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5. บทคัดย่อ 

แยกเช้ือรากลุ่ม Aspergillus จากตัวอย่างดินและผลิตผลเกษตร ในพื้นท่ี 22 จังหวดัของ
ประเทศไทย โดยใช้วิธี Soil dilution plate technique และ Agar plate method บนอาหารเล้ียงเช้ือ 
Dichloran Glycerol (DG 18) และจ าแนกโดยใช้ลักษณะทางสัญฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
สามารถแยกได้รา Aspergillus flavus 602 สายพันธ์ุ (83.7%)   A. tamarii 97 สายพันธ์ุ (13.5%)           
A. nomius 20 สายพนัธ์ุ (2.8%) เม่ือน ารา A. flavus มาตรวจสอบการสร้างสารพิษเบ้ืองตน้บนอาหาร 
Coconut agar ในท่ีมืด 5 วนั ถา้รามีการสร้างสารแอฟลาทอกซินจะมีการเรืองแสงสีฟ้าน ้ าเงินภายใต้
แสง UV ท่ีช่วงคล่ืน 365 nm  พบว่ามีรา A. flavus ท่ีไม่มีการเรืองแสง 123 สายพนัธ์ุ  แล้วน ารามา
ทดสอบการสร้างพิษในอาหารเหลว YES medium เพื่อยนืยนัผลอีกคร้ัง พบวา่เช้ือรา A. flavus  จ  านวน 
31 สายพนัธ์ุเท่านั้นท่ีไม่สร้างสารพิษ   ไดน้ ารากลุ่มน้ีมาทดสอบการเป็นปฏิปักษ ์โดยวิธี Competition 
plate method บนอาหาร Potato dextrose agar เป็นเวลา 7 วนั พบว่าเช้ือรามีการเจริญเติบโตเร็วและ
สามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา A. flavus สายพนัธ์ุท่ีสร้างสารพิษ (A39) คดัเลือกไดจ้  านวน 8 



สายพนัธ์ุ (37, 374, 377, 400, 401, 538, 561 และ 588)  จากนั้นน ามาทดสอบการเป็นปฏิปักษ ์โดยวิธี 
Dual culture method ในอาหารเหลว YES medium เป็นเวลา 14 วนั พบปริมาณสารพิษ AFB1 ลดลง
จากชุดควบคุม 99.2, 96.7, 99.1, 100, 100, 100, 99.1 และ 99.1% ตามล าดบั จากนั้นไดน้ าราทั้ง 8 สาย
พนัธ์ุ ไปตรวจวเิคราะห์ดีเอ็นเอและจ าแนกชนิดราดว้ยเทคนิคชีวโมเลกุล โดยในปฏิกิริยา PCR ท าการ
เพิ่ มปริมาณดีเอ็น เอส่วน internal transcribed spacer region (ITS) ทั้ ง 8 สายพัน ธ์ุ  พบว่าเป็นรา           
A. flavus เพียง 4 สายพัน ธ์ุ  (37 , 374, 400, 561),  A. tamarii  3 สายพันธ์ุ  (377, 538, 588) และ               
A. nomius 1 สายพันธ์ุ (401) ในจ านวนน้ี พบว่ารา  A. flavus สายพันธ์ุท่ีตรวจไม่พบยีนการสร้าง
สารพิษ Aflatoxin gene (pksA, aflR และ norA) มีจ านวน 1 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุท่ี 561 และเม่ือ
น าราสายพนัธ์ุท่ีไม่สร้างสารพิษ 2 สายพนัธ์ุ  ได้แก่ 400 และ 561 มาทดสอบประสิทธิภาพการเป็น
ปฏิปักษ์ในเมล็ดขา้วโพดพบวา่ สามารถลดปริมาณสารแอฟลาทอกซินในขา้วโพดไดถึ้ง 97.43 และ 
83.92% ผลของการทดลองน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่  A. flavus (561) ท่ีไม่สร้างสารพิษ เป็นราสายพนัธ์ุใหม่ท่ี
พบในประเทศไทย  และมีประสิทธิภาพในการเป็นปฏิปักษก์บัราท่ีสร้างสารพิษ ท าใหส้ารแอฟลาทอก
ซินลดลงถึง 97.43 % และสามารถน าไปพฒันาต่อเป็นในเชิงพาณิชยไ์ด ้

