งบนอาหาร PDA เร่ิมแรกมีเส้นใยสขีาวฟ ู ไม่
หนาแนน่ ไมมี่การสร้างเมด็สบีนอาหารเลีย้งเชือ้ เจริญ
เตม็จานเลีย้งเชือ้ราภายใน 14 วนั ท่ีอณุหภมิูห้อง 
perithecium มีรูปร่างกลมรีหรือรูปไข ่ ขนาด 110-180 
× 80-132 µm มีลกัษณะเป็นสเีขียวเข้มถงึน�ำ้ตาล พบ 
ostiolate ascomatal hair มีสเีขียวอมน�ำ้ตาล มีลกัษณะ
โค้งงอไมส่ม�ำ่เสมอกนั เป็นคลืน่ เรียวยาว มีผนงักัน้เซลล์ 
ascomatal wall มีสนี�ำ้ตาลเข้ม เรียงตวัแบบ intricate 
asci มีรูปร่างคล้ายกระบองผิวบาง ขนาด 19.1-38.8 × 
12-17.5 µm ภายในประกอบด้วย 8 ascospores/as-
cus และ ascospore มีสนี�ำ้ตาลรูปร่างคล้ายผลมะนาว 
ขนาด (34.92-)38.72-50.51(-57.43) × (52.44-)55.22-
70.64(-73.36) µm (Figure 1) มีลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยาใกล้เคียงกบัเชือ้รา Chaetomium globosum ท่ีมี
รายงานไว้โดย Wang et al. (2015) 
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Figure 1 Morphological of Chaetomium globosum; (A) colony on PDA, (B-C) ascomata on PDA, (D) 
perithecium (compound microscope), (E-F) ascomatal hair, (G) ascomatal wall, (H-I) asci, (J-K) 
ascus, (L) ascospores 
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เชือ้รา Chaetomium atrobrunneum 
ลกัษณะโคโลนีเชือ้รา Chaetomium atrobrunneum 

เม่ือเลีย้งบนอาหาร PDA ระยะแรกมีเส้นใยสขีาวฟไูม่
หนาแนน่ตอ่มาเป็นสเีทาเข้มถงึเทาด�ำ ไมมี่การสร้างเมด็
ส ี ลกัษณะขอบของโคโลนีไมเ่รียบ เจริญเตม็จานเลีย้ง
เชือ้ราภายใน 20 วนั ท่ีอณุหภมิูห้อง perithecium รูป
ร่างกลมถงึรูปไข ่สเีทาเข้มถงึสดี�ำ ขนาด 80-160 × 50-
120 µm พบ ostiolate  ascomatal hair มีสเีทาเข้มหรือ
สนี�ำ้ตาลเข้ม มีลกัษณะปลายตรง มีผนงักัน้เซลล์ asco-

matal wall สนี�ำ้ตาลเข้ม เรียงตวัแบบ angularis asci 
รูปทรงกระบอกหรือคล้ายกระสวย ขนาด 20.9-32.4 × 
10.1-13.5 µm มีขนาดเลก็ สนี�ำ้ตาลเข้ม รูปร่างคล้าย
กระสวย เรียวยาว ผิวบางเรียบ ขนาด (28.44-) 30.35-
39.44(-42.93) × (51.61-)57.58-71.47(-78.88) µm 
(Figure 2) มีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาใกล้เคียงกบั
เชือ้รา Chaetomium atrobrunneum ท่ีมีรายงานไว้โดย 
Ames (1963) และ Wang et al. (2016) 

Figure 2 Morphological of Chaetomium atrobrunneum; (A) colony on PDA, (B-C) ascomata on PDA, 
(D) perithecium (compound microscope), (E) ascomatal hair, (F) ascomatal wall, (G-H) asci, (I) 
ascus, (J) ascospores 
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เชือ้รา Chaetomium cupreum
ลกัษณะโคโลนีเช้ือรา Chaetomium cupreum 

