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การคัดเลือกและศักยภาพของจุลินทรียผิวพืชในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสของ
มะมวงหลังการเก็บเกี่ยว 

 
Phylloplane Microorganisms, Screening and Disease Control Potential  towards 

Postharvest Anthracnose of Mango 
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การปลูกอยางแพรหลายทัว่ทุกภาคของประเทศ โดยมจีดุประสงคการปลูกเพื่อใชรับประทานทั้งผล
ดิบ ผลสุก และแปรรูป ผลผลิตมะมวงสวนใหญใชบริโภคภายในประเทศ มีเพียงบางสวนที่สงออก
จําหนายยังตางประเทศในรปูผลสุก และแปรรูป ในป 2541 ประเทศไทยมีผลผลิตมะมวงทั้งหมด 
994,708 ตัน สงออกจําหนายยังตางประเทศในรูปผลสดและผลิตภัณฑ 15,735 ตัน มูลคา 407.553 
ลานบาท (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2543) แมวาตลาดจะมีความตองการมะมวงไทยเพิ่มสูงขึน้
แตการสงออกกลับถูกจํากัดดวยอุปสรรคที่สําคัญคือ ปญหาการเนาเสยีของผลมะมวงอันนื่องมาจาก
โรคภายหลังการเก็บเกีย่วในระหวางการขนสง และเก็บรักษา โรคแอนแทรคโนสซึ่งเกิดจากรา 
Colletotrichum gloeosporioides เปนสาเหตุสําคัญที่ทําความเสียหายอยางรุนแรงในผลมะมวงหลัง
การเก็บเกีย่วของประเทศไทย จากการสํารวจมะมวงจากแหลงตางๆ ของอังสุมา (2530) พบวา
มะมวงพนัธุน้าํดอกไมมีการเกิดโรคแอนแทรคโนสมากที่สุด (63.15 เปอรเซ็นต) รองลงมาคือ   
พันธุหนังกลางวัน แกว ทองดํา และอกรอง ตามลําดับ  

 
การใชสารเคมีควบคุมโรคหลังการเก็บเกีย่วของผลไมในปจจุบันนี้ประสบปญหาเรื่อง

สารพิษตกคางเปนอันตรายตอผูบริโภคและการตานทานตอสารเคมีของราสาเหตุโรค (Farungsang 
and Farungsang, 1992; Janiscwicz and Korsten, 2002) การใชน้ํารอน (hot water treatment) และ
การควบคุมสภาพบรรยากาศในการเก็บรักษา (modified atmosphere) สามารถลดการเกิดโรคไดใน
ระดับหนึ่ง แตยังมีขอจํากดัดานสรีรวิทยาของผลมะมวงและคาใชจายทีสู่ง (จริงแท, 2546; Jeffries 
et al., 1990)  ดังนั้นการควบคุมโรคหลังการเก็บเกีย่วของผลไมโดยชีววิธีจึงเปนอีกทางเลือกที่
นาสนใจและมีโอกาสประสบความสําเร็จ (Wilson and Pusey, 1985; Farungsang et al., 1997)  
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จุดมุงหมายของงานทดลองในครั้งนี้เพื่อคัดเลือกจุลินทรียที่มีอยูในสภาพธรรมชาติมาควบคุมการ
เกิดโรคแอนแทรคโนสของผลิตผลหลังเก็บเกี่ยวเพื่อทดแทนการใชสารเคมี 

 
วัตถุประสงค 

 
1.  เพื่อคนหาจลิุนทรียที่เปนปฏิปกษตอรา Colletotrichum gloeosporioides จากสภาพสวน

ไมผลเขตรอน 
 
2.  เพื่อคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษในการควบคุมการเจริญ

ของรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะมวงในระดับหองปฏิบัตกิาร 
 
3.  เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษที่คัดเลือกไดในการควบคุมการเกิดโรค

แอนแทรคโนสหลังการเก็บเกี่ยวบนผลมะมวง 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  มะมวง
 
 มะมวงมีช่ือวทิยาศาสตรวา Mangifera indica Linn อยูในวงศ Anacardiaceae มีถ่ินกาํเนิด
อยูในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต และอนิเดีย มีลักษณะเปนไมยืนตนขนาดกลางถงึขนาดใหญ 
กิ่งกานสาขาแผเปนทรงพุมกลมกวางหนาแนนทึบ มีระบบรากแกวสามารถชอนไชลงใตดินไดลึก
พอสมควร โดยทั่วไปรากดูดซึมอาหารอยูที่บริเวณผวิดินจนถึงระดับความลึก 30-60 เซนติเมตร      
แผรอบทรงพุม ลําตนตรงแข็งแรง เปลือกสีน้ําตาลเทามีลักษณะขรุขระและมเีกล็ดมาก เนื้อไมเมื่อ
แกสามารถนํามาแปรรูปใชในการกอสรางได  ใบมะมวงเปนใบเดี่ยว ไมมีขนผิวใบเปนมัน ใบมี
รูปรางหลายแบบ เชน รูปโล รูปหอก รูปไข และเรียวยาว ออกดอกที่ปลายกิ่งหรือตาตามกิ่ง  ดอก
มะมวงเรยีงตัวเปนชอยอยแบบ cyme มีกล่ินหอม แตละชอดอกประกอบดวยดอกเพศผูและดอก
สมบูรณเพศ ผลมะมวงเปนแบบ flesh drup แตละพันธุมีความแตกตางกนัในเรื่องของขนาด รูปราง 
สี ปริมาณเสี้ยน รสชาติและกลิ่น เมล็ดมีตัง้แตขนาดใหญจนถึงเมล็ดลีบ หรือไมมีเมล็ด เปลือกหุม
เมล็ดมีเยื่อหุมชั้นนอกและชัน้ใน ใบเลี้ยง 2 อัน อาหารเลี้ยงคัพภะไมอยูในใบเลี้ยง  มะมวงสามารถ
ปลูกไดตั้งแตในดินเหนยีวจนถึงดินทรายแตที่เหมาะสมที่สุดคือดินรวน และมีสภาพเปนกรดออน
จนถึงเปนกลางคือมีระดับ pH ระหวาง 5.5-7.5 และระดบัน้ําใตดนิควรหางจากผิวดนิ 2-3 เมตร 
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของมะมวงควรมีคาเฉลี่ยตอปอยูในชวง 21.1-26.7 องศาเซลเซียส 
ในประเทศไทยมะมวงมีการออกดอกในชวงเดือนธันวาคมถึงเดือนกุมภาพันธเนื่องจากเปนชวงที่มี
อุณหภูมิเหมาะสมในการกระตุนการออกดอก คือมีอุณหภูมิระหวาง 15-20 องศาเซลเซียส เปน
ระยะเวลา 5-10 วัน และหลังดอกบานเต็มทีป่ระมาณ 100 วัน เปนชวงเวลาที่เหมาะสมตอการเก็บ
เกี่ยวผลมะมวง การขยายพนัธุมะมวงสามารถทําไดหลายวิธี เชน การเพาะเมล็ด การตดิตา การเสียบ
ยอด การตอกิ่ง การตอน วิธีทีเ่ปนที่นิยมมากที่สุดในปจจบุันคือการทาบกิ่งเนื่องจากตนที่ไดมี
ลักษณะตรงตามพันธุเดิมและมีระบบรากแกวทีแ่ข็งแรงเชนเดียวกับการเพาะเมล็ด (เฉลิมชัย, 2539) 

 
2.  โรคแอนแทรคโนสในมะมวง  
 
 โรคแอนแทรคโนสในมะมวงมีสาเหตุมาจากรา Colletotrichum gloeoporioides การเกิด
โรคสามารถพบไดทุกระยะการเจริญเติบโตของมะมวงตั้งแตในแปลงปลูกจนกระทั่งหลังการเก็บ
เกี่ยว ในสภาพแปลงมักพบโรคระบาดรุนแรงในระยะแตกใบออนและแทงชอดอกในฤดูฝนหรือ
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ชวงที่อากาศมคีวามชื้นสูง (Dodd et al., 1992) โดยพบใบมะมวงเปนจดุสีน้ําตาลเนื้อเยื่อกลางจุดมกั
แตกหลุดรอนเปนรู ทําใหใบออนที่กําลังโตมีการยืดตวัของใบไมสม่ําเสมอ ชอดอกที่ถูกราเขา
ทําลายมีอาการเนาดํา แหงและรวง ราสามารถเขาทําลายผลออนตั้งแตระยะทีย่ังเปนรังไขและพักตวั
ในเนื้อเยื่อใตผิวผล เมื่อสภาพแวดลอมมีฝนตกชุกความชื้นสูง พบแสดงอาการลักษณะเปนจุดสดีาํ
กระจายบนผลทําใหผลมะมวงเปนแผลแตกตามความยาวของผล และอาจพบจุดดําเปนทางยาวตาม
แนวไหลของน้ําคาง (tear stain) ทําใหกนผลเนาดํารุนแรงกวาที่ขั้วและไหลผล ผลมะมวงสวนใหญ
ที่ยังไมแสดงอาการโรคในระยะกอนเก็บเกี่ยว มักเริ่มพบอาการเมื่ออยูในระหวางการบมและผลสุก 
เมื่อผลมะมวงสุกงอมมากขึ้นแผลจะขยายโต และยุบตวัลงเล็กนอยเปนแองบุม บริเวณกลางแผล 
ปรากฏ acervulus ของราลักษณะเปนจุดกลมนูนขนาดเล็ก เมื่อ acervulus แตกออกจะเห็นกลุม
สปอรสีสมหรือสมอมชมพู  ทําใหผลมะมวงเนานิ่มมีกล่ินหมัก  สปอรสามารถแพรกระจายไปตาม
น้ําฝน และเจริญเติบโตไดดีในสภาพอากาศรอนช้ืน  (อังสุมา, 2530; นิพนธ, 2542)  
 
3.  สัณฐานวิทยาของรา Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.
 
 รา Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. เปนระยะ asexual stage ของ 
Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. And von Schrenk. สามารถพบไดทัว่ไปในเขตรอนชื้น
และกึ่งรอนทัว่โลก เปนสาเหตุใหเกิดโรคแอนแทรคโนสกับสวนที่อยูเหนือดนิของพืชอาศัย ไดแก 
ใบ กิ่งออน ดอก และผล มีกลุมพืชอาศัยกวางทั้งพืชไร ผัก วัชพืช และไมยนืตน รวมไมต่ํากวา 197 
ชนิด ประกอบดวยพืชเศรษฐกิจที่สําคัญในเขตรอน และเขตกึ่งรอน เชน อโวกาโด กลวย มะมวง 
มะละกอ ยางพารา มันเทศ พริก เปนตน (Farr et al., 1989; Uhm et al., 2003) ราสามารถเขาทําลาย
ไดทุกระยะการเจริญเติบโตของพืช แตพบทําความเสียหายมากในผลิตผลหลังเก็บเกีย่วที่เร่ิมสุกซึ่ง
อยูระหวางการขนสงและเกบ็รักษา (Tandon and Singh, 1968) 
 
 Barnett and Hunter (1987) ไดจําแนกรา C. gloeosporioides ตามลักษณะทางอนุกรมวธิาน
ไวดังนี ้
   
  Kingdom Fungi 
       Division      Eumycota 
            Class           Deuteromycetes 
                 Order                Melanconiales 
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                     Family                 Melanconiaceae 
                             Genus               Colletotrichum 
                                 Species               C. gloeosporioides 
 
 บนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA มีลักษณะโคโลนีสีเทาออนจนถึงเทาเขม กลม ขอบเรียบ ราสราง
กลุมสปอร (spore mass) สีสม ถึงสมอมชมพู มีลักษณะเปนวงแหวน เสนใยฟูเล็กนอย                   
แตละไอโซเลตอาจแตกตางกันไดบางเล็กนอยในเรื่องความหนาแนน และสีของกลุมสปอร ราสราง 
fruiting body เรียกวา acervulus รูปราง cushion-shaped อาจมีหรือไมมี  setae เปนที่เกดิของสปอร 
โดยทั่วไปสปอรมีรูปรางทรงกระบอก ปลายมน ใส เซลลเดียว ขนาด 12-17 X 3.5-6 ไมครอน สราง 
appressorium รูปรางคอนขางกลม หรือทรงกระบอง สีน้าํตาล ขนาด 6-20 X 4-12 ไมครอน 
(Sutton, 1980; Barnett and Hunter, 1987) 
 
4.  การเขาทําลายพืชของรา Colletotrichum spp.
 