6. ค าน า 

ปัจจุบนัปัญหาการปนเป้ือนของสารพิษจากเช้ือรายงัคงเป็นปัญหาทั้งในประเทศและระหว่าง
ประเทศ เน่ืองจากสารพิษจากเช้ือราจะปนเป้ือนและเป็นปัญหาของผลิตผลเกษตรหลงัการเก็บเก่ียว   ซ่ึง
จะเก่ียวขอ้งกบัสุขอนามยัของผูบ้ริโภคโดยตรง  ดงันั้นวิธีการท่ีจะน ามาใช้ในการควบคุมจึงควรเป็น
วิธีการท่ีปลอดภยักับผูบ้ริโภคด้วย การควบคุมโดยชีววิธีจึงเป็นวิธีท่ีนิยมใช้ และเป็นการลดการใช้
สารเคมีท่ีมีอนัตรายดว้ย    
 เช้ือราสกุล Aspergillus มีมากถึง 185 ชนิด  และมีบทบาทท่ีส าคญัมากเพราะเช้ือราสามารถ
น ามาท าประโยชน์ในเชิงอุตสาหกรรมได ้เช่น Aspergillus oryzae และ A. sojae และมีกลุ่มท่ีเป็นโทษ
สามารถสร้างสารพิษท่ีเป็นอนัตรายต่อชีวิตมนุษยไ์ดเ้ช่นกนั และท่ีเป็นสาเหตุก่อพิษต่อมนุษย ์ไดแ้ก่ 
A. niger, A. flavus, A. carbonarius และ A. fumigatus  (เลขา และคณะ, 2550) ตามธรรมชาติเช้ือราจะ
มีการแข่งขนักนัเพื่อความอยู่รอดและสมดุลของธรรมชาติ  ตามธรรมชาติเช้ือราจะมีการแข่งขนักนั
เพื่อความอยู่รอดและสมดุลของธรรมชาติ  เช้ือราที่มีคุณสมบตัิในการน ามาใช ้ควบคุมโรคพืช 
เรียกว ่า เชื้อปฏิปักษ ์ (antagonist)โดยเชื้อน้ีจะมีกลไกควบคุมเชื้อที ่เป็นสาเหตุของโรคได ้4 
ลกัษณะ คือ การแข่งขนั (competition) การท าลายชีวิต (antibiosis) การเป็นปรสิต (parasitism) 
และการชกัน าให้เกิดความตา้นทานโรค (induced disease resistance) การป้องกนัก าจดัเช้ือราโดย
ชีววิธี (biological control) โดยใช้เช้ือราปฏิปักษ์  จิระเดช และคณะ (2535)ไดค้ดัเลือกเช้ือราไตร
โคเดอร์มา (Trichoderma spp.) สายพนัธุ์ที่มีความสามารถในการควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคพืชได้
หลายชนิด พฒันาในรูปแบบชีวภณัฑ์ และส่งเสริมให้กบัเกษตรกรน าไปใช้ประโยชน์ไดอ้ย่าง



แพร่หลาย ท่ีผ่านมามีการใช้สารเคมีในการเกษตรมากมาย ท าให้เช้ือรา และจุลินทรีย์อ่ืน ๆ ท่ีมี
ประโยชน์มากมายถูกท าลาย ท าใหปั้ญหาการเกิดโรคและสารพิษจากเช้ือราปนเป้ือนในผลิตผลเกษตร
หลงัการเก็บเก่ียวยงัคงเป็นปัญหาท่ีตอ้งแกไ้ข  เพื่อความปลอดภยัต่อผูบ้ริโภค และเกษตรกร การศึกษา
คร้ังน้ีจึงวิจยัและพฒันาเอาวิธีการควบคุมแบบชีววิธีมาใช้ในการลดปริมาณสารแอฟลาทอกซินใน
ผลิตผลเกษตร  
 
7. วธีิการด าเนินการ 

1. การเกบ็ตัวอย่างผลติผลเกษตร และการคัดแยกเช้ือรา Aspergillus flavus 
เก็บเมล็ด ถัว่ลิสง  ขา้วโพด และเมล็ดธญัพืช จากแหล่งต่าง ๆ มาวางบนอาหารเล้ียงเช้ือ  และ

น าตวัอยา่งดินจากแหล่งต่างๆ มาเจือจางในน ้ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือ หรือ 0.85% normal saline สเปรดลง
บนหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ DG18 เป็นเวลา 7 วนั หลงัจากนั้นท าการแยกเช้ือรา Aspergillus flavus ให้
บริสุทธ์ิและเล้ียงบน อาหาร Malt Extract Agar (MEA) และ Czapek’s Dox Agar (CZA)  ในหลอด
ทดลอง  เก็บท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง  จึงยา้ยเช้ือรามาเล้ียงในอาหาร Malt Extract 
Broth (MEB)  ในขวดลูกชมพูข่นาด 500 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือราปริมาตร 250 มิลลิลิตรเขยา่ท่ี
ความเร็ว 100 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 72 ชัว่โมง  เก็บเส้นใยเช้ือราบริสุทธ์ิ 
2.   การคัดแยกเช้ือรา Aspergillus flavus สายพนัธ์ุทีส่ร้างสารพษิ (Toxigenic strains) และสายพนัธ์ุ
ทีไ่ม่สร้างสารพษิ (Non-Toxigenic strains) โดยเทคนิคอณูพนัธุศาสตร์  
 2.1 การสกดั ดี เอน็ เอ  (DNA extraction) น าเส้นใยเช้ือราบริสุทธ์ิ มาลา้งดว้ยน ้ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่า
เช้ือ  และลา้งดว้ยเกลือโซเดียม 0.85% สองคร้ังเพื่อก าจดัโพลีแซคคาไรด ์ วางเส้นใยบนกระดาษกรอง
เพื่อน าไปอบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกวา่เส้นใยจะแหง้กรอบเป็นสีขาว ชัง่น ้ าหนกัเส้นใย 1 
กรัม แลว้เก็บเส้นใยแต่ละ strainsไวท่ี้ อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส น าไปสกดั DNA ดว้ยชุดน ้ายา 
DNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN, USA)  

2.2 การจัดล าดับยนี และการวเิคราะห์ ท าการเพิ่มปริมาณ ดีเอน็เอ โดยปฏิกิริยา PCR 
(Polymerase Chain Reaction) กบัไพรเมอร์ (primer) ท่ีมีความจ าเพาะและตรวจปริมาณ ดี เอ็น เอ ท่ี
เพิ่มปริมาณไดด้ว้ย อะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส ใช ้ 1.5% อะกาโรสเจล ใน 1XTAE บฟัเฟอร์ ใช้
กระแสไฟฟ้าท่ีค่าความต่างศกัย ์100 โวลด ์นาน 35 นาที ยอ้มอะกาโรสเจล  ดว้ย 0.5% เอทิเดียมโบร
ไมด ์10 นาที ตรวจแถบ ดีเอ็นเอ ใตแ้สงยวู ีและถ่ายภาพดว้ย ultraviolet transilluminator การทดสอบ
จะมียนีตน้แบบของ Aspergillus flavus สายพนัธ์ุท่ีสร้างสารพิษเป็นตวัเปรียบเทียบ 
3.   การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือรา Aspergillus  flavus สายพนัธ์ุทีไ่ม่สร้างสารพิษในการยบัยั้ง
การเจริญของเช้ือราสายพนัธ์ุทีส่ร้างสารพษิ และยบัยั้งการสร้างสารแอฟลาทอกซิน 
 3.1 การทดสอบการเป็นปฏิปักษ์ โดยวธีิ Competition  plate method น าเช้ือราสายพนัธ์ุท่ีไม่
สร้างสารพิษท่ีคดัเลือกไดแ้ต่ละสายพนัธ์ุมาเล้ียงบน อาหาร PDA อายปุระมาณ 4-5 วนัหลงัจากนั้นใช ้