เม่ือเลีย้งบนอาหาร PDA มีเส้นใยสขีาว ตอ่มามีสส้ีมแดง 
โคโลนีมีขอบเรียบ มีการสร้างเมด็ส ีสแีดงทัว่อาหารเลีย้ง
เช้ือ เจริญเตม็จานเลีย้งเชือ้ราภายใน 14 วนั ท่ีอณุหภมิู
ห้อง perithecium มีรูปร่างไข ่สทีองแดงหรือสส้ีมแดงถงึ
สนี�ำ้ตาล ขนาด 68-130 × 53-100 µm เข้ม ascomatal 
hair เส้นขนมีสทีองแดง เรียวยาว ปลายขดเป็นเกลยีวมี
ลกัษณะคล้ายตะขอ มีผนงักัน้เซลล์ มีขนาด 4.5 - 6.0 
µm ascomatal wall เรียงตวัแบบ angularis asci มีรูป

ร่างคล้ายกระบอง ผิวบาง ขนาด 25.5-33.9 × 8.4-11.5  
µm ภายในประกอบด้วย 8 ascospores/ascus และ 
ascospores มีสแีดงเข้มถงึน�ำ้ตาล รูปร่างคล้ายเรือ 
ขนาด (25.07-)28.44-37.42(-41.52) × (47.66-)55.39-
66.42(-74.08) µm (Figure 3) มีลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยาใกล้เคียงกบัเช้ือรา Chaetomium cupreum ท่ี
มีรายงานไว้โดย Ames (1961), Hanlin and Richard 
(1998), Millner et al. (1977), Watanabe (2010) และ 
Singh and Pande (2008) 

Figure 3 Morphological of Chaetomium cupreum; (A) colony on PDA, (B-C) ascomata on PDA, (D) 
perithecium (compound microscope), (E-F) ascomatal hair, (G) ascomatal wall, (H-I) asci, 

(J) ascus, (K) ascospores 
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เชือ้รา Chaetomium aureum
ลกัษณะโคโลนีเชือ้รา Chaetomium aureum เม่ือ

เลีย้งบนอาหาร PDA ระยะแรกมีเส้นใยสขีาว มีการสร้าง
เมด็ส ีสแีดงอมมว่งทัว่อาหารเลีย้งเชือ้ ลกัษณะขอบของ
โคโลนีเรียบ เจริญเตม็จานอาหารเลีย้งเชือ้ราภายใน 20 
วนั ท่ีอณุหภมิูห้อง perithecium รูปร่างกลมรีหรือรูปไข ่
สแีดงเข้มถงึสนี�ำ้ตาลเข้ม ขนาด 78-106 × 50-72 µm 
พบ ostiolate ขนของ terminal hairs มีสนี�ำ้ตาลแดงโค้ง
ท่ีปลาย lateral hairs มีสเีหลอืงมะกอก มีความโค้งงอ
เลก็น้อย ascomatal hair มีสนี�ำ้ตาลแดง หรือสนี�ำ้ตาล
เข้ม และมีรูปร่างคล้ายคนัศรมีปลายม้วนงอ และขด

ตวักนัเป็นเกลยีว มีผนงักัน้เซลล์ ascomatal wall เรียง
ตวัแบบ angularis asci มีรูปร่างคล้ายกระบอง ผิวบาง
ขนาด 25.1-33.3 × 8-10.5 µm ภายในประกอบด้วย 
8 ascospores/ascus ascospores มีสนี�ำ้ตาลขนาด
เลก็มีรูปร่างคล้ายไต คล้ายเรือหรือคล้ายผลมะนาว 
ขนาด (28.22-)31.56-38.96(-43.63) × (47.40-)49.95-
62.36(-67.53) µm (Figure 4) มีลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยาใกล้เคียงกบัเชือ้รา Chaetomium aureum ท่ีมี
รายงานไว้โดย Chivers (1912), Skolko et al. (1953) 
และ Von Arx et al. (1986) 

Figure 4 Morphological of Chaetomium aureum; (A) colony on PDA, (B-C) ascomata on PDA, (D) perith-

ecium (compound microscope), (E) ascomatal hair, (F) ascomatal wall, (G-H) asci, (I-J) ascus, 

(K) ascospores 
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เชือ้รา Chaetomium brasiliense 
ลกัษณะโคโลนีเชือ้รา Chaetomium brasiliense 