 รา Colletotrichum spp. สามารถทําความเสียหายไดกับทกุสวนของพืชอาศัย ไดแก ราก ลํา
ตน ใบ ดอก และผล โดยมีความเฉพาะเจาะจงในการเขาทําลายสวนที่เปนเนื้อเยื่อออน จาก
การศึกษาที่ผานมาทําใหทราบวารา Colletotrichum spp. มีรูปแบบการเขาทําลายที่มีลักษณะเฉพาะ
ทําใหเกิดอาการโรคแอนแทรคโนสบนพืชอาศัย (Perfect et al., 1999) เมือ่สปอรราซึ่งแพรกระจาย
โดยลม หรือกระเด็นตามหยดน้ํามาสัมผัสกับผิวของพืชอาศัยจะมกีารยึดเกาะพืน้ผิวบริเวณนั้น 
(spore adhesion) โดยสารเหนียวที่ปกคลุมอยูรอบสปอรเรียกวา spore matrix หรือ  mucilaginous 
material ซ่ึงมีคุณสมบัติยับยัง้การงอกของสปอรเพื่อปองกันอันตรายทีอ่าจเกิดขึน้กับราจาก
สภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม เชน  ความชื้นสัมพัทธต่ํา อุณหภูมิที่สูงหรือต่ําเกินไป รังสีอัลตรา      
ไวโอเลต และสารพิษที่พืชผลิตไดแก ฟนอล และแทนนนิ  (Nicholson, 1986) หลังจากนั้น 12-48 
ช่ัวโมงเมื่ออยูในสภาพความชื้นสัมพัทธ 95-100 เปอรเซ็นต อุณหภูมิประมาณ 25 องศาเซลเซียส  
สปอรมีการแบงเซลลเกิดเปน septum กอนที่จะงอก germ tube ส้ันๆ ขนาด 10-20 ไมครอน และมี
การสราง appressorium รูปรางคอนขางกลม หรือทรงกระบอง ไมมีสีอยูที่ปลายซึ่งเปนลักษณะของ
รา Colletotrichum spp. และเปนโครงสรางสําคัญในการเขาทําลายพืช เมื่อ appressorium มีอายุมาก
ขึ้น 12-24 ช่ัวโมง ผนังจะหนาและเปลี่ยนจากไมมีสีกลายเปนสีน้ําตาลเขมจากการสะสมเมลานิน 
แลวงอก infection peg จาก appressorium ดานที่สัมผัสกับผิวพืชแทงทะลุผานชั้น cuticle และ 
epidermis เขาสูพืชไดดวยการใชแรงดัน (mechanical force) รวมกับการสรางเอนไซมคิวติเนสออก
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มายอยสารคิวตินที่เคลือบผิวพืชโดยไมจําเปนตองอาศัยบาดแผลหรือชองเปดธรรมชาติ (Kuo, 
1999) เมื่อราเขาครอบครองเซลลพืชไดแลวจึงเริ่มกระบวนการเขาทําลายพืชแบบ hemibiotroph ซ่ึง
แบงเปน 2 ระยะ ไดแก ในระยะแรกรามกีารพัฒนาเสนใยที่เรียกวา intracellular hypha  อยูภายใน
เซลลพืชนั้นโดยยังไมทําอันตรายกับเซลลพืช ตอมาเมื่อมีสภาพแวดลอมที่เหมาะสมจึงมีการพัฒนา 
intercellular hypha เขาทําลายเซลลพืชขางเคียงทําใหเกิดอาการเซลลตายลุกลามเปนแผลในรูปแบบ
เฉพาะของอาการโรคแอนแทรคโนส  (Jeffries et  al., 1990; Bailey et  al., 1992; Son-Quang, 
2002) 

 
 การศึกษากระบวนการเขาทาํลายแบบแฝง (quiescent infection) ของโรคแอนแทรคโนสที่
เกิดกับผลิตผลหลังการเก็บเกีย่วพบวา ราสามารถพักตัวอยูบนผลมะมวงภายหลังจากการสราง 
appresssorium แลวโดยมี appressorial matrix ปกคลุมอยูจนกระทั่งถึงชวงเวลาที่เหมาะสมแลวจึง
งอก infection hypha เขาทําลายพืชตอไป นอกจากนีก้ารพกัตัวของราอาจเกิดขึน้ในระหวางการ
พัฒนา intracellular hypha ซ่ึงอยูภายในเซลลพืชที่มีชีวิตไดเชนกัน   
 

อังสุมา (2530) ศกึษาการเขาทําลายของรา C. gloeosporioides ที่อยูบนผิวผลงอก germ tube 
แลวสราง appressorium เกาะยึดผิวมะมวง จากนั้นจึงสราง infection  บนผลมะมวง เร่ิมจากสปอร 
hypha แทงลงไปในผิวมะมวงภายในเวลา 18-24 ช่ัวโมง ผานชั้น cuticle ลงไปอยูในชั้น epidermis 
และ sub-epidermis ลึกลงไปจากผิวนอก 2-3 ช้ันของเซลล หรือประมาณ 90-205 ไมครอน โดยเสน
ใยอยูระหวางเซลล (intercellular) แลวพักตวัอยูเชนนั้น กระทั่งผลมะมวงเร่ิมสุกราจึงเจริญขยายการ
ทําลายผลมะมวงตอไป เนื่องจากเมื่อกระบวนการสุกเกิดขึ้น แปงเปลี่ยนเปนน้ําตาล กรดอินทรียอาจ
เปลี่ยนไปเปนน้ําตาล หรือถูกใชไปในการหายใจทําใหความเปนกรดลดลง สารประกอบฟนอล ซ่ึง
มีคุณสมบัติยบัยั้งการเจริญเติบโตของราที่เขาไปในเซลลพืชมีปริมาณลดลง (จริงแท, 2546) สงผล
ใหราสามารถใชอาหารและเจริญเติบโตไดดี ขณะที่อัตราการผลิตเอทิลีนและการหายใจของผล
มะมวงที่เปนโรคเพิ่มขึ้นกวาผลมะมวงปกติ พบวาเปอรเซ็นตน้ําตาลภายในผลมะมวงเริ่มลดลง
เร่ือยๆ เมื่อผลมะมวงแสดงอาการเปนโรคมากขึ้น จึงทําใหผลมะมวงมคีุณภาพและอายุการเก็บ
รักษาสั้นลง (Nadel et al., 1985; ผุสดี 2529) 
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5.  วงจรและการแพรระบาดของโรคแอนแทรคโนส 
 
 รา C. gloeoporioides สามารถดํารงวงจรโรคและพรอมเขาทําลายพืชอาศัยในสวนผลไมทั้ง
ในระยะ sexual stage โดยการสราง ascospore และระยะ asexual stage โดยการสรางสปอรที่เรียกวา 
conidium  ดวยการดํารงชวีติแบบ saprophyte อยูบนเศษซากกิ่งไม ใบไม เพื่ออยูขามฤดู ( Barki-
Golan, 2001) สปอรที่ติดอยูภายในทรงพุม เชน บนใบ ชอดอก ที่เปนโรค และสปอรที่อยูบริเวณผิว
ผลหรือเขาทําลายแบบแฝงในเนื้อเยื่อพืชปกติ เมื่อมีสภาพแวดลอมที่เหมาะสม สามารถกลายเปน
แหลงแพรกระจายสปอรสําหรับการระบาดของโรคในฤดูถัดไป โดยมีลมและน้ําฝนเปนพาหะ
สําคัญ อยางไรก็ตามจากการศึกษาเปรียบเทียบอิทธิพลของปริมาณน้ําฝนตอการเกิดโรคแอนแทรค
โนสของ Dodd et al. (1989) พบวาในสวนผลไมที่มีฝนตกปริมาณนอยแตตกตดิตอกนัเปนระยะ
เวลานานจะมกีารระบาดของโรคมากกวาสภาพที่ฝนตกหนักในระยะเวลาสั้นๆ เนื่องจากปริมาณ
น้ําฝนจํานวนมากสามารถชะสปอรออกจากผิวผลไมได สภาพแวดลอมที่เหมาะสมสําหรับการงอก
และเขาทําลายพืชอาศัยของสปอรรา คือสภาพที่มีความชืน้สูงและมีอุณหภูมิที่เหมาะสมประมาณ 
20-25 องศาเซลเซียส เปนเวลาไมต่ํากวา 4 ช่ัวโมง ดังนัน้จึงพบวาในชวงฤดูฝนมักมีการระบาดของ
โรคแอนแทรคโนสอยางรุนแรง เนื่องจากสภาพแวดลอมเหมาะสมกับการเจริญของรา  ประกอบกบั
เปนชวงที่พืชมีการพัฒนาเนือ้เยื่อเจริญซ่ึงเปนระยะที่ออนแอตอการเขาทําลายของรา (Waller, 1992)  
 
6.  การควบคมุโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวง 
 

6.1  การควบคมุโรคโดยวิธีเขตกรรม 
 

การควบคุมโรคในแปลงปลกูทําไดโดยการตัดแตงกิ่งระยะตนโตใหโปรงทําใหภายในทรง
พุมมีอากาศถายเทและแสงแดดสองไดอยางทั่วถึง การทําความสะอาดแปลงเก็บและทาํลายเศษซาก
พืชเพื่อลดการสะสมของเชื้อสาเหตุโรค เมื่อมะมวงอยูในระยะแตกใบออน แทงชอดอก และตดิผล
ออน ฉีดพนทรงพุมดวยสารปองกันกําจดัรา benomyl หรือ carbendazim สลับกันกับ mancozeb ทุก 
7-10 วัน รวมกับการหอผล จะสามารถลดการเกิดโรคแอนแทรคโนสในระหวางการเก็บรักษา (วลั
ภา และ ดารา, 2523; นิพนธ, 2542)   
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6.2  การควบคมุโรคภายหลังการเก็บเกีย่ว 
 

6.2.1  การควบคุมปจจัยทางกายภาพและบรรยากาศ  
 
การเก็บรักษาผลมะมวงที่สภาพอุณหภูมติ่าํ 10 องศาเซลเซียส ไมควรต่าํกวา 7.5 

องศาเซลเซียส สามารถยืดอายุการเก็บรักษาแตตองคํานึงถึงความเสียหายจากอาการสะทานหนาว 
(chilling injury) ที่อาจขึ้นกบัผลิตผลดวย ความชื้นในหองเก็บรักษาผลผลิตที่มากจะสามารถกระตุน
การงอกของสปอรราแตหากความชื้นต่ําเกนิไปจะทําใหผลิตผลสูญเสียน้ําและเกดิอาการเหี่ยว       
การปรับสภาพหองเก็บรักษาผลไมใหมีออกซิเจนลดลงและมีคารบอนไดออกไซดเพิม่ขึ้นสามารถ
ลดอัตราการหายใจของผล  Mendoza (1973) รายงานวาหองเก็บควบคุมสภาพบรรยากาศที่มี
คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต และออกซิเจน 5 เปอรเซ็นต อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส สามารถ
เก็บรักษามะมวงพันธุคาราบาวไดนาน 35-40 วัน  การแชผลมะมวงในน้ํารอนที่อุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส นาน 5 นาที สามารถลดอาการโรคแอนแทรคโนสได แตอุณหภูมิที่สูงจะเรงอัตราการ
หายใจและการผลิตสารเอทิลีนภายในผล จําเปนตองทําใหเย็นลงโดยใชลมโกรกหรอืใชน้ําเยน็ 
(วิจิตร, 2523)  นิพนธ และคณะ (2538) ทําการรมกาซคารบอนไดออกไซด 100 เปอรเซ็นต กับ
มะมวงน้ําดอกไมเปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง สามารถชะลอการเกิดโรคแอนแทรคโนสได และการ
รมกาซคารบอนไดออกไซดเขมขนนาน 72 ช่ัวโมง สามารถลดการเนาเสียจากโรคแอนแทรคโนส
แตผลมะมวงเกิดการหายใจแบบไมใชออกซิเจนทําใหเกิดกลิ่นหมัก และการหุมผลไมดวยฟลม
พลาสติกไมสามารถควบคุมอาการโรคแอนแทรคโนสได (Miller et al., 1986)  
 