Cork Borer ตดัช้ินวุน้ท่ีมีเส้นใยของเช้ือรามาวางในจานทดสอบท่ีมีช้ินเส้นใยของเช้ือรา Aspergillus 
flavus สายพนัธ์ุท่ีสร้างสารพิษอยูด่ว้ย บ่มจานทดสอบไวท่ี้อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 7 วนั 
จึงท าการวดัเส้นผา่ศูนยก์ลางของโคโลนีAspergillus flavus  เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีไม่ไดใ้ส่ 
Aspergillus flavus สายพนัธ์ุท่ีไม่สร้างสารพิษ 
 3.2 การทดสอบประสิทธิภาพในการยบัยั้งการสร้างสารแอฟลาทอกซินโดยวธีิ Dual Culture 
method  น าเช้ือราท่ีคดัเลือกไปเล้ียงในอาหารเหลว YES medium พร้อมกบัเช้ือรา Aspergillus flavus 
ท่ีสร้างสารพิษเป็นเวลา 14 วนั น าสารสกดัท่ีอยูใ่นอาหารเหลวมาทดสอบปริมาณสารแอฟลาทอกซิน
โดยวธีิ ELISA  เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม วางแผนการทดลองแบบ CRD  จ านวน 5 ซ ้ าต่อสายพนัธ์ุ 
4.   การผลติชีวภัณฑ์จากเช้ือรา Aspergillus flavus สายพนัธ์ุท่ีไม่สร้างสารพิษท่ีคดัเลือกวา่
ประสิทธิภาพสูงสุดในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา และยบัย ั้งการสร้างสารแอฟลาทอกซิน
โดยใชสู้ตรต่าง ๆ ในการผลิตประมาณ 5 สูตร แลว้น าไปทดสอบใชใ้นแปลงปลูกถัว่ลิสง 
 
เวลาและสถานที ่    เร่ิมตน้ ตุลาคม 2553   ส้ินสุดการทดลอง  กนัยายน 2556 
ส านกัวจิยัและพฒันาวทิยาการหลงัการเก็บเก่ียวและแปรรูปผลิตผลเกษตร กรมวชิาการเกษตร 
 
8. ผลการทดลองและวจิารณ์ 

1. การเกบ็ตัวอย่างดินและผลิตผลเกษตร และการคัดแยกเช้ือรา Aspergillus flavus 
แยกเช้ือรากลุ่ม Aspergillus section Flavi ได้ทั้ งหมด 719 สายพันธ์ุ  จากตัวอย่างดินและ

ผลิตผลเกษตร 22 จงัหวดัของประเทศไทย ระหว่างปี พ.ศ. 2553-2556 น ามาทดสอบชนิดเช้ือรา A. 
flavus โดยสังเกตลกัษณะสีของโคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร Czapek’s Dox agar (CZA) และ Aspergillus 
flavus and parasiticus  Agar (AFPA) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และจ าแนกลกัษณะทางสัณฐาน
วิทยาใต้กล้องจุลทรรศน์ ตามวิธีของ Raper and Funnell (1965) และ Pitt et al. (1983) การศึกษาน้ี
พบว่า สามารถแยกได้เช้ือรา A. flavus 602 สายพันธ์ุ (83.7%) A. tamarii 97 สายพันธ์ุ (13.5%)          
A. nomius 20 สายพันธ์ุ (2.8%) และไม่พบA. parasiticus (Table 1) เม่ือน าตัวแทนของรา section 
Flavi  จ  านวน 4 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ A. flavus 374,  A. tamarii 382  และ A. nomius 401 โดยมี A. oryzae  
TISTR 3019 เป็นสายพนัธ์ุเปรียบเทียบ  น ามาจดัจ าแนกชนิดเช้ือรา section Flavi  ตามลกัษณะทาง
สัณฐานวิทยาท่ีพบมีดงัน้ี  เช้ือรา  A. flavus  และ A. nomius มีลกัษณะรูปร่างท่ีคลา้ยกนัสร้าง conidial 
head บนอาหาร CZA  เป็นสีเหลืองปนเขียวเม่ืออายนุอ้ย แต่เม่ืออายมุากข้ึนอาจกลายเป็นสีน ้ าตาลเวส
ซิเคิล รูปร่าง globose หรือ pyriform สเตอริกมาส่วนใหญ่จะเป็นแบบสองชั้น (biseriate) หรือชั้นเดียว 
(uniseriate) สร้างสเคลอโรเทียมเม็ดใหญ่สีขาว โคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร AFPA เม่ือพลิกดูท่ีดา้นใต้
เพลทมีสีส้ม และเช้ือรา A. tamarii  สร้าง conidial head บนอาหาร CZA  สีน ้ าตาล  สีส้ม หรือสีเขียว 
เวสซิเคิล รูปร่าง globose หรือ pyriform  สเตอริกมาเรียงตวัแบบ uniseriate หรือ biseriate ไม่สร้าง 