เม่ือเลีย้งบนอาหาร PDA มีเส้นใยสขีาวฟ ูหนาแนน่ ตอ่
มาเป็นสเีทาถงึเทาเข้ม ไมมี่การสร้างเมด็ส ีลกัษณะขอบ
ของโคโลนีเรียบ เจริญเตม็จานอาหารเลีย้งเชือ้ราภายใน 
20 วนั ท่ีอณุหภมิูห้อง (27-30 องศาเซลเซียส) perithe-
cium มีรูปร่างทรงกลม สเีทาเข้มถงึสดี�ำ ขนาด 85-135 
× 75-110 µm พบ ostiolate ascomatal hair มีสเีทาเข้ม 
ปลายขนม้วนงอคล้ายสปริง มีผนงักัน้เซลล์ ascomatal 

wall สนี�ำ้ตาลเข้ม เรียงตวัแบบ angularis asci มีรูปร่าง
ทรงกระบอก ขนาด 35.6-48.5 × 5.6-7.1 µm ภายใน
ประกอบด้วย 8 ascospores/ascus ascospores มี
สนี�ำ้ตาล รูปร่างกลมขนาด (21.17-)27.44-40.22(-
42.41) × (37.08-)38.16-45.86(-50.55) µm (Figure 5) 
มีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาใกล้เคียงกบัเชือ้รา Cha-
etomium brasiliense ท่ีมีรายงานไว้โดย Ames (1963) 

และ Wang et al. (2016) 

Figure 5 Morphological of Chaetomium brasiliense; (A) colony on PDA, (B-C) ascomata on PDA, (D) 
perithecium (compound microscope) , (E-F) ascomatal hair, (G) ascomatal wall, (H-I) asci,, (J) 

ascus, (K) ascospores 
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การวิเคราะห์ลำ�ดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ internal 
transcribed spacer region (ITS) rDNA	

จากการวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 
ITS rDNA ของเชือ้รา Chaetomium โดยใช้ไพรเมอร์ 
ITS5 และ ITS4 สามารถจดักลุม่ได้เป็น 5 กลุม่ (Fig-
ure 6) มีขนาดชิน้สว่นของดีเอน็เอประมาณ 600 คู่
เบส เม่ือน�ำข้อมลูล�ำดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้มาวิเคราะห์
ร่วมกับข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมูล 
NCBI โดยกลุม่ท่ี 1 มีทัง้หมด 15 ไอโซเลท ประกอบ
ด้วย MCRC-001, MCRC-002, MCRC-003, 
MCRC-004, MCRC-005, MCRC-006, MCRC-
007, MCRC-009, MCRC-010, MCRC-012, 
MCRC-013, MCRC-015, MCRC-017, MCRC-
018 และ MCRC-028 ซึง่จดัเป็นกลุม่เดียวกบัเชือ้รา 
C. globosum จากฐานข้อมลู NCBI จ�ำนวน 4 ไอ
โซเลท ได้แก่ เชือ้รา C. globosum ไอโซเลท CBS 
666.82, MG664777, KM030576 และ KY078824 
โดยมีคา่ความเช่ือมัน่ในการจดักลุม่ 100% ส�ำหรับ
กลุม่ท่ี 2 มีทัง้หมด 5 ไอโซเลท ประกอบด้วย MCRC-
021, MCRC-022, MCRC-023, MCRC-026 และ 
MCRC-027 ซึง่จดัเป็นกลุม่เดียวกบัเชือ้รา C. atro-
brunneum จากฐานข้อมลู NCBI จ�ำนวน 3 ไอโซเลท 
คือ เชือ้รา C. atrobrunneum ไอโซเลท CBS 379.66, 
GU966500 และ AB746177 โดยมีคา่ความเช่ือมัน่
ในการจดักลุม่ 100% กลุม่ท่ี 3 มีทัง้หมด 2 ไอโซเลท 