6.2.2  การควบคุมโรคโดยใชสารเคมี 
 
แตเดิมการควบคุมโรคแอนแทรคโนสนิยมใชสารเคมีในกลุม benzimidazole ไดแก 

benomyl  carbendazim benzimidazole และ thiophanate ทั้งระยะกอนและหลังเก็บเกีย่ว ซ่ึงเปนกลุม
สารเคมีที่เสี่ยงสูงตอการชักนาํความตานทานของรา เนื่องจากมีกลไกการออกฤทธิ์ไปยับยั้งการ
สังเคราะหสารพันธุกรรมของ ทําใหราเกดิการเปลี่ยนแปลงของพันธุกรรม ในเวลาตอมาจึงมี
รายงานพบวารา C. gloeosporioides มีพัฒนาการสามารถตานทานตอสารเคมีในกลุมนี้ได และมี
การจํากัดการใชสารเคมีเหลานี้ในหลายประเทศ (Farungsang and Farungsang, 1992; Prior et al., 
1992)  รายงานของ Spalding (1982) ที่ใชสารเคมี imazalil ซ่ึงเปนสารเคมีที่มีความเสี่ยงตอการเกดิ
ความตานทานของราในระดบัปานกลาง โดยใชที่ความเขมขน 1,000 ppm สามารถควบคุมโรคขั้ว
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ผลเนาจากรา Phomopsis citri ไดดีกวาการใชสารเคมี thiabendazole และ thiophanate-methyl 
ปจจุบันจึงนิยมใชสารเคมี prochloraz ในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสทดแทนสารเคมีกลุม
ดังกลาว  แมจะมีประสิทธิภาพต่ํากวาและไมสามารถควบคุมโรคขั้วผลเนาที่เกิดจาก Lasiodiplodia 
theobromae (อรุณี, 2533)  นอกจากนี้การใชสารเคมีในผลผลิตหลังการเก็บเกีย่วยังตองคํานึงถึง
ปริมาณสารพิษตกคางในเนือ้เยื่อพืชเนื่องจากมีผลกระทบตอสุขภาพของผูบริโภคโดยตรง  ทศพร 
(2537) ทดสอบหาสารพิษตกคางโดยวิธี bioassay ในผลกลวยหอมที่จุมสารเคมี imazalil ความ
เขมขน 250 ppm นาน 3 นาที หลังจากนัน้ 1 ช่ัวโมง พบวามีปริมาณสารพิษตกคาง 44 ppm ที่เปลือก
ดานนอก และหลัง 20 ช่ัวโมง พบสารพิษตกคางในเปลือกดานนอก 12  ppm เปลือกดานใน 13 ppm 
และไมพบสารพิษตกคางในเนื้อเยื่อของกลวยหอมหลังจุมสารเคมี 40 ช่ัวโมง Brown and Dezman 
(1990) รายงานวาหลังจุมผลสมในสารเคมี imazalil ความเขมขน 1,000 ppm นาน 15 วินาที ทิ้งพกั
ไว 40-45 นาท ีสารดังกลาวสามารถแทรกซึมเขาในผิวเปลอืกไดมากกวา 1 มิลลิเมตร และมีปริมาณ
สารตกคาง 40 เปอรเซ็นต เมือ่เก็บรักษาผลสมที่อุณหภูมิ 21 องศาเซลเซียส  ความชื้นสัมพัทธ 88-92 
เปอรเซ็นต นาน 0, 1, 2 และ 7 วัน พบสารพิษตกคาง 2.15, 2.39, 2.30 และ 2.40 ppm ตามลําดับ 

 
6.2.3  การควบคุมโรคโดยชีววิธี 

 
 การควบคุมโรคโดยชีววิธีในผักและผลไมหลังการเก็บเกี่ยวเปนอีกทางเลือกที่มี

ความจําเปนเพือ่หลีกเลี่ยงผลกระทบจากการใชสารเคมีในปจจุบันจึงมงีานทดลองมากมายที่ศึกษา
รายงานถึงการประสบผลสําเร็จในนําจุลินทรียตางๆ ทั้งรา แบคทีเรีย และยีสต มาควบคุมโรคพืช ซ่ึง
มีคําเรียกจุลินทรียที่มีคุณสมบัติยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคเหลานี้วา จุลินทรยีปฏิปกษ (antagonist) 
รายงานสวนใหญที่ปรากฏเปนรายงานการควบคุมโรคที่เกิดหลังการเก็บเกีย่วที่มีสาเหตุมาจากการ
เขาทําลายของเชื้อสาเหตุโรคภายหลังการเกบ็เกี่ยว (postharvest infection) ซ่ึงแตกตางจากโรคที่เกิด
หลังการเก็บเกีย่วบนผลิตผลเมืองรอนที่มีสาเหตุมาจากการเขาทําลายแบบแฝง (quietcent infection) 
ของเชื้อสาเหตุโรคตั้งแตระยะกอนการเก็บเกี่ยว (field infection) และทฤษฎีการใชจลิุนทรียปฏิปกษ
ในการควบคุมโรคพืชหลังการเก็บเกีย่วมแีนวโนมที่จะประสบความสําเร็จไดมากกวาการใชใน
สภาพแปลงปลูกเนื่องจากสามารถจัดการสภาพแวดลอมในการเก็บรักษาผลผลิตใหเหมาะสมตอ
การเจริญและดํารงความเปนปฏิปกษได  (Wilson and Wisniewski, 1989) 

 
มีผูเสนอทฤษฎีแหลงที่มแีนวโนมในการเสาะหาและแยกจุลินทรียปฏิปกษไดสําเรจ็ 

Baker and Cook (1974) เสนอวา จุลินทรียปฏิปกษควรหาไดจากสวนของพืชที่ไมเปนโรคถึงแมพืช
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นั้นจะเปนสายพันธุที่ออนแอตอโรคก็ตาม และ Janisewicz (1996) เสนอวาการแยกจลิุนทรีย
ปฏิปกษจากสภาพสวนธรรมชาติที่ปราศจากการจัดการและการใชสารเคมีมีแนวโนมประสบ
ความสําเร็จสูงกวาสวนที่มีการใชสารเคมีเนื่องจากประชากรจุลินทรียในธรรมชาติบริเวณนั้นไมถูก
รบกวน 

 
คุณสมบัติของจุลินทรียปฏิปกษควรสามารถปรับตัวและเจริญเติบโตไดดีใน

สภาพแวดลอมบนผิวผลไมที่มีความผันแปรของหลายปจจัย เชน อุณหภูมิ ความปนกรดดาง และ
ปริมาณสารอาหารที่มีอยูจํากดั เปนตน เพื่อประสิทธิภาพที่ดีในการยับยัง้โรค  กลไกการทํางานของ
จุลินทรียปฏิปกษในสภาพธรรมชาติมีหลายลักษณะ โดยกลไกที่สําคัญและมีรายงานพบมากคือ การ
ปลดปลอยปฏิชีวนสาร (antibiosis) ซ่ึงเปนสารประกอบโมเลกุลต่ําที่ไดจากกระบวนการ secodary 
metabolism ไปยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืชโดยตรง (Blackman and Fokkema , 1982) ดงัมีรายงานครั้ง
แรกของการศกึษาเรื่องจุลินทรียปฏิปกษในการควบคุมโรคพืชหลังการเก็บเกีย่วมีโดยการใช
แบคทีเรีย Bacillus subtilis ไอโซเลต B3 ควบคุมโรคผลเนาสีน้ําตาล (brown rot) ของผลพีชโดยมี
สาเหตุจากรา Monilinia fructicola (Pusey and Wilson, 1984)   การใช สาร agrocin จากแบคทีเรีย 
Agrobacterium radiobacter ไอโซเลต K-84 ในการควบคุมโรคปุมปม (crown gall) ของมันฝร่ังที่มี
สาเหตุจากแบคทีเรีย  A. tumefaciens  ไดสําเร็จและมกีารวิจัยอยางตอเนือ่งจนสามารถพัฒนาเปน
ผลิตภัณฑทางการคาในปจจบุัน (Cooksey and Moore, 1982) 

 
การที่จุลินทรียปฏิปกษสามารถปรับตัวอยูไดในสภาพแวดลอมเดียวกับเชื้อสาเหตุ

โรคแลวสามารถแขงขันใชสารอาหารและแยงพืน้ที่ครอบครองผิวผลไมจากเชื้อสาเหตุโรคไดสําเร็จ 
(competiotion) การชักนําใหพืชเกิดความตานทานโรค (induce  resistance) การเปนปรสิตกับพืช
โดยตรง (parasitism) เชนการมีโครงสรางที่สามารถเจาะทะลุเซลลของเชื้อสาเหตุโรคเพื่อใช
สารอาหารที่อยูภายใน และการสรางเอนไซมออกมายอยสลายองคประกอบองคประกอบที่อยูใน
ผนังเซลลของเชื้อสาเหตุโรค (production of lytic enzyme) เปนลักษณะกลไกที่นาสนใจและ
นํามาใชในผลผลิตหลังการเก็บเกีย่ว เนื่องจากไมมีสารพษิตกคางบนผลผลิต  Saligkarias et al. 
(2002) รายงานวาการคัดเลือกจุลินทรียปฏิปกษยีสต Candida guilliermondii สายพนัธุ 101 และ 
US7 และ Candida  oleophila สายพันธุ I-182 ที่แยกไดจากลําตนมะเขือเทศสามารถควบคุมการเขา
ทําลายของรา Botrytis cinerea ได โดยมกีลไกการทํางานในการแยงใชสารอาหาร  
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Wisniewski et al. (1991) ศึกษากลไกการควบคุมรา Botrytis cinerea โดยยีสต Pichia 
guilliermondii ตรวจพบวา ยสีตสามารถผลิตเอนไซม β-(1-3) glucanase ออกมายอยผนังของผนัง
เสนใยรา  
 

ในการควบคุมโรคของจุลินทรียปฏิปกษแตละชนิดที่ประสบความสําเร็จอาจมี
ลักษณะการทาํงานไดมากกวาหนึ่งกลไกจงึสามารถลดอัตราเสี่ยงตอการชักนําใหเชื้อสาเหตุโรคเกิด
ความตานทานเมื่อเปรียบเทียบกับการใชสารเคมี (Wilson and Wisniewski, 1989)  โดยยีสต 
Candida saitoana สามารถใชกลไกการแขงขันใชสารอาหารและแยงพืน้ที่กับเชื้อโรครวมกับการ
ชักนําใหพืชเกดิความตานทานโรคควบคุมรา Botrytis cinerea และ Penicillium expansum สาเหตุ
โรคผลเนาในแอปเปล (El Ghaouth et al., 1998;  Ippolito et al., 2000)  ยีสต Candida  pulcherrina  
ใชกลไกการแขงขันใชสารอาหารและแยงพื้นที่กับเชื้อโรครวมกับการเขาทําลายเชื้อสาเหตุโรค
โดยตรง ไดแกการเขาเกาะ conidiophores และ conidium ของรา B. cinerea ทําใหราไมสามารถ
ผลิตสปอรเพิ่มสําหรับการเขาทําลายพืชได (Cook, 2002)   