สเคลอโรเทียม หรือบางสายพนัธ์ุสร้างไดป้ริมาณน้อย และลกัษณะโคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร AFPA 
เม่ือพลิกด้านใตเ้พลทมีสีน ้ าตาลส้ม สีน ้ าตาลด า และ A. oryzae TIST3019 มีสีของ conidial head สี
ขาวครีม  สีเทาเม่ืออายุนอ้ย  เม่ือแก่มีสีเหลือง สีน ้ าตาลมะกอก ลกัษณะผิวของโคโลนีฟูคลา้ยปุยส าลี 
(fluffy or cottony) ไม่สร้างสเคลอโรเทียม สร้างเวสซิเคิล รูปร่าง pyriform การจดัเรียงตวัสเตอริกมา
แบบ uniseriate เจริญเติบโตบนอาหาร AFPA ชา้ และโคโลนีดา้นใตเ้พลทมีสีขาว  (Figure 1)  

 

 

 
  

Figure 1 A. Map of Thailand showing locations in many agro-ecological zones where soil samples were collected    
to determine distribution of Aspergillus section Flavi strains and other  fungal species                               
(indicated by black cercle) total 21 provinces 

               B. Macroscopic features of  Aspergillus section  Flavi  on Czapek’s Dox Agar (7d at 30C )  
                   and sporing structures of  Aspergillus section Flavi  in Thailand Agricultural siols 
                   (a) A. oryzae  TISTR 3019  (b) A. flavus374  (c)  A. tamarii382  (d) A. nomius401  

C. Morphological structure and some common vesicle shapes of Aspergillus section Flavi             
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2. การคัดแยกเช้ือรา Aspergillus flavus สายพันธ์ุที่สร้างสารพิษ (Toxigenic strains) และสายพันธ์ุที่
ไม่สร้างสารพษิ (Non-Toxigenic strains) โดยเทคนิคอณูพนัธุศาสตร์   

2.1 การสกดั ดี เอ็น เอ  (DNA extraction) สกดัดีเอน็เอรวมของเช้ือรา  section Flavi โดยใช้
ชุดน ้ายาสกดั DNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN, USA) และทดสอบคุณภาพดีเอน็เอของเช้ือราดว้ย 
internal control โดยใชไ้พรเมอร์ CS3 และ LR3 ซ่ึงเป็นไปเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อต าแหน่ง ITS2-LSU บน
โครโมโซม สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยวธีิ PCR (Polymerase Chain Reaction) ใหแ้ถบดีเอน็เอ
ขนาด 900 คู่เบส จ านวน 26 สายพนัธ์ุ  และไดส่้งราเพื่อน าไปวเิคราะห์สายพนัธ์ุเช้ือรา Aspergillus ท่ี
ศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ (ไบโอเทค) ประเทศไทยทั้ง 26 สายพนัธ์ุ  เม่ือ
ทดสอบคุณภาพดีเอน็ดว้ยการวดัค่านาโนดรอป OD 260/280 โดยศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและ
เทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ พบวา่ ไดคุ้ณภาพดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ย
ปฏิกิริยา PCR โดยใช ้universal primer ITS1, ITS4 และ ITS5  (White et al., 1990) ได ้

2.2 การจัดล าดับยีน และการวิเคราะห์  น าตวัแทนของรา section Flavi  จ  านวน 26 สายพนัธ์ุ 
มาวิเคราะห์ล าดบัเบสโดยเทคนิคอณูพนัธุศาสตร์ ส่งวิเคราะห์และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS4-5 
บน 18S rDNA  แล้วน าขอ้มูลล าดบัเบสท่ีไดม้าเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank โดย Blastn 
เพื่อตรวจหาความคลา้ยคลึงล าดบัเบสของยีน 18S rRNA สามารถจ าแนกชนิดสายพนัธ์ุเช้ือรา section 
Flavi ท่ีพบจากดินและผลิตผลเกษตรในประเทศไทย ผลการเปรียบเทียบพบ 19 สายพนัธ์ุ (01, 36, 37, 
38, 39, 40, 43, 45, 46, 47, 185, 193, 227, 231, 374, 386, 561, 400 และ A39)  มีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ด
อย่างมากกบัเช้ือราในแฟมิล่ี Ascomycetes ท่ีพบในประเทศสหรัฐอเมริกา โดยล าดบัเบส 18S rDNA 
คล้ายกับ  A. flavus strain ATCC 9643 และ strain ATCC 20043 (Accession No. HQ026738 และ 
AY939782) ในระดบั 99-100% similarity และสายพนัธ์ุ 386 มีสัมพนัธ์ใกล้ชิดอย่างมากกบัเช้ือรา    
A. flavus isolate ucb041 (Accession No. EF409807) ท่ีพบในประ เทศบราซิล  ในระดับ  99% 
similarity สายพัน ธ์ุ  368, 377 และ 588 มีสัมพันธ์ใกล้ชิดอย่างมากกับ เช้ือรา A. tamarii isolate 
SRRC1088 (Accession No. AY373870) ท่ีพบในประเทศสหรัฐอเมริกา ในระดบั 99-100% similarity 
สายพันธ์ุ 401 มีสัมพันธ์ใกล้ชิดอย่างมากกับเช้ือรา A. nomius  isolate SRRC1088 (Accession No. 
KF312154) ท่ีพบในประเทศมาเลเซีย ในระดบั 99% similarity และสายพนัธ์ุ 386 มีสัมพนัธ์ใกลชิ้ด
อย่างมากกบัเช้ือรา A. tamarii  isolate KUFS12 (Accession No. JQ257030) ท่ีพบในประเทศอินเดีย 
ในระดบั 99% similarity (Table 2)  