ประกอบด้วย MCRC-008 และ MCRC-024 ซึง่จดั
เป็นกลุม่เดียวกบัเชือ้รา C. cupreum จากฐานข้อมลู 
NCBI จ�ำนวน 2 ไอโซเลท ได้แก่ เชือ้รา C. cupre-
um ไอโซเลทCBS 560.80 และ KF601371 โดยมีคา่
ความเช่ือมัน่ในการจดักลุม่ 99% กลุม่ท่ี 4 มีทัง้หมด 
1 ไอโซเลท ประกอบด้วย MCRC-019 ซึง่จดัเป็นก
ลุม่เดียวกบัเชือ้รา C. aureum จากฐานข้อมลู NCBI 
จ�ำนวน 1 ไอโซเลท ได้แก่ CBS 153.52 โดยมีคา่
ความเช่ือมัน่ในการจดักลุม่ 91% กลุม่ท่ี 5 มีทัง้หมด 
5 ไอโซเลท ประกอบด้วย MCRC-011, MCRC-014, 
MCRC-016, MCRC-020 และ MCRC-025 ซึง่จดั
เป็นกลุม่เดียวกบัเชือ้รา C. brasiliense จากฐาน
ข้อมลู NCBI จ�ำนวน 4 ไอโซเลท ได้แก่ เชือ้รา C. 
brasiliense ไอโซเลท CBS 130174, KT357687, 
JX966545 และ KX146504 มีคา่ความเช่ือมัน่ในการ
จดักลุม่ 100% โดยมีเชือ้รา Corynascella humi-
cola (CBS 337.72) เป็น out group สอดคล้องกบั
การรายงานของ White et al. (1990) ได้จ�ำแนกเชือ้
รา Chaetomiaceae จากการเพ่ิมปริมาณชิน้สว่น
ดีเอน็เอบริเวณ ITS rDNA ด้วยไพรเมอร์ ITS5 และ 
ITS4 จากการศกึษาของ Tamura et al. (2004) ได้จดั
จ�ำแนกเชือ้ราโดยใช้โปรแกรม The neighbor-join-
ing tree (NJ) และ maximum parsimony (MP)  



	 แก่นเกษตร 48 ฉบบัท่ี 6: 1342-1359 (2563)./doi:10.14456/kaj.2020.118.1355

Figure 6 The neighbor-joining tree obtained from ITS rDNA nucleotide sequence  
Chaetomium spp. isolates comparing from NCBI databases. Bootstrap values are indi-
cated on the branches (1000 replications) 
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การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อรา Chaetimi-
um spp. ในการควบคุมโรครากเน่าโคนเน่าของ
ทุเรียนที่เกิดจากเชื้อรา Phytophthora palmivora 
โดยวิธี dual culture

ท�ำการสุม่เชือ้ราปฏิปักษ์ Chaetomium spp. 
จ�ำนวน 5 ไอโซเลท ท่ีมีการเจริญได้ดีท่ีสดุในแตล่ะ
กลุม่ น�ำมาควบคมุเชือ้รา P. palmivora โดยวิธี dual 
culture บนอาหาร PDA เป็นเวลา 1 วนั พบวา่เชือ้
ราปฏิปักษ์ Chaetomium spp. ไอโซเลท MCRC-
019 สามารถยบัยัง้การเจริญของเส้นใยของเชือ้รา P. 
palmivora บนอาหารเลีย้งเชือ้ได้ 99.41 เปอร์เซน็ต์ 
รองลงมาคือ ไอโซเลท MCRC-008, MCRC-020, 
MCRC-013 และ MCRC-021 สามารถยบัยัง้การ
เจริญของเส้นใยเชือ้รา P. palmivora บนอาหารเลีย้ง
เชือ้ได้ 53.09 51.62 40.59 และ 32.50 เปอร์เซน็ต์