 
การศึกษาถึงการนําจุลินทรียปฏิปกษหลายชนิดที่มีกลไกการทํางานตางกันมาใช

ควบคุมโรครวมกันพบวามีแนวโนมทําใหควบคุมโรคไดดียิ่งข้ึน  Guetsky et al.  (2002) รายงานถึง
การควบคุมโรค gray mold บนใบ และลําตนสตรอเบอรรี ซ่ึงมีราสาเหตคุือ Botrytis cinerea โดยใช
ยีสต Pichia guilliermondii ที่มีคุณสมบัติแขงขันในการใช glucose, sucrose, adenine, histidine และ
folic acid และสรางสารประกอบที่สามารถยับยั้งราสาเหตุโรคได รวมกับแบคทีเรีย Bacillus 
mycoides ที่สามารถสรางสารประกอบออกมายับยั้งราและชักนําใหพชืเกิดความตานทานโรค 
สามารถความรุนแรงของโรคไดดีกวาการใชจุลินทรียปฏิปกษแตละชนิดเพยีงอยางเดียวอยางมี
นัยสําคัญ  

 
มีหลายงานวิจยัที่ศึกษาแนวทางในการสงเสริมประสิทธิภาพการทํางานใหแกจุลินท

รียปฏิปกษ ไดแก การใชสารเสริมประสิทธิภาพการทํางานของจุลินทรียปฏิปกษ โดยที่ราสาเหตุ
โรคไมสามารถใชประโยชนได โดยการเตมิ calcium ทั้งที่อยูในรูป CaCl2 และ calcium chelater 
(EGTA) เนื่องจากสารนี้มีอิทธิพลยับยั้งการงอกของสปอรและการสราง appressorium ของรา 
Colletotrichum gloeosporioides (Uhm et al., 2003) ซ่ึงสอดคลองกับขอเสนอของ Jeffries and 
Kooman (1992) เนื่องจาก appressorium เปนโครงสรางในการเขาทําลายพืชของราที่สําคัญและมี
ความทนทานตอจุลินทรียปฏิปกษมากกวา infection hypha  รายงานของ Tian et al. (2002) พบวา
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การเติม calcium chloride 2%w/v  มีผลยับยั้งการงอกเสนใยและการเจริญของรา Rhizopus 
stolonifer สาเหตุโรคหลังการเก็บเกีย่ว ขณะเดยีวกันเมื่อใชรวมกับยีสต Candida guilliermondii 
และ Pichia membranefaciens พบวาสามารถลดความรุนแรงของโรคไดดีกวาการใชจุลินทรีย
ปฏิปกษอยางเดียวไดอยางมนีัยสําคัญ  El-Ghaouth et al. (2000) ทําการศึกษาปจจยัทีส่งเสริมและยดื
อายุการดําเนินกิจกรรมของจลิุนทรียปฏิปกษแตไมเปนประโยชนตอเช้ือสาเหตุโรคโดยการเติม
น้ําตาลสังเคราะห 2-deoxy-D-glucose รวมกับสารละลายยีสตปฏิปกษ พบวาไดผลดีกวาการใช          
จุลินทรียปฏิปกษเพยีงอยางเดียว การสงเสริมประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษอาจทําไดโดยการ
ใชจุลินทรียรวมกับการควบคุมปจจัยทางกายภาพ การเกบ็รักษาผลผลิตที่อุณหภูมิต่ําดังรายงานการ
ควบคุมโรคผลเนาในสมจากรา P. italicum โดยใชยีสต Candida famata รวมกับการเก็บรักษาผล
สมที่อุณหภูมติ่ํา (Arras et al., 1998)  

 
ปจจุบันในตางประเทศมีการวิจัยพัฒนาเพื่อจดสิทธิบัตรและขึ้นทะเบยีนจุลินทรีย

ปฏิปกษเปนผลิตภัณฑทางการคาเพื่อใชในการควบคุมโรคพืชหลังการเก็บเกีย่วอยูหลายชนิด
ดวยกัน โดยแบคทีเรีย Bacillus subtilis สายพันธุ B3 ไดรับการจดสิทธิบัตรเปนลําดับแรก  ใน
ประเทศสหรัฐอเมริกา  แบคทีเรียปฏิปกษ Pseudomonas syringae สายพันธุ  L-59-66 ซ่ึงจด
ทะเบียนในชื่อ BioSave R โดยบริษัท EcoScience Corp. มีประสิทธิภาพควบคุมโรค blue mold ที่ 
เกิดจากรา Penicillium expansum  และ gray mold ที่เกิดจากรา Botrytis cinera ในแอปเปล          
ยีสตปฏิปกษ Candida oliophila ในชื่อ Aspire R โดยบริษัท Ecogen-Israel Partnership, Ltd. มี
ประสิทธิภาพควบคุมโรค blue mold ที่เกิดจากรา  Penicillium itallicum และ green mold ที่เกิดจาก
รา Penicillium digitatum ในสม  และผลิตภัณฑสําหรับการใชภายในแปลงปลูกซึ่งจดทะเบียนใน
ประเทศแอฟรกิาใตไดแก แบคทีเรียปฏิปกษ Bacilllus sp.ในชื่อ Avogreen  R  มีประสิทธิภาพ
ควบคุมโรค  Cercospora spot และ แอนแทรคโนสในอโวกาโด   

 
การศึกษาดานการควบคุมโรคพืชโดยชีววธีิในประเทศไทยสวนใหญพบเปนการ

ควบคุมเชื้อสาเหตุโรคที่อยูในสภาพแปลงปลูก สําหรับการศึกษาดานการควบคุมโรคพืชหลังการ
เก็บเกีย่วโดยการใชจุลินทรียปฏิปกษยังพบมีรายงานจํานวนนอย และเปนการคนหาจุลินทรียที่มี
ประโยชนในวงการอุตสาหกรรม หรือการพัฒนาวิธีการคัดเลือกจุลินทรียที่มีปฏิปกษจากสภาพ
ธรรมชาติที่มีศักยภาพเหมาะสมสําหรับการพัฒนาเพื่อนาํมาใชแทนสารเคมีตลอดจนใชในการ
จัดการโรคพืชแบบผสมผสาน  มณฑาทพิย (2540) ศึกษาการใชยีสตในอุตสาหกรรมอาหารควบคุม
โรคขั้วผลเนาบนผลมะมวงน้ําดอกไม พบวายีสต Candida tropicalis สามารถยับยั้งการงอก และ
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ความยาว germ tube ของ conidium รา Lasiodiplodia theobromae ได โดยที่ Candida tropicalis ไม
สรางสารพิษในการยับยั้งการเจริญของเสนใยราสาเหตโุรคบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  Farungsang et al. 
(1997, 1999) แยกจุลินทรียจากสภาพธรรมชาติ แลวใชวิธีการ leaf disk assay คัดเลือกจุลินทรีย
ปฏิปกษที่สามารถควบคุมการเกิดโรคผลเนาภายหลังการเก็บเกีย่วของเงาะที่มีสาเหตุจากราที่ติดมา
จากแปลงไดอยางมีประสิทธิภาพ   ทัศวรรณ (2547) สามารถคัดเลือกยีสต Candida krusei และ
แบคทีเรีย Bacillus amyloliquefaciens ที่แยกไดจากทรงพุมของตนเงาะแลวนํามาใชควบคุมโรคผล
เนาในผลไมทีเ่กิดจากรา Lasiodiplodia theobromae ไดผลดี 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.   การแยกและการเก็บรวบรวมจุลินทรียจากทรงพุมพืช
 

1.1  การแยกจลิุนทรียโดยใชอาหาร Nutrient Glucose Agar (NGA)   
 

 สุมเก็บตัวอยางยอดออน ชอดอก และผลออนของมะมวง และอ่ืนๆ ไดแก ลําไย องุน เงาะ 
และนอยหนา โดยวางแผนการเก็บตนละ 3 จุดรอบทรงพุม สวนละ 3 ตน นําสวนของพืชมาเขยาใน
น้ํานึ่งฆาเชื้อบนเครื่องเขยา 150 รอบตอช่ัวโมง ที่สภาพอุณหภูมิหอง จากนั้นนํา suspension 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทํา dilution series ดวยน้าํนึ่งฆาเชือ้ นํา suspension 10-1 – 10-5 ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร มาทําการเกลี่ยใหทั่วผิวหนาอาหาร Nutrient glucose agar (NGA) บมเชื้อ 24-48 ช่ัวโมง 
สุมเก็บโคโลนีเดี่ยวจากผวิหนาอาหารมา streak บนอาหาร NGA อีกครั้งเพื่อใหไดเชื้อบริสุทธิ์ ทํา
การเก็บรักษาเชื้อจุลินทรียนัน้บนอาหารเอยีง NA  เก็บรักษาที่อุณหภูม ิ15 องศาเซลเซียส สําหรับทํา
การทดลองตอไป 

 
1.2  การแยกจลิุนทรียโดยใชอาหาร Glucose Yeast Peptone Agar (GYPA) (Beech et al., 197) 

  
 เก็บตัวอยางพชืเชนเดยีวกับขอ 1.1 โดยมีพืชดังนี้ มะมวง ลําไย องุน กระทอน เงาะ ชมพู 

และนอยหนา นําตัวอยางที่ไดมาเพิ่มปริมาณยีสตในอาหารเหลว Glucose yeast peptone broth 
(GYPB) pH 3.5 (Beech et al., 1971) บนเครื่องเขยา 150 รอบตอช่ัวโมง ที่สภาพอุณหภูมิหอง เปน
เวลา 15-20 ช่ัวโมง จากนั้นนาํ suspension ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทํา dilution series ดวย 1% 
peptone water  นํา suspension 10-1 – 10-5 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร มาทําการเกลี่ยใหทัว่ผิวหนา
อาหาร GYPA เพื่อทําการแยกจุลินทรียบมเชื้อที่อุณหภูมหิอง นาน 2-7 วัน สุมเก็บโคโลนีเดี่ยวจาก
ผิวหนาอาหารมา streak บนอาหาร GYPA อีกครั้งเพื่อใหไดเชื้อบริสุทธิ์ ทําการเก็บรักษา
เชื้อจุลินทรียนัน้บนอาหารเอยีง GYPA เก็บรักษาที่อุณหภมูิ 15 องศาเซลเซียส สําหรับทําการ
ทดลองตอไป 
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2.  การคัดเลือกจุลินทรียปฏปิกษตอรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนส
ของมะมวง 

 
 ในการทดลองใชรา  C. gloeosporioides สายพันธุ 395-01-19 (CG-395) ซ่ึงแยกไดจาก
อาการของโรคแอนแทรคโนสบนผลออนที่เก็บตวัอยางจาก อ. บานแพว จ. สมุทรสาคร 
 

2.1  การคัดเลือกจุลินทรียทีแ่ยกไดโดยใชอาหาร NGA  
   

2.1.1  ความสามารถในการยบัยั้งการเจริญเสนใยของรา  C.  gloeosporioides  
 

 ใช cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.8 เซนติเมตร เจาะเสนใยบริเวณขอบโคโลนี
เชื้อรา C. gloeosporioides อายุ 7 วัน แลวยายชิ้นวุนที่มีเสนใยรามาวางบนจานอาหาร PDA บมเชื้อ
ไว 48 ช่ัวโมง จากนั้นยายเชือ้แบคทีเรียทดสอบอายุ 48 ช่ัวโมง บนอาหาร NGA โดยใชเข็มเขี่ยแตะ
เซลลของจุลินทรียทดสอบมาแตะ 4 จดุรอบโคโลนีราในแนวกากบาท ใหหางจากราประมาณ 3 
เซนติเมตร นําไปบมในสภาพอุณหภูมิหอง ใตแสง near UV  สลับมืด 12 ช่ัวโมง เปนเวลา 7 วัน 
ตรวจผลการทดลองโดยวดัขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีรา  
 

2.1.2  ความสามารถในการยบัยั้งการสราง fruiting body ของรา C. gloeosporioides โดยวิธี 
leaf disk assay (Farrungsang et al., 1997; Coates et al., 1999) 
  