เม่ือจดัล าดบัความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการ (Phylogenetic tree) ของเช้ือรา Aspergillus section 
Flavi และ A. flavus ท่ีพบในประเทศไทย โดยใช้ขอ้มูลทางพนัธุกรรมล าดบัเบสของยีน 18S rRNA 
เปรียบเทียบโดยใช ้ClustalW version 2.1 (DDBJ, 2012) แสดงภาพโดย Tree view  สามารถแบ่งกลุ่ม
สายวิวฒันาการยอ่ยของเช้ือรา A. flavus เป็น Clade A, B, D และ E และ section Flavi อ่ืนๆ จดัอยูใ่น 
Clade C  นอกจากน้ียงัพบวา่       สายพนัธ์ุ 561 จดัอยูน่อกกลุ่มสายววิฒันาการยอ่ย (Clade) (Figure 4)  



 
จะเห็นไดว้่าเช้ือรา section Flavi  ท่ีมาจากคนละสถานท่ีกนั มีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกนัทาง

สายบรรพบุรุษ สอดคล้องกับ Peterson (2008) ได้เปรียบเทียบเช้ือรา section Flavi  โดยใช้ยีน ITS 
rDNA เช่นกนั และจดัเป็นกลุ่มท่ีเป็นวงศว์านววิฒันาการเด่ียว (monophyletic group)   

 
Figure 2  Deletion patterns in aflatoxin gene clusters of Thailand Aspergillus section Flavi isolates 
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TISTR 3019 AF- 
                                

PHPRDO 401 AF- 
                                

PHPRDO 538 AF- 
                                

PHPRDO 588 AF- 
                                

PHPRDO 561 AF- 
                                

PHPRDO 37 AF- 
                                

PHPRDO 400 AF- 
                                

PHPRDO 374 AF- 
                                

PHPRDO 36 AF-                                 
PHPRDO 01 AF-                                 
PHPRDO 40 AF+                                 
PHPRDO 46 AF+ 

                                
 A39 AF+                                 

Solid circles = positive PCR product; open circles = no PCR products; Primer for 32 aflatoxin genes cluster from Chang et al., 2005  

 
การวิเคราะห์โดยเทคนิคชีวโมเลกุลโดยปฏิกิริยา PCR โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะ

ต่อต าแหน่งยีนในกระบวนการสังเคราะห์แอฟลาทอกซิน 32 ยีน (32 genes in aflatoxin biosynthetic 
pathway) (Yu et al. 2004; Chang et al., 2005) ซ่ึงมี 2 ยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างสารแอฟลาทอกซิน 
คือ ยีน aflR และ aflJ (Chang et al., 2000) ในจ านวนน้ีพบวา่ เช้ือรา  Aspergillus  สายพนัธ์ุท่ีตรวจไม่
พบยีนการสร้างสารพิษ Aflatoxin gene (pksA, aflR, aflJ และ norA) มีจ านวน 3 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ สาย
พนัธ์ุท่ี 561, 538 และ 588 (Figure 2) 
3.   การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือรา Aspergillus flavus สายพนัธ์ุทีไ่ม่สร้างสารพิษในการยบัยั้ง
การเจริญของเช้ือราสายพนัธ์ุทีส่ร้างสารพษิ และยบัยั้งการสร้างสารแอฟลาทอกซิน 

3.1 การทดสอบการเป็นปฏิปักษ์ โดยวิธี Competition  plate method   พบว่าเช้ือรามีการ
เจริญเติบโตเร็วและสามารถยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา A. flavus สายพนัธ์ุท่ีสร้างสารพิษ (A39) 
คดัเลือกไดจ้  านวน 8 สายพนัธ์ุ (37, 374, 377, 400, 401, 538, 561 และ 588) พบเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้ง
การเจริญของเช้ือรา 46.5, 46.9, 47.9, 44.1, 47.5, 45.6, 44.0 และ 45.5% ตามล าดบั (Table 3) 



3.2 การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการสร้างสารแอฟลาทอกซิน โดยวิธี  Dual 
Culture method  เม่ือน ารา A. flavus มาตรวจสอบการสร้างสารพิษเบ้ืองตน้บนอาหาร Coconut agar 
ในท่ีมืด 5 วนั ถา้รามีการสร้างสารแอฟลาทอกซินจะมีการเรืองแสงสีฟ้าน ้ าเงินภายใตแ้สง UV ท่ีช่วง
คล่ืน 365 nm (Figure 3) พบว่า มีรา A. flavus ท่ีไม่มีการเรืองแสง 123 สายพันธ์ุ (20.43%)  แล้ว
ทดสอบการสร้างพิษบนอาหาร YES media โดยน าตวัแทนของรา A. flavus จ  านวน 71 สายพนัธ์ุ มา
ตรวจสอบการสร้างสารพิษแอฟลาทอกซิน AFB1 ด้วยวิธี ELISA (อมรา  และประวติั, 2543) เพื่อ
ยืนยนัผลอีกคร้ัง พบว่า เช้ือรา  A. flavus  ชนิดผลิตสารพิษ  AFB1 ได้ปริมาณสูง ระดับ 13,800-
158,200 ng/ml  พบ 53 สายพนัธ์ุ (74.64%) ปริมาณ  AFB1 ปานกลาง ถึง ต ่าในระดับ 0- 1,000 ng/ml 
พบ18 สายพนัธ์ุ (25.35%)  ส าหรับเช้ือรา  A. tamarii  เม่ือน ามาทดสอบประสิทธิภาพการผลิตสารพิษ 
AFB1เพียง 5 สายพนัธ์ุ พบวา่ ทั้ง 5 สายพนัธ์ุ ผลิตสารพิษไดร้ะดบั 10-6,980 ng/ml  เปรียบเทียบสาย
พนัธ์ุท่ีสร้างสารพิษ (A39) มีปริมาณสารพิษ AFB1เท่ากบั 7,960 พีพีบี (Table 2) การทดสอบการเป็น
ปฏิปักษ์ โดยวิธี Dual culture method ในอาหารเหลว YES medium เป็นเวลา 14 วนั พบปริมาณ
สารพิษ AFB1 ลดลงจากชุดควบคุม 99.2, 96.7, 99.1, 100, 100, 100, 99.1 และ 99.1% ตามล าดับ 
(Table 4) จากนั้นน าราตัวแทนราสายพนัธ์ุท่ีไม่สร้างสารพิษ 2 สายพนัธ์ุ ได้แก่ 400 และ 561 มา
ทดสอบประสิทธิภาพการเป็นปฏิปักษใ์นเมล็ดขา้วโพดพบวา่ สามารถลดปริมาณสารแอฟลาทอกซิน
ในขา้วโพดไดถึ้ง 97.43 และ 83.92% (Table 5) 
4.   การผลิตชีวภัณฑ์จากเช้ือรา Aspergillus flavus ในโครงการน้ีได้สายพนัธ์ุท่ีไม่สร้างสารพิษท่ี
คดัเลือกวา่ประสิทธิภาพสูงสุดในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา และยบัย ั้งการสร้างสารแอฟลา
ทอกซิน จ านวน 3 สายพนัธ์ุ  แผนท่ีจะด าเนินการในปีถดัไป  คือ  การผลิตชีวภณัฑ์จากเช้ือราโดยใช้
สูตรต่าง ๆ ในการผลิตประมาณ 5 สูตร  และสามารถน าไปพฒันาต่อเป็นในเชิงพาณิชยไ์ด ้
 
9. สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

ส ารวจการแพร่กระจายของเช้ือรา A. flavus  สายพนัธ์ุท่ีสร้างสารพิษแอฟลาทอกซินจากดิน 
ซ่ึงด าเนินการตามภาคต่างๆ ทัว่ประเทศ  21 จงัหวดั  ระหว่าง เดือน ธันวาคม 2552- กนัยายน 2555 
การทดลองน้ีสามารถแยกเช้ือรา Aspergillus section Flavi สายพนัธ์ุท่ีสร้างสารพิษแอฟลาทอกซินใน
ดินของประเทศไทย ได ้3  ชนิด คือ A. flavus,  A. tamarii  และ A. nomius  และไม่พบ A. parasiticus 
และสามารถแบ่งกลุ่มเช้ือรา section Flavi ตามความสามารถในการสร้างสารแอฟลาทอกซินไดเ้ป็น 2 
กลุ่ม คือ สายพนัธ์ุท่ีไม่สร้างสารพิษ (Non-toxigenic strains) พบ 31 สายพนัธ์ุ (39.74 %) และสาย
พนัธ์ุท่ีสร้างสารพิษ (Toxigenic strains) พบ 47      สายพนัธ์ุ (60.25 %) (Table 2) โดยพบ  A. flavus 
สายพนัธ์ุท่ีสร้างสารพิษแอฟลาทอกซิน  เป็นเช้ือราท่ีกระจายตวัมากท่ีสุดในดิน  ช้ีให้เห็นว่าประเทศ
ไทย มีความเส่ียงต่อการตรวจพบการสร้างสารแอฟลาทอกซินในผลิตผลเกษตรสูง  



สามารถแยกราท่ีไม่สร้างสารพิษท่ีมีประสิทธิภาพดี จากดินประเทศไทยได ้ 2 สายพนัธ์ุ ดงัน้ี  
400 และ 561 เม่ือน ามาทดสอบประสิทธิภาพการเป็นปฏิปักษ์ในเมล็ดข้าวโพดพบว่า สามารถลด
ปริมาณสารแอฟลาทอกซินในขา้วโพดได้ถึง 97.43 และ 83.92 % ตามล าดบั ผลของการทดลองน้ี
แสดงให้เห็นว่า A. flavus (561) ท่ีไม่สร้างสารพิษ เป็นราสายพนัธ์ุใหม่ท่ีพบในประเทศไทย  และมี
ประสิทธิภาพในการเป็นปฏิปักษ์กบัราท่ีสร้างสารพิษ ท าให้สารแอฟลาทอกซินลดลงถึง 99.73 % 
สามารถน าไปพฒันาต่อเป็นในเชิงพาณิชยไ์ด ้

 
10. การน าไปใช้ประโยชน์ 
               น าเช้ือรา Aspergillus  flavus สายพนัธ์ุท่ีไม่สร้างสารพิษ (Non-Toxigenic strains) มาใช้ใน
การควบคุมการเจริญของเช้ือรา Aspergillus  flavus  ชนิดท่ีสร้างสารพิษ   โดยการแยกชนิดด้วย
เทคนิค Polymerase Chain Reaction ในผลิตผลทางการเกษตรโดยเฉพาะถัว่ลิสง  น าไปปรับใช้กับ
แปลงปลูกถัว่ลิสง  เพื่อลดการปนเป้ือนของสารแอฟลาทอกซินในผลิตผลเกษตร   ตั้งแต่ในแปลงปลูก
ก่อนการเก็บเก่ียวซ่ึงเป็นการป้องกนัก าจดั โดยไม่ใชส้ารเคมี    
 

11. แผนการถ่ายทอดเทคโนโลยหีรือผลการวจัิยสู่กลุ่มเป้าหมาย 
  น าผลการคดัเลือกเช้ือราสายพนัธ์ุท่ีไม่สร้างสารพิษท่ีคดัเลือกไดแ้ต่ละสายพนัธ์ุ น าไป
ทดสอบใชใ้นแปลงปลูกถัว่ลิสงของเกษตรกร เพี่อควบคุมผลิตผลเกษตรโดยเฉพาะในขา้วโพดและ
ถัว่ลิสง 
 