ตามล�ำดบั (Table 2, Figure 7) ซึง่สอดคล้องกบั
รายงานของ Hung et al. (2015) ได้ศกึษาการยบัยัง้
เชือ้รา P. palmivora สาเหตโุรครากเนา่ของส้มโอโดย
ใช้เชือ้รา Chaetomium spp. พบวา่สามารถยบัยัง้การ
เจริญของราสาเหตโุรคพืชได้ และมีกลไกการพดัรัดและ
แทงเข้าเส้นใยของเชือ้ราสาเหตโุรคพืช และยงัสามารถ
สร้างสารปฏิชีวนะเพ่ือยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราสาเหตุ
โรคพืชได้ นอกจากนีย้งัสอดคล้องกบัการศกึษาของ อ�ำ
พล และคณะ (2562) ได้ทดสอบประสทิธิภาพของเชือ้รา 
Chaetomium spp. ในการควบคมุเชือ้รา P. plamivo-
ra สาเหตโุรครากเนา่โคนเนา่ของทเุรียนโดยวิธี dual 
culture และการใช้สารสกดัหยาบจากเชือ้รา Cha-
etomium spp. พบวา่สามารถยบัยัง้การเจริญของ
เส้นใยและท�ำลาย chlamydospore ของเชือ้รา P. 

plamivora ได้

Figure 7 Growth of Phytophthora palmivora in dual culture assays with antagonistic fungal Chaeto-
mium spp. on PDA at 1 day after inoculation (DAI) A: control, B: MCRC-021, C: MCRC-
020, D: MCRC-019, E: MCRC-008, F: MCRC-013
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Table 2 Growth inhibition of Phytophthora palmivora in dual culture assays with antagonistic fun-
gal Chaetomium spp. on PDA at 1 day after inoculation (DAI)

Isolates
Dual culture1

Radial growth (cm) % inhibition

MCRC-021      2.28 a2 32.50 d

MCRC-020 1.63 c 51.62 b

MCRC-019 0.00 d 99.41 a

MCRC-008 1.58 c 53.09 b

MCRC-013 2.00 b 40.59 c

LSD (0.05) 0.19 5.64

%CV 8.50 6.75
1 Average from 4 replicates for each isolate
2 Means within the same column followed by the same letter are not significantly different at the 0.05 level by LSD test

สรุปผลการทดลอง

ผลจากการแยกเชือ้รา Chaetomium spp. จาก
วสัดกุารเกษตรตา่งๆ ได้แก่ ดิน แกลบดบิ ฟางข้าว 
กะลากาแฟ หญ้าแห้ง และใบปาล์ม ในพืน้ท่ีจงัหวดั
เชียงใหม ่ แพร่ อตุรดติถ์ ล�ำพนู และปทมุธานี พบ
วา่แยกเชือ้รา Chaetomium spp.ได้จ�ำนวน 28 ไอ
โซเลท เม่ือน�ำมาศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา
ร่วมกบัการวิเคราะห์ล�ำดบัเบสบริเวณต�ำแหนง่ ITS 
rDNA เปรียบเทียบกบัฐานข้อมลู Genbank พบ
วา่สามารถจ�ำแนกเชือ้ราเหลา่นีอ้อกได้เป็น 5 กลุม่ 
คือ C. globosum , C. atrobrunneum, C. brasil-
iense, C. aureum และ C. cupreum ตามล�ำดบั 
เม่ือท�ำการสุม่น�ำเชือ้รา Chaetomium แตล่ะกลุม่
น�ำมาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญ
ของเชือ้รา P. plamivora สาเหตโุรครากเนา่โคนเนา่

ทเุรียนด้วยวิธี dual culture พบวา่เชือ้รา C. aure-
um ไอโซเลท MCRC-019, C. cupreum ไอโซเลท 
MCRC-008, C. brasiliense ไอโซเลท MCRC-020, 
C. globosum ไอโซเลท MCRC-013 และ C. atro-
brunneum ไอโซเลท MCRC-021 มีเปอร์เซน็ต์การ
ยบัยัง้เทา่กบั 99.41 53.09 51.62 40.59 และ 32.50 
เปอร์เซน็ต์ตามล�ำดบั ซึง่แสดงให้เหน็ถงึศกัยภาพท่ี
จะน�ำเชือ้รา Chaetomium spp. มาประยกุต์ใช้ใน
การควบคมุโรคพืชท่ีเกิดจากเชือ้รา Phytophthora 
spp. ได้

คำ�ขอบคุณ

ขอขอบคุณบัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัย 
เชียงใหม่ ในการสนับสนุนทุนวิจัยบางส่วนในการ
ศึกษาในครัง้นี ้
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