 เปนวิธีการทดสอบจุลินทรียที่คัดเลือกไดจากขั้นตอน 2.1.1  
 

 เตรียมสปอรแขวนลอยจากสปอรรา  CG-395 อายุ 14 วนั บนอาหาร Potato carrot 
agar (PCA) ปรับความหนาแนนของสปอรดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อใหได 106  สปอรตอมิลลิลิตร โดยใช 
haemacytometer 

 
 เตรียมเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียทดสอบโดยเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหาร NGA บม

เชื้อที่อุณหภูมหิอง 48 ช่ัวโมง แลวยายมาเลี้ยงในอาหาร Nutrient Glucose Broth (NGB) วางบน
เครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอช่ัวโมง ในสภาพอุณหภูมิหองนาน 48 ช่ัวโมง ปรับคาความขุนให
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ได 0.2 OD ดวยเครื่อง spectrophotometer (ความหนาแนนของเซลลประมาณ 108  เซลลตอ
มิลลิลิตร) 

 
ทดสอบความสามารถในการยับยั้งการสราง fruiting body  ของราโดยวิธี leaf disk 

assay นําใบมะมวงน้ําดอกไมที่มีอายุ 6-8 สัปดาห ลางดวยน้าํสะอาด ผ่ึงใหแหง ฆาเชื้อที่ผิวดวย 
70% ethyl alcohol เจาะใบพชืใหไดขนาดเสนผาศูนยกลาง 1.6 เซนติเมตร (leaf disk) แลวนําไปตม
ในน้ําเดือดนาน 30 วินาที จากนั้นนํา leaf disk วางในจานเลี้ยงเชื้อที่รองดวยกระดาษกรองชื้น  นํา
สปอรแขวนลอยของราและเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียผสมใหเขากนัในอัตรา 1:1 แลวหยดสาร
แขวนลอยดังกลาวปริมาตร 0.02 มิลลิลิตร ลงบน leaf disk ที่เตรียมไว บมเชื้อในสภาพอุณหภูมิหอง 
ใตแสง near UV สลับมืด 12 ช่ัวโมง เปนเวลา 7 วัน บันทกึผลการทดลองโดยการใชสายตาตรวจ
ประเมินการสราง fruiting body ของราบน leaf disk โดย stereoscopic microscope และบันทึกระดบั
การสราง fruiting body เปน 5 ระดับ (ภาพที่ 1)  
 

2.1.3  ความสามารถในการยบัยั้งการเขาทําลายของรา C. gloeosporioides บนใบพืช 
 

ใช detached leaf assay ที่ดัดแปลงจากวิธีการของ วราภรณ (2545) ในการทดสอบจุลิ
นทรียที่คัดเลือกไดจากขั้นตอน 2.1.2 โดยนาํใบมะมวงพันธุน้ําดอกไม ทีม่ีอายุ 6-8 สัปดาห ลางดวย
น้ําสะอาด ผ่ึงใหแหง ฆาเชื้อบริเวณผิวภายนอกดวย 70% ethyl alcohol  หุมปลายกานใบดวยสําลีชุบ
น้ํานึ่งฆาเชื้อแลวหอดวย อลูมิเนียม ฟอยล เพื่อลดการระเหยน้ํา ใช permanant marker วงกําหนด
ตําแหนงทดสอบบนใบ แลวทําการปลูกเชือ้ดวยการหยดสปอรแขวนลอยของราและเซลลของจุลิ
นทรียทดสอบปริมาตร 0.02 มิลลิลิตรที่ผิวหนาใบ วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ 
(Completely Randomized  Desin: CRD) โดยมี 4 กรรมวิธีทดสอบดังนี้ 
 

กรรมวิธีที่ 1    หยดสปอร C. gloeosporioides 
กรรมวิธีที่ 2    หยดเซลลแขวนลอยของจุลินทรียปฏิปกษกอนหยดสปอรรา                    

C. gloeosporioides เปนเวลา 12  ช่ัวโมง  
กรรมวิธีที่ 3 หยดเซลลแขวนลอยของจุลินทรียปฏิปกษพรอมกับสปอรรา                        

C. gloeosporioides 
กรรมวิธีที่ 4 หยดเซลลแขวนลอยของจุลินทรียปฏิปกษหลังหยดสปอรรา                         

C. gloeosporioides เปนเวลา 12 ช่ัวโมง 
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โดยทํากรรมวธีิละ 12 ซํ้า และใชใบมะมวง 1 ใบตอ 1 ซํ้า จากนั้นนําใบมะมวงมาบม
ในตะกราชื้นที่คลุมทับดวย ถุงพลาสติก วางไวในสภาพอุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วนั ทําการประเมนิ
ระดับการเกิดโรคดวยสายตาโดยแบงออกเปน 5 ระดับ (ภาพที่ 2)  
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ภาพที่ 1  ระดบัการสราง fruiting body ของรา C. gleosporioides  บน leaf disk 
  0   ไมพบ fruiting body 
   1   มีปริมาณ fruitng body  1 – 25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
   2   มีปริมาณ fruitng body  26 – 50 เปอรเซ็นตของพื้นที ่leaf disk 
   3   มีปริมาณ fruitng body  51 – 75 เปอรเซ็นตของพื้นที ่leaf disk 
   4   มีปริมาณ fruitng body  76 – 100 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
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ภาพที่ 2  ระดบัการเกิดโรคแอนแทรคโนสบนใบมะมวงโดยการปลูกราสาเหตุโรคดวยวิธี detached 

leaf  แบบไมทาํแผล        
     0   ไมเกิดจุดแผล 
  1   เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลางนอยกวา 1 มิลลิเมตร 

 2   เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลาง 1- 2 มิลลิเมตร 
  3   เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลาง 3 - 10 มิลลิเมตร 
  4   เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลางมากกวา 10 มิลลิเมตร 
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2.2 การคัดเลือกจุลินทรียทีแ่ยกไดโดยใชอาหาร GYPA 
  

2.2.1 ความสามารถในการยบัยั้งการงอกของสปอรรา C. gloeosporioides  
 

 เตรียมสปอรแขวนลอยของรา C. gloeosporioides เชนเดียวกับขอ 2.1.2 
  

 เตรียมเซลลแขวนลอยของ จุลินทรียทดสอบ โดยเล้ียงจลิุนทรียบนอาหาร GYPA บม
เชื้อที่อุณหภูมหิอง 48 ช่ัวโมง แลวยายมาเลี้ยงในอาหาร GYPB บนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอ
ช่ัวโมง ในสภาพอุณหภูมิหองนาน 15 - 20 ช่ัวโมง ปรับคาความขุนใหได 0.2 OD ดวยเครื่อง 
spectrophotometer ซ่ึงจะไดความหนาแนนของเซลลประมาณ 108 เซลลตอมิลลิลิตร 
 

การทดสอบการยับยั้งการงอกของสปอรรา นําสปอรแขวนลอยของราและเซลล
แขวนลอยของเชื้อจุลินทรียทดสอบผสมใหเขากันในอัตรา 1:1 แลวหยดสารแขวนลอยดังกลาว
ปริมาตร 0.02 มิลลิลิตร ลงบนกระจกสไลดที่ผานการฆาเชื้อ นําไปบมในจานเลี้ยงเชือ้ที่รองดวย
กระดาษกรองชื้น บมเชื้อในสภาพอุณหภูมหิอง ใตแสง near UV สลับมืด 12 ช่ัวโมง เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง  ตรวจดูการงอกของสปอรดวยกลองจุลทรรศน และประเมนิระดับความสามารถของ            
ลินทรียในการยับยั้งการงอกของสปอรราดวยสายตา  ดังนี้ 
   

0 ความงอกและความยาว germ tube เทากับกรรมวิธีควบคมุ 
1    ความงอกเทากับหรือนอยกวากรรมวิธีควบคุม และ germ tube ยาวมากกวา 3 เทา

ของความยาวสปอร ( 3.73 x 12.13 ไมครอน ) 
2 ความงอกนอยกวากรรมวิธีควบคุม และ germ tube ยาวไมเกิน 3 เทาของความยาว

สปอร ( 3.73 x 12.13 ไมครอน ) 
3 ไมมีการงอกของสปอร 

   
  คัดเลือกจุลินทรียที่มีที่สามารถการยับยั้งการงอกของสปอรราในระดับ 2 และ 3 เพื่อ
ทําการทดสอบความสามารถในการเปนจลิุนทรียปฏิปกษในขั้นตอนตอไป 
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 2.2.2  ความสามารถในการยบัยั้งการสราง fruiting body ของรา C. gloeosporioides 
 

 ทําการทดลองและตรวจบันทึกผลเชนเดียวกับขอ  2.1.2 
  

2.2.3  ประสิทธิภาพการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลชมพู 
  

 จุลินทรียที่ใชทดสอบเปนจลิุนทรียที่มีประสิทธิภาพยับยั้งการสราง fruiting body ของ
ราจากวิธี leaf disk assay ในขอ 2.2.2  โดยเปนแบคทีเรีย 1 ไอโซเลตคือ D2835 และยสีต 2 ไอโซ
เลต คือ A3723 และ D4113 
 

นําผลชมพูที่มีอายุหลังเก็บเกีย่วประมาณ 24 ช่ัวโมง นาํมาลางทําความสะอาด ผ่ึงให
แหง ฆาเชื้อบริเวณผิวภายนอกดวย 70% ethyl alcohol หยดสปอรราหรือเซลลแขวนลอยของ จุลินท
รียปฏิปกษปริมาตร 0.02 มิลลิลิตร บนผิวผลชมพูโดยไมทําแผล ตามกรรมวิธีทดสอบเชนเดยีวกับ
ขอ 2.1.3 โดยทํากรรมวิธีละ 20 ซํ้า ใช 1 ผลตอ 1 ซํ้า เก็บผลชมพูไวในสภาพชื้นที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 7 วัน ตรวจและบันทึกผลการทดลองโดยวดัขนาดแผล 
 
3.   การทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรยีปฏปิกษท่ีคัดเลือกไดในการควบคุมโรคแอนแทรค          

โนสบนผลมะมวง
 

3.1  การควบคมุโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงน้ําดอกไม 
 

จุลินทรียปฏิปกษที่ใชทดสอบ 4 ไอโซเลต คือ 3103  3107 3503 ที่คัดเลือกไดจากการ
ทดลองในขอ 2.1 และยีสต D4113 ที่คัดเลือกไดจากขอ 2.2 

 
ใชผลมะมวงน้าํดอกไมที่มอีายุ 90-110 วัน อายุหลังเก็บเกีย่วไมเกิน 24 ช่ัวโมง นํามาลางทํา

ความสะอาดและตัดขั้วผลใหเหลือความยาว 1 เซนติเมตร ผ่ึงใหแหง ฆาเชื้อที่บริเวณผิวดวย 70% 
ethyl alcohol หยดสปอรเชื้อราหรือเซลลแขวนลอยของเชื้อจุลินทรียปฏิปกษปริมาตร 0.02 
มิลลิลิตรบนผิวผลมะมวง กรรมวิธีละ 20 ซํ้า ใช 1 ผลตอ 1 ซํ้า เก็บผลมะมวงในสภาพชื้นที่
อุณหภูมิหอง โดยมีกรรมวิธีทดสอบสําหรับจุลินทรียปฏิปกษแตละไอโซเลตเชนเดียวกับขอ 2.13  
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วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณโดยจดัทรีทเมนตแบบแฟคทอเรียล (Factorial 
Experiments in CRD) เพื่อศึกษาอิทธิพลของ 2 ปจจัย คือ ลําดับการใช จุลินทรียปฏิปกษ และชนิด
ของจุลินทรียปฏิปกษ 

 
ปจจัยที่ 1 ลําดบัการควบคุม มี 4 กรรมวิธี ไดแก กรรมวิธีที่ 1 ปลูกรา C. gloeosporioides 