12. ค าขอบคุณ 

งานวิจยัน้ีไดรั้บทุนสนบัสนุนงานวิจยักรมวิชาการเกษตรประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2554-56 
ขอบคุณ ดร.อมรา ชินภูติ ซ่ึงให้ความอนุเคราะห์ เช้ือรา A. flavus A39 สายพนัธ์ุท่ีสร้างสารพิษ และ
ฝ่ายวิทยาศาสตร์ชีวภาพ สถาบนัวจิยัและพฒันาวทิยาศาสตร์ ให้ความอนุเคราะห์ เช้ือรา A. flavus สาย
พนัธ์ุ TISTR 3019    
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14. ภาคผนวก 

Table 1  Aspergillus section Flavi strains collected from Thailand in different regions between 
2009-2011 

Strain No. Province Substrate and time Identify as Reference strain e %
 

Sim
ila

rit
y ITSb 

sizes 
(nt) 

AFPA CCA 

AF
B 1 p

rod
uc

tio
n 

(ug
/m

l) 

Strain 

TISTR3019 c Bangkok Soy sauce, 2010 A. parasiticus NRRL3386 100% 572 White - 0 Non-toxigenic 
PHPRDO 01 d Bangkok Soybean, 2009 A. flavus ATCC9643 99% 536 Orange - 0 Non-toxigenic 
PHPRDO 36 Phetchabun Corn field, 2009 A. flavus ATCC9643 100% 541 Orange - 0 Non-toxigenic 
PHPRDO 37 Phetchabun Corn field, 2009 A. flavus ATCC9643 100% 541 White - 70 Non-toxigenic 
PHPRDO 47 Phetchabun Corn field, 2009 A. flavus ATCC9643 100% 503 Orange - 400 Non-toxigenic 
PHPRDO 193 Phetchabun Corn field, 2009 A. flavus ATCC9643 99% 688 Orange - 170 Non-toxigenic 
PHPRDO 227 Chaing mai Corn field, 2009 A. flavus ATCC9643 99% 506 White - 600 Non-toxigenic 
PHPRDO 185 Sukhothai Corn field, 2009 A. flavus ATCC9643 99% 710 Orange - 630 Non-toxigenic 
PHPRDO 231 Chaing mai Corn field, 2009 A. flavus ATCC9643 99% 577 White - 690 Non-toxigenic 
PHPRDO 374 Kanchanaburi Sugarcane field, 2011 A. flavus ATCC9643 99% 549 Orange - 30 Non-toxigenic 
PHPRDO 561 Chanthaburi Corn field, 2011 A. flavus ATCC9643 99% 566 Orange - 70 Non-toxigenic 
PHPRDO 400 Lampang Corn field, 2011 A. flavus ATCC9643 99% 565 White - 0 Non-toxigenic 
PHPRDO 377 Kanchanaburi Corn field, 2011 A. tamarii SRRC1088 100% 576 Brown - 10 Non-toxigenic 
PHPRDO 538 Chunthaburi Corn field, 2011 A. tamarii CBS575.65 99% 540 Brown - 70 Non-toxigenic 
PHPRDO 588 Chunthaburi Corn field, 2011 A. tamarii SRRC1088 99% 544 Brown - 70 Non-toxigenic 
PHPRDO 401 Lampang Corn field, 2011 A. nomius Peterson et al. (2001) 99% 534 Orange - 0 Non-toxigenic 
PHPRDO 38 Phetchabun Corn field, 2009 A. flavus ATCC9643 100% 492 Orange + 35,600 Toxigenic 
PHPRDO 39 Phetchabun Corn field, 2009 A. flavus ATCC9643 100% 724 Orange + 27,400 Toxigenic 
PHPRDO 40 Phetchabun Corn field, 2009 A. flavus ATCC9643 100% 504 Orange + 46,000 Toxigenic 
PHPRDO 43 Phetchabun Corn field, 2009 A. flavus ATCC9643 100% 505 Orange + 39,600 Toxigenic 
PHPRDO 45 Phetchabun Corn field, 2009 A. flavus ATCC9643 100% 493 Orange + 55,600 Toxigenic 
PHPRDO 46 Phetchabun Corn field, 2009 A. flavus ATCC9643 100% 500 Orange + 16,400 Toxigenic 
PHPRDO 382 Kanchanaburi Corn field, 2011 A. flavus ATCC9644 99% 570 Orange + 11,100 Toxigenic 
PHPRDO 386 Kanchanaburi Corn field, 2011 A. flavus ATCC9643 99% 579 Orange + 29,990 Toxigenic 
PHPRDO 368 Kanchanaburi Sugarcane field, 2011 A. tamarii SRRC1088 100% 582 Brown + 6,980 Toxigenic 
a A39 Bangkok Dry Bael fruit A. flavus ATCC9643 100% 542 Orange + 7,960 Toxigenic 

Abbreviation: 
 

 

 

 
 
 

a A39 toxigenic strain of Aspergillus flavus received from Dr. Amara Chinaphuti 
b The internal transcribed spacer (ITS) region. 
c The Thailand Institute of Scientific and Technological Research (TISTR), Thailand.    
d The Post-harvest and Processing Research and Development Office Collection (PHPRDO), Thailand 
e The GenBank/EMBL/DDBJ accession number for the ITS sequences of Ascomycetes reported in this study are: the American Type    
  Culture Collection (ATCC), USA, the Northern Regional  Research Center (NRRL), USA, the Southern Regional Research Center  
  (SRRC), USA and the Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) Fungal Biodiversity Centre, Netherlands. 