เพียงอยางเดยีวเพื่อเปนกรรมวิธีควบคุม (Control) กรรมวิธีที่ 2 หยดเซลลแขวนลอยของจุลินทรีย
ปฏิปกษกอนการปลูกรา C. gloeosporioides เปนเวลา 12 ช่ัวโมง  กรรมวิธีที่ 3 หยดเซลลแขวนลอย
ของจุลินทรียปฏิปกษพรอมกับการปลูกรา  C. gloeosporioides  และกรรมวิธีที่ 4 หยดเซลล
แขวนลอยของจุลินทรียปฏิปกษหลังการปลูกรา C. gloeosporioides เปนเวลา 12 ช่ัวโมง  

 
ปจจัยที่สอง กรรมวิธีควบคุม โดยมีจุลินทรียปฏิปกษมี  4 ไอโซเลต ไดแก แบคทีเรีย ไอโซ

เลต3103  3107  3503 และยสีตไอโซเลต D4113 ตามลําดับ 
 

เมื่อทําการทดลองครบเวลา 7 วัน ตรวจและบันทึกผลการทดลองโดยการวัดขนาดแผล และ
บันทึกระดับการเกิดโรคตามลักษณะการเกดิแผลเชนเดยีวกับขอ 2.1.3 (ภาพที่ 3)  

 
3.2  การควบคมุโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงโชคอนันต  

 
จุลินทรียปฏิปกษที่ใชทดสอบ 3 ไอโซเลตคือ แบคทีเรีย 3103 3107 และยีสต D4113 

เปรียบเทียบกบัการใชสารเคมี azoxystrobin  ความเขมขน 500 ppm  (ช่ือการคา Amista R ) 
 
เตรียมมะมวงโชคอนันตระยะแกจดัมาผานขั้นตอนเตรยีมการทดลองเชนเดียวกับการ

ทดลองในขอ 3.1 
  
เมื่อทําการทดลองครบเวลา 7 วัน ตรวจและบันทึกผลการทดลองเชนเดียวกับการทดลองใน

ขอ 3.1  
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4 3 

2 0 1 

 
ภาพที่ 3  ระดบัการเกิดโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงโดยการปลูกราสาเหตุโรคแบบไมทําแผล 

 0   ไมเกิดจุดแผล 
   1    เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลางนอยกวา 1 มิลลิเมตร 
   2    เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลาง 1- 2 มิลลิเมตร 
   3    เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลาง 3- 10 มิลลิเมตร 
   4    เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลางมากกวา 10 มิลลิเมตร 
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4.  คุณลักษณะการเปนศัตรูธรรมชาติท่ีคดัเลือกไดตอความหลากหลายของรา  C. gloeosporioides   
 
 นําแบคทีเรียปฏิปกษ 3 ไอโซเลต ไดแก 3103 3107 และ 3503 มาทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งการเจริญเสนใยของรา C. gloeosporioides  ที่แยกไดจากแหลงตางๆ จํานวน 10 ไอโซเลต 
ดังนี้  ไอโซเลต  ไอโซเลต 351-02  และไอโซเลต 353-02 แยกไดจากผลเงาะที่มาจาก จ. จันทบุรี 
และมี 8 ไอโซเลต ที่แยกไดจากผลมะมวง คือ 3ไอซเลต 68-17 มาจาก จ.กาญจนบุรี ไอโซเลต 370-
05 มาจาก จ. ฉะเชิงเทรา ไอโซเลต 379-06 มาจาก จ. ปราจีนบุรี ไอโซเลต 381-10 มาจาก จ. ราชบุรี 
ไอโซเลต 386-04 มาจากชลบุรี ไอโซเลต 394-19 มาจาก อ. บานแพว จ. สมุทรสาคร  ไอโซเลต 
404-20 มาจาก จ. ลําพูน  และไอโซเลต 411-21 มาจาก จ. อุบลราชธานี  ทําการศึกษาตามขั้นตอน 
2.1.1 เพื่อศึกษาแนวโนมของประสิทธิภาพการควบคุมการเขาทําลายของรา C. gloeosporioides  ใน
สภาพแปลง 
  
5.  กลไกของจุลินทรียปฏปิกษในการยับยัง้รา C. gloeosporioides  
 

5.1  การยับยั้งการงอกของสปอรของรา C. gloeosporioides  
 
 นําสปอรแขวนลอยของรา ( 106 สปอรตอมิลลิลิตร) และเซลลแขวนลอยของจุลินทรีย
ปฎิปกษ ( 108 เซลลตอมิลลิลิตร) ผสมใหเขากันในอัตรา 1:1 แลวหยดสารแขวนลอยดังกลาว
ปริมาตร 0.02 มิลลิลิตร ลงบนกระจกสไลดที่ผานการฆาเชื้อ นําไปบมในจานเลี้ยงเชือ้ที่รองดวย
กระดาษกรองชื้น บมเชื้อในสภาพอุณหภูมหิองใตแสง near UV สลับมืด 12 ช่ัวโมง เปนเวลา 12 
และ 24  ช่ัวโมง  บันทึกผลการการงอกของสปอรรา   
 

5.2  การยับยั้งการเจริญของเสนใยรา C. gloeosporioides  
 
 หยดสปอรราบนกระจกสไลดที่ผานการฆาเชื้อแลวนํามาบมในจานเลี้ยงเชื้อที่รองดวย
กระดาษกรองชื้นบมเชื้อใตแสง near UV สลับมืด เปนเวลา 12 ช่ัวโมง แลวหยดเซลลแขวนลอยของ
จุลินทรียปฏิปกษผสมใหเขากัน บมเชื้อตอไปจนครบ 12 ช่ัวโมง นํามาตรวจดูลักษณะการเจริญเสน
ใยรา 
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6.  การจําแนกชนิดจุลินทรียปฏิปกษ 
 
 นําแบคทีเรียไอโซเลต 3103 3107 และ 3503 ที่ผานการคัดเลือกมาศึกษาคุณสมบัติของ
เซลลโดยตรวจดูการติดสแีกรม (gram stain) รูปรางลักษณะเซลล (cell morphology) การสรางเอน
โดสปอร (endospore formation) ดวยกลองจุลทรรศน และทําการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีบาง
ประการ  (Sneath, 1986) แลวสงไปจําแนกชื่อวิทยาศาสตรดวยวิธีทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีอีก
คร้ังจากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรสาธารณสุข  กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข   
 
 สําหรับยีสต D4113  จําแนกชื่อวิทยาศาสตรดวยการใช Biolog Microlog System โดย
สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย 
 
7.  สถานที่ทําการวิจัย

 
 หองปฏิบัติการและเรือนปลูกพืชทดลองภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กาํแพงแสน
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวดันครปฐม 
 
8.  ระยะเวลาทําการทดลอง

 
เร่ิมตั้งแตกุมภาพันธ 2547 ถึง กุมภาพนัธ 2549  
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ผลการทดลอง 
 
1.   การแยกและการเก็บรวบรวมจุลินทรียจากทรงพุมพืช
 

1.1  การแยกจลิุนทรียโดยใชอาหาร Nutrient Glucose Agar (NGA) 
 
 ระยะเวลาตั้งแตเดือนกุมภาพนัธถึงเดือนพฤษภาคม 2547 ไดทําการเก็บตัวอยางชอดอก และ
ผลออนจากสวนผลไมเขตรอนไดแก มะมวง ลําไย นอยหนา เงาะ และองุน ไดทั้งหมด 43 ตัวอยาง 
จากพื้นที่ อ. ดาํเนินสะดวก อ. บานโปง จ. ราชบุรี  อ. ศรีประจันต อ. เมือง  อ. ดอนเจดีย อ. อูทอง 
อ. สองพี่นอง จ. สุพรรณบุรี   อ. พนมทวน จ. กาญจนบุรี และ อ.ปากชอง จ. นครราชสีมา รวม 37 
สวน สามารถแยกจุลินทรียผิวพืชได 117 ไอโซเลต ทั้งหมดเปนแบคทีเรียในจํานวนนี้เปน  จุลินทรีย
ที่แยกไดจากดอก 33 ไอโซเลต ยอด 69 ไอโซเลต  และจากผลออน 15 ไอโซเลต (ตารางที่ 1) 
 

1.2  การแยกจลุินทรียโดยใชอาหาร Glucose Yeast Peptone Agar (GYPA) (Beech et al., 1971) 
 
ระยะเวลาตั้งแตเดือนกุมภาพนัธ ถึงเดือนพฤศจิกายน ไดทําการเก็บตวัอยางชอดอก และผล

ออนจากสวนผลไมเขตรอนในเขตภาคกลาง ไดแก จ. นครปฐม  จ. สมุทรสาคร  จ. ราชบุรี                    
จ. สุพรรณบุรี และ จ. กาญจนบุรี เขตภาคเหนือ ไดแก จ. ตาก และ จ. อุทัยธานี เขตภาคใต ไดแก      
จ. พังงา และ จ. นครศรีธรรมราช รวม 54 สวน นํามาแยกจุลินทรียจากผิวพืช ดวยวิธี dilution plate 
method บนผิวหนาอาหารแข็ง GYPA สามารถแยกจุลินทรียไดจากดอก 138 ไอโซเลต ยอด 67        
ไอโซเลต และผลออน 25ไอโซเลตรวมทั้งหมด 230 ไอโซเลต โดยการตรวจดใูตกลองจุลทรรศน 
(compound microscope) ทําใหสามารถจําแนกจุลินทรียดังกลาวไดเปน 2 กลุม ดังนี้ กลุมจุลินทรียที่
เซลลมีขนาดเล็กจนไมสามารถมองเห็นไดชัดเจนภายใตกําลังขยาย 400 เทา จึงจําแนกเปนแบคทเีรีย
จํานวน  54 ไอโซเลต และกลุมจุลินทรียที่เซลลมีขนาดใหญและสามารถมองเห็นการแตกหนอได
ชัดเจนภายใตกําลังขยาย 400 เทา ไดรับการจําแนกเปนยสีตจํานวน 176 ไอโซเลต (ตารางที่ 2 )   
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ตารางที่ 1  จุลินทรียผิวพืชทีแ่ยกไดจากทรงพุมไมผลเขตรอนบนผิวหนาอาหาร NGA 
 

จํานวนจุลินทรีย (ไอโซเลต) แหลง ชนิดพืช จํานวน
สวน ดอก ยอด ผลออน 

อ. ดําเนินสะดวก  จ.ราชบุรี ลําไย 1 2 – – 
 มะมวง 6 3 6 1 
อ. พนมทวน  จ. กาญจนบุรี องุน 2 – – 7 
 มะมวง 1 3 – 3 
อ. ศรีประจันต จ. สุพรรณบุรี มะมวง 4 5 4 – 
อ. เมือง   จ. สุพรรณบุรี มะมวง 3 7 – – 
อ. ดอนเจดีย จ. สุพรรณบุรี มะมวง 4 6 3 – 
อ. อูทอง  จ. สุพรรณบรี มะมวง 1 2 – – 
อ. ปากชอง จ. นครราชสีมา เงาะ 1 – – 4 
 นอยหนา 1 – 4 – 
 มะมวง 13 5 52 – 

รวม  37 33 69 15 
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ตารางที่ 2  จุลินทรียผิวพืชที่แยกไดจากทรงพุมไมผลเขตรอนบนผิวหนาอาหาร GYPA  
 

จํานวนจุลินทรีย (ไอโซเลต) แหลง ชนิดพืช จํานวน
สวน ดอก ยอด ผลออน 

อ. กําแพงแสน  จ. นครปฐม มะมวง 1 2 – – 
อ. บานแพว  จ. สมุทรสาคร มะมวง 4 11 – – 
อ. ปากทอ  จ. ราชบุรี มะมวง 6 26 – – 
อ. ดําเนินสะดวก  จ.ราชบุรี ลําไย 1 3 – – 
 มะมวง 6 13 13 – 
อ. เมือง  จ. ราชบุรี มะมวง 2 – 12 – 
อ. บานโปง  จ. ราชบุรี กระทอน 4 34 – 9 
อ. ทามะกา  จ. กาญจนบุรี ชมพู 2 6 – – 
อ. พนมทวน  จ. กาญจนบุรี องุน 1 – – 6 
อ. ศรีประจันต  จ. สุพรรณบุรี มะมวง 5 13 12 – 
อ. เมือง  จ. สุพรรณบุรี มะมวง 4 16 – 4 
อ. ดอนเจดีย  จ. สุพรรณบุรี มะมวง 2 4 2 – 
อ. อูทอง  จ. สุพรรณบุรี องุน 1 – – 6 
อ. พบพระ  จ. ตาก มะมวง 1 1 – – 
อ. ลานสัก  จ. อุทัยธานี มะมวง 1 1 – – 
อ. ปากชอง  จ. นครราชสีมา เงาะ 1 – – 1 
 นอยหนา 1 2 – – 
 มะมวง 8 – 28 – 
อ. ลานสกา  จ. นครศรีธรรมราช เงาะ 2 6 – – 
อ. ตะกัว่ทุง  จ. พังงา เงาะ 1 1 – – 

รวม  54 138 67 25 
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2.  การคัดเลือกจุลินทรียปฏปิกษตอรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนส
ของมะมวง 

 
2.1  การคัดเลือกจุลินทรียทีแ่ยกไดโดยใชอาหาร NGA  

   
2.1.1  ความสามารถในการยบัยั้งการเจริญเสนใยของรา  C. gloeosporioides  

 
จากการทดสอบความสามารถของจุลินทรีย 117 ไอโซเลต ในการยับยั้งการเจริญของ

เสนใยรา C. gleosporioides บนอาหาร PDA พบวาจุลินทรีย 82 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญ
ของโคโลนีราไดทําใหมีขนาดเล็กกวากรรมวิธีควบคุมโดยพบรูปแบบการยับยั้งทีแ่ตกตางกัน 2 
รูปแบบคือ การเกิดบริเวณใสที่เรียกวา inhibition zone หรือ clear zone ซ่ึงพบไดมากกวารูปแบบที่ 
จุลินทรียมีการเจริญอยางรวดเร็วจนสามารถจํากัดบริเวณการเจริญของโคโลนีของรา (ตารางที่ 3 
และภาพที่ 4) โดยในกลุมทีแ่สดงการยับยัง้การเจริญของราไดนี้เปนจุลินทรียที่แยกไดจากสวนตางๆ 
ของทรงพุมไมผลไดแก ดอก 24 ไอโซเลต ยอด 33 ไอโซเลตและผลออน 3 ไอโซเลต ตามลําดับ 

 
2.1.2  ความสามารถในการยบัยั้งการสราง fruiting body ของรา  C. gloeosporioides โดยวิธี 

leaf disk assay (Farrungsang et al., 1997; Coates et al., 1999)  
 
 จากผลการทดลองตารางที่ 2 คัดเลือกจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งราบน

อาหาร PDA จํานวน 30 ไอโซเลตมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการพัฒนาโครงสรางของรา 
C. gloeosporioides  ดวยวิธี leaf disk assay พบวา มีจุลินทรีย 12 ไอโซเลต ไดแก 0303 2703 2803 
3005 3102 3103 3107 3201 3503 3506 4101 และ 4102 ทําใหราไมสามารถสราง fruiting body 
(ระดับการสราง fruiting body เทากับ 0) (ตารางที่ 4 ) เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่หยดสปอร
แขวนลอยของรา C. gloeosporioides  เพียงอยางเดยีวซ่ึงมปีริมาณ  fruiting body  100 เปอรเซ็นต
ของพื้นที่ leaf disk (ระดับการสราง fruiting body เทากับ 4.0) 
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2.1.3  ความสามารถในการยบัยั้งการเขาทําลายของรา C. gloeosporioides บนใบพืช 
 
  ทดสอบความสามารถในการควบคุมโรคดวยวิธี detached leaf technique พบวาการ
ใชจุลินทรียปฏิปกษทุกไอโซเลตกอนการปลูกราเปนเวลา 12 ช่ัวโมง สามารถลดการเกิดโรคบนใบ
พืชไดอยางมนียัสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม และพบวาเมื่อใชจุลินทรยีปฏิปกษพรอม
กับการปลูกราสาเหตุโรคเกือบทุกไอโซเลตสามารถลดความรุนแรงของโรคไดเชนกัน แตการใช         
จุลินทรียปฏิปกษหลังการปลูกราเปนเวลา 12 ช่ัวโมง พบการเกิดโรคในระดับใกลเคยีงกับกรรมวิธี
ควบคุม จุลินทรีย 2 ไอโซเลตไดแก  3503และ3201 โดยการใชกอน พรอม และหลังปลูกรามีระดบั
การเกิดโรคต่ํากวากรรมวิธีควบคุมอยางมนีัยสําคัญ โดยไอโซเลต 3503 มีระดับการเกิดโรคเทากับ 
0.4  0.0 และ 1.0 และไอโซเลตมีระดับการเกิดโรค 0.67 0.25 และ 1.17 ตามลําดับ (ตารางที่ 5 และ 
ภาพที่ 2) 
 
ตารางที่ 3  ประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษที่แยกไดจากทรงพุมไมผลเขตรอนในยับยั้งการเจรญิ

ของเสนใยรา C. gloeosporioides บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 
 

ไอโซเลต เสนผาศูนยกลาง
โคโลนี (cm) การยับยั้ง(%)  ไอโซเลต เสนผาศูนยกลาง

โคโลนี (cm) การยับยั้ง(%) 

Control 9.00 0.00  1403 8.69 3.44 
0102 4.65 47.67  1601 7.51 16.56 
0208 6.93 23.00  1603 6.21 21.79 
0302 8.19 9.00  1703 8.75 2.78 
0303 4.10 54.44  1801 6.40 19.40 
0505 8.25 8.33  1803 8.85 1.67 
0704 8.63 4.11  1804 5.73 27.83 
0801 7.85 12.78  1901 6.35 20.03 
1003 6.74 25.11  1902 7.05 11.21 
1201 8.26 8.22  2101 7.39 6.93 
1204 7.24 19.55  2102 6.93 12.72 
1301 7.73 14.11  2201 4.25 46.47 
1302 8.56 4.89  2202 6.91 12.97 
1303 7.36 18.22  2401 5.74 27.71 
1402 8.81 2.11  2403 3.41 57.05 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 

ไอโซเลต เสนผาศูนยกลาง
โคโลนี (cm) การยับยั้ง(%)  ไอโซเลต เสนผาศูนยกลาง

โคโลนี (cm) การยับยั้ง(%) 

2601 8.23 8.56  3303 7.68 9.96 
2602 7.13 20.78  3401 7.05 21.67 
2604 7.74 14.00  3405 4.25 52.77 
2703 4.35 51.66  3406 4.63 48.55 
2704 4.48 50.22  3503 4.35 51.67 
2803 5.03 44.11  3507 4.63 45.72 
2804 5.03 44.11  3601 8.15 9.44 
2902 7.58 15.78  3603 7.68 14.67 
2904 7.59 15.66  3803 8.00 11.11 
3003 8.41 6.56  3804 8.33 7.45 
3005 4.94 45.11  3805 7.15 20.56 
3006 4.31 52.11  3901 8.75 27.78 
3102 3.95 53.69  3902 4.10 54.44 
3103 4.04 52.64  3904 4.78 46.88 
3104 8.23 3.52  4103 4.28 53.44 
3105 8.39 1.64  4202 7.25 19.44 
3107 3.95 53.69  4203 4.31 52.11 
3201 4.45 47.83  4204 4.28 52.44 
3204 8.05 5.63  4301 4.30 52.22 
3205 8.30 2.70  4302 4.45 50.55 
3207 7.90 7.39  4303 4.14 54.00 
3208 7.63 10.55  4304 7.30 18.89 
3209 7.25 15.01  4305 4.41 51.00 
3210 7.15 16.18  4306 4.60 48.00 
3301 7.78 2.93     
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จ. 

ค. 

ข. ก. 

ภาพที่ 4  การยบัยั้งการเจริญของโคโลนีรา C. gloeosporioides ในส
เล้ียงเชื้อ PDA โดยจุลินทรียผิวพืชที่แยกไดจากอาหาร NG
ก. Control, ข., ค., ง.,จ. และฉ. คือ จุลินทรียไอโซเลต 24
ตามลําดับ 

 
 
 
 
 

ข.
 ง. 

0

ง.
 ฉ. 
ฉ.
ภาพ dual culture บนอาหาร    
A  
3 ,3103,3107, 3201 และ 3503    
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ตารางที่ 4  ประสิทธิภาพของจุลินทียปฏิปกษในการยับยัง้การสราง fruiting body ของรา                             
C. gloeosporioides  ดวยวิธี leaf disk assay 

 
ไอโซเลต การยับยั้ง fruiting body1/  ไอโซเลต การยับยั้ง fruiting body1/

Control 4.0  2803 0.0 
0102 3.0  2804 0.4 
0303 0.0  3005 0.0 
2403 0.6  3006 0.6 
2703 0.0  3102 0.0 
2704 0.4  3103 0.0 
3107 0.0  4102 0.4 
3201 0.0  4103 0.2 
3503 0.2  4203 0.6 
3504 0.0  4204 0.0 
3506 0.0  4301 2.0 
3507 0.2  4302 0.2 
3902 0.2  4303 0.6 
3903 0.2  4305 0.6 
3904 0.2  4306 2.6 
4101 0.0    

 
1/ 0  ไมพบ fruiting body 
   1  มีปริมาณ fruitng body  1 – 25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
   2  มีปริมาณ fruitng body  26 – 50 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
   3 มีปริมาณ fruitng body  51 – 75 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
   4  มีปริมาณ fruitng body  76 – 100 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
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ตารางที่ 5  ประสิทธิภาพการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนใบมะมวงของจุลินทรียปฏิปกษโดยการ
ปลูกราสาเหตุโรคดวยวิธี detached leaf แบบไมทําแผล 

 
ระดับการเกิดโรค2/

ไอโซเลต ปลูกแบคทีเรียปฏิปกษ
กอนรา 12 ช.ม. 

ปลูกแบคทีเรียปฏิปกษ
พรอมรา 

ปลูกแบคทีเรียปฏิปกษ
หลังรา 12ช.ม. 

Control 1.50 a1/ 1.33 a 1.83 a 
0303 0.08  b     0.33  bc     1.33 abc 
2703 0.50  b               0.42   bc     1.33 abc 
2803 0.17  b               0.33   bc     1.33 abc 
3005  0.50  b               0.33   bc     1.42 abc 
3102 0.50  b               0.33   bc    1.66 ab 
3103 0 .00 b               0.83 ab     1.25  abc 
3107 0.17  b               0.17   bc     1.25   abc 
3201 0.67  b               0.25   bc     1.17   bc 
3503 0.42  b               0.00     c     1.00     c 
3506 0.17  b               0.67   bc     1.25 abc 
4101 0.25  b               0.25   bc    1.25 abc 
4102 0.50  b               0.17   bc    1.25 abc 

 
1/ ตัวอักษรที่เหมือนกนัในแนวตั้งไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตตามวิธี 

Duncan’s multiple range test 
2/  0 ไมเกิดจุดแผล 
   1  เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลางนอยกวา 1 มิลลิเมตร 
   2  เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลาง 1- 2 มิลลิเมตร 
   3 เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลาง 3- 10 มิลลิเมตร 
   4 เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลางมากกวา 10 มลิลิเมตร 
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ค. ข. ก. 