 
 
 
 
 



Table 2  Incidence of Aspergillus section Flavi strains and aflatoxin B1 production collected from Thailand in  
              different regions between 2010-2013 
Thailand Genus&Species Sampl

e (no.) 
AFB1 
range 

Total aflatoxin B1 levels (ng/ml) 

Region A. flavus A. tamarii A. nomius (Test) (ng/ml) <20 21-99 100-1,000 >1,000 

Central 330 25 5 17 0-55,600 1 - 6 10 
West 6 10   0 a 42 0-158,200 6 3 6 27 
North 176 31 15 9 0-97,100 1 - 3 5 
East 11 21 0 10 10-120,600 1 - - 5 
North East 64 6 0 - b - - - - - 
South 15 4 0 - - - - - - 

All 83.7% 13.5% 2.8% 78 0-158,200 9(11.5%) 7(8.9%) 15(19.2%) 47(60.2%) 
 a 0 = Not found;   b - = Not detected 

Table 3 Percent inhibition of  A. flavus A39 toxigenic strain by Thailand Aspergillus section Flavi non-toxigenic  
             strains on Potato dextrose agar (7d) at 30C, average from 3 replicates. 

Strains Inhibition a (%) 

3 day 5 day 7 day 

A. flavus PHPRDO 37 5.4 8.8 46.5 

A. flavus PHPRDO 374 4.4 5.4 46.9 

A. flavus PHPRDO 400 6.8 10.5 47.9 

A. flavus PHPRDO 561 0 0 44.1 

A. nomius PHPRDO 401 6.0 7.8 47.5 

A. tamarii PHPRDO 377 4.1 6.5 45.6 

A. tamarii PHPRDO 538 4.3 5.5 44.0 

A. tamarii PHPRDO 588 5.1 7.7 45.5 

Mean 4.5 6.5 46.0 

Table 4 Atoxigenic Performance in Mixtures YES Media (14d) inoculation studies, average from 2 replicates. 
Strains AFB 

1 (ng/ml) Reduction (%) 

Alone Mixture 
A. flavus PHPRDO 37 70 60 99.2 

A. flavus PHPRDO 374 30 260 96.7 

A. flavus PHPRDO 400 0 0 100 

A. flavus PHPRDO 561 70 70 99.1 

A. nomius PHPRDO 401 0 0 100 

A. tamarii PHPRDO 377 20 70 99.1 

A. tamarii PHPRDO 538 0 0 100 

A. tamarii PHPRDO 588 70 70 99.1 

A. flavus A39 (control) 7,960 -  



Table 5  Mean aflatoxin concentrations in corn from two dates and two biocontrol treatments in 2013 
 Aflatoxin B1 content of kernels (ug/kg) 
Treatment 7 days after inoculation  Reduction 

(%) 
14 days after 
inoculation  

Reduction (%) 

Toxigenic A39 120.3c a -- 246.7c b -- 
Atoxigenic No. 400c 16.5a 83.92 112.8ab  34.53 
Atoxigenic No. 561 d 7.9a 97.43 97.9a 43.69 
Combined No. 400 and A39e 86.2b 29.90 218.0c 11.93 
Combined No. 561 and A39 e 63.0b 50.24 190.7bc 23.29 
Control (Distilled water) 69.9b -- 169.0abc -- 
Before inoculation 6.27 -- 6.27 -- 
C.V. (%) 42.6   37.1  
a Means that are followed by the same letter in a column are not significantly (P _ 0.01) different. 
b Means that are followed by the same letter in a column are not significantly (P _ 0.05) different.                     
c No. 400 applied as a spore suspension  108 cfu application mixture grain inoculation. 
d No. 561 applied as a spore suspension  108 cfu application mixture grain inoculation. 
e A39 applied as a spore suspension  107 cfu application mixture grain inoculation. 

 

   
 

   

Coconut agar Under UV365 nm 

Figure 3  Macroscopic features of  Aspergillus Non-toxic strain  on two differences media 
(Czapek’s Dox and Coconut agar) 
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Aspergillus flavus EAST    561,AF-,S 

Aspergillus flavus NORTH   400,AF-,NS 

Aspergillus flavus CENTRAL 39,AF+,NS  Toxigenic strains 

Aspergillus flavus CENTRAL 36,AF-,S 

Aspergillus flavus CENTRAL 37,AF-,NS 

Aspergillus flavus CENTRAL 38,AF+,S  Toxigenic strains 

Aspergillus flavus A39,AF+,S         Toxigenic strains 

Aspergillus flavus CENTRAL 43,AF+,S  Toxigenic strains 

Aspergillus flavus NORTH   227 

Aspergillus flavus CENTRAL 45,AF+,S  Toxigenic strains 

Aspergillus flavus CENTRAL 46,AF+,S Toxigenic strains 

Aspergillus flavus CENTRAL 40,AF+,S  Toxigenic strains 

Aspergillus flavus North   231,AF-,S 

Aspergillus flavus CENTRAL 47,AF-,S 

Aspergillus nomius NORTH   401,AF-,S 

Aspergillus oryzae TISTR   3019,AF-,S 

Aspergillus tamariiWEST    368,AF+,NS      Toxigenic strains 

Aspergillus tamariiEAST    538,AF-,NS 

Aspergillus tamariiEAST    588,AF-,S 

Aspergillus tamariiWEST    377,AF-,S 

Aspergillus flavus CENTRAL 001,AF-,S 

Aspergillus flavus CENTRAL 193,AF-,S 

Aspergillus flavus WEST    374,AF-,S 

Aspergillus flavus WEST    382,AF+,S  Toxigenic strains 

Aspergillus flavus CENTRAL 229,AF-,S 

Aspergillus flavus WEST    386,AF+,S  Toxigenic strains 
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Figure  4  Phylogenetic relationships of Aspergillus  section  Flavi  based on the  ITS  rRNA gene sequence.   
                 Toxic and non-toxic are denoted (AF+) and (AF-), produced and non-produced  sclerotium  
                 are denoted (S) and (NS),  respectively                 

Section 

Flavi 
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