3103 
2803 

3102 
2703 

3005 
0303 

H2O 
CG 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 5  ประสิทธิภาพการปองกันใบพืชของแบคทีเรียปฏิปกษจากการเขาทําลายโดยรา                  
C. gloeosporioides  
ก. หยดเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปกษกอนสปอรแขวนลอยเปนเวลา 12 ช่ัวโมง 
ข. หยดเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปกษพรอมสปอรแขวนลอย   
ค. หยดเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปกษหลังสปอรแขวนลอยเปนเวลา 12 ช่ัวโมง 
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2.2  การคัดเลือกจุลินทรียทีแ่ยกไดโดยใชอาหาร GYPA 
 

 2.2.1  ความสามารถในการยับยั้งการงอกของสปอรรา  C. gloeosporioides  
 
 เมื่อนําจุลินทรยีที่แยกไดจากทรงพุมพืชจํานวน 230 ไอโซเลต มาทดสอบ
ความสามารถในการยับยั้งการงอกของสปอรรา C. gloeosporoides พบวาแบคทีเรีย 33 ไอโซเลตมี
แนวโนมเปนจุลินทรียปฏิปกษโดยยับยั้งการงอกของสปอรราไดโดยแบงออกเปน 3 ระดับ  ดังนี้ 13 
ไอโซเลตสามารถยับยั้งการงอกของสปอรได 100 เปอรเซ็นต (ระดับการยับยั้งเทากับ 3)  11 และ 19 
ไอโซเลตที่สามารถลดอัตราการงอกและความยาว germ tube ของสปอรไดในระดับด ี(ระดับการ
ยับยั้งเทากับ 2) และพอใช (ระดับการยับยั้งเทากับ1) ตามลําดับ (ตารางที่ 6) ในกลุมยสีตพบวามี
จํานวน 161 ไอโซเลตที่สามารถยับยั้งการงอกของสปอรราไดโดยแบงออกเปน 3 ระดับ ดังนี้ 4     
ไอโซเลตที่สามารถยับยั้งการงอกได 100 เปอรเซ็นต (ระดับการยับยั้งเทากับ 3)  26 ไอโซเลต
สามารถลดอัตราการงอกและความยาว  germ tube ของสปอรไดดี (ระดบัการสรางเทากับ 2) และมี 
131 ไอโซเลต ที่ลดอัตราการงอกของสปอรและความยาว germ tube ไดในระดบัพอใช (ระดับการ
ยับยั้งเทากับ 1) (ตารางที่ 6 และภาพที่ 6)  
 

 2.2.2  ความสามารถในการยบัยั้งการสราง fruiting body ของรา C. gloeosporioides 
 
นําจุลินทรียทีผ่านการคัดเลือกจากขอ 2.2.1 มาทดสอบความสามารถในการยับยั้ง

การพัฒนาโครงสราง fruiting body ของราบน leaf disk  พบวาจากแบคทีเรียทั้งหมด 24 ไอโซเลต 
เกือบทุกไอโซเลตมีความสามารถยับยั้งการสราง fruiting body ของราได โดยมี 8 ไอโซเลต ที่มี
ประสิทธิภาพทําใหราไมสามารถสราง fruiting body (ระดับการสราง fruiting body เทากับ 0.0) 
ไดแก ไอโซเลต D2835 B6622 A7613 A7834 A8034 B8041 A8054 และA8112 เปรียบเทียบกับ
กรรมวิธีควบคมุที่มีปริมาณ fruiting body 100 เปอรเซ็นต (ระดับการสราง fruiting body เทากับ 
4.0) (ตารางที่ 7) ในขณะทีก่ารทดสอบยีสตทั้งหมด 30 ไอโซเลต มี 19 ไอโซเลตที่แสดง
ความสามารถในการยับยั้งการสราง fruiting body โดยมี 3 ไอโซเลต ที่แสดงประสิทธิภาพดีในการ
ยับยั้ง fruiting body คือไอโซเลต A3723 D4113 และ A4133 โดยมีระดบัการสราง fruiting body 
เทากับ 0.4  0.6 และ 0.6 ตามลําดับ เมื่อเทียบกับกรรมวธีิควบคุมที่มีระดับ fruiting body เทากับ 4.0 
(ตารางที่ 8 และภาพที่ 7)  
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ตารางที่ 6  การยับยั้งการงอกของสปอรรา C. gloeosporioides โดยจุลินทรียผิวพืชทีแ่ยกไดจาก
อาหาร GYPA 

 
จํานวนจุลินทรีย (isolate) ระดับการยับยัง้                 

spore germination1/ แบคทีเรีย ยีสต 
0 11 15 
1 19 131 
2 11 26 
3 13 4 

รวม 54 176 
 
1/ 0 ความงอกงอกและความยาว germ tube เทากับกรรมวิธีควบคุม 
   1 ความงอกงอกเทากับหรือนอยกวากรรมวิธีควบคุม และ germ tube ยาวมากกวา 3 เทาของ

ความยาวสปอร ( 3.73 x 12.13 ไมครอน ) 
   2 ความงอกนอยกวากรรมวิธีควบคุม และ germ tube ยาวไมเกิน 3 เทาของความยาวสปอร       

( 3.73 x 12.13 ไมครอน ) 
   3 ไมมกีารงอกของสปอร 
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ภาพที่ 6   การยับยั้งการงอกของสปอรรา C. gloeoesporioides โดยจุลินทรียผิวพืชทีแ่ยกไดโดยใช

อาหาร GYPA  
ก., ข. ระดับการยับยั้งเทากับ 0   ความงอกและความยาว germ tube เทากับกรรมวิธี

ควบคุม 
ค., ง. ระดับการยับยั้งเทากับ 1   ความงอกเทากับหรือนอยกวากรรมวิธีควบคุม และ germ 

tube ยาวมากกวา 3 เทาของความยาวสปอร ( 3.73 x 12.13 ไมครอน ) 
จ., ฉ. ระดับการยับยั้งเทากับ 2  ความงอกนอยกวากรรมวิธีควบคุม และ germ tube ยาว      

ไมเกิน 3 เทาของความยาวสปอร ( 3.73 x 12.13 ไมครอน ) 
ช., ซ. ระดับการยับยั้งเทากับ 3  ไมมีการงอกของสปอร 
ฌ.  กรรมวิธีควบคุม 

 

 



 

39

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ฌ. 

ซ. ช. 

ฉ. จ. 

ง. ค. 

ข. ก. 
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ตารางที่ 7  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการยบัยั้งการสราง fruiting body ของรา               
C. gloeosporioides  ดวยวิธี leaf disk assay 

 
ไอโซเลต การยับยั้ง  fruiting body1/  ไอโซเลต การยับยั้ง fruiting body1/

Control 4.0  C4434 2.0 
SKA081 3.2  B6622 0.0 
C2814 4.0  A7613 0.0 
A2835 4.0  A7834 0.0 
D2835 0.0  A7954 0.6 
A2914 1.0  B7954 0.6 
D3104 1.0  B7994 0.2 
B3723 4.0  C7994 1.0 
C4314 1.0  A8034 0.0 
A8041 1.0  A8054 0.0 
B8041 0.0  A8112 0.0 
A8044 0.4  B8112 1.4 
B8044 0.2    

 
1/ 0  ไมพบ fruiting body 
   1  มีปริมาณ fruitng body  1 – 25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
   2  มีปริมาณ fruitng body  26 – 50 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
   3 มีปริมาณ fruitng body  51 – 75 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
   4  มีปริมาณ fruitng body  76 – 100 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
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ตารางที่ 8  ประสิทธิภาพของยีสตปฏิปกษในการยับยั้งการสราง fruiting body ของรา                     
C. gloeosporoides ดวยวิธี leaf disk assay 

 
ไอโซเลต การยับยั้ง fruiting body1/  ไอโซเลต การยับยั้ง fruiting body1/

Control 4.0  D4133 1.0 
D2414 4.0  E4133 3.8 
A2423 4.0  D4324 2.6 
B2423 4.0  A4433 1.0 
C2423 4.0  E4914 1.0 
D2933 2.8  A4923 1.6 
A3634 4.0  B4934 1.0 
A3712 4.0  E6722 2.0 
A3723 0.4  A7513 1.6 
A3823 4.0  A7713 2.0 
B3823 4.0  A7714 1.4 
A3922 4.0  B7714 1.6 
D4113 0.6  A7962 1.0 
A4133 0.6  A7973 1.0 
B4133 4.0  A8031 2.2 
C4133 4.0    

 
1/ 0  ไมพบ fruiting body 
   1  มีปริมาณ fruitng body  1 – 25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
   2  มีปริมาณ fruitng body  26 – 50 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
   3 มีปริมาณ fruitng body  51 – 75 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
   4  มีปริมาณ fruitng body  76 – 100 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
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ภาพที่ 7   การยับยั้งการสราง fruiting body ของรา Colletotrichum gloeosporioides โดย        

จุลินทรียปฏิปกษ ดวยเทคนคิ leaf disk assay หลังการบมเชื้อ 7 วัน 
ก. แบคทีเรียปฏิปกษ D2835, ข. ยีสตปฏิปกษ D4113 
C.  กรรมวิธีควบคุมโดยการปลูกรา C. gloeosporioides เพียงอยางเดียว 
B.  กรรมวิธีทดสอบ (แบคทเีรียปฏิปกษ) 
Y.  กรรมวิธีทดสอบ (ยีสตปฏิปกษ) 
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2.2.3  ประสิทธิภาพการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลชมพู 
 

 การทดสอบการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลชมพู พบวา แบคทีเรีย D2835 
และยีสต D4113 สามารยับยัง้การเกิดโรคได โดยการใชจลิุนทรียกอนการปลูกราเปนเวลา 12 
ช่ัวโมง แบคทเีรีย D2835 มีประสิทธิภาพในการลดขนาดแผลไดดกีวาการใชยีสต D4113 และเมื่อมี
การใชจุลินทรยีพรอมและหลังการปลูกราเปนเวลา 12 ช่ัวโมง จุลินทรยีทั้งสองไอโซเลตมี
ประสิทธิภาพควบคุมโรคเทาเทียมกนัโดยแบคทีเรีย D2835 มีขนาดเสนผาศูนยกลางแผล 5.00 6.90
และ11.30 มิลลิเมตร ตามลําดับ เมื่อเทียบกบักรรมวิธีควบคุมที่ปลูกรา C. gloeosporioides เพียง
อยางเดยีวซ่ึงมขีนาดแผล 13.10 มิลลิเมตร ในขณะทีย่ีสต D4113 มีขนาดแผล 2.70 1.90 และ 6.70 
มิลลิเมตร ตามลําดับ เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุมซ่ึงมีขนาดแผล 9.30 มิลลิเมตร  (ตารางที่ 9 และ
ภาพที่ 8) 

 
ตารางที่ 9  ประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลชมพูที่เกิด

จากการปลูกรา C. gloeosporioides แบบไมทําแผล หลังบมเชื้อไวที่อุณหภูมิหองเปน
ระยะเวลา 7 วนั 

 
ขนาดแผล (มิลลิเมตร) ไอโซเลต 

Controla/ กอน 12 ช.ม.b/ 0 ช.ม.c/ หลัง 12 ช.ม.d/  
D2835 13.10 a1/ 5.00 d 6.90 c 11.3 b 
A3723 9.70 a 8.90 a 9.30 a 9.40 a 
D4113 9.30 a 2.70 c 1.90 c  6.70 b 

 
1/ ตัวอักษรที่เหมือนกนัในแนวนอนไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตตาม
วิธี Duncan’s multiple range test 

a/  หยดสปอรรา C. gloeosporioides เพียงอยางเดยีว 
b/   หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษกอนหยดสปอรรา C. gloeosporioides 12  ช่ัวโมง  
c/  หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษพรอมกับสปอรรา C. gloeosporioides 
d/  หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษหลังหยดสปอรรา C. gloeosporioides 12 ช่ัวโมง 
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4 3 2 1 4 3 2 1 4 3 2 1 

ค. ข. ก. 

ภาพที่ 8  การควบคุมการเกดิโรคแอนแทรคโนสบนผลชมพูโดยจุลินทรียปฏิปกษไอโซเลตตางๆ  
หลังการบมเชือ้ที่อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 7 วัน 
 ก., ข. และ ค. คือ แบคทีเรีย D2835, ยีสต A3723 และยสีต D4113 ตามลําดับ                    
เรียงลําดับกรรมวิธีทดลองตามแถวในแนวตั้งของชมพูโดยเริ่มจากจากซายมือไปขวามือ 
ดังนี ้
1  กรรมวิธีควบคุมโดยการปลูกรา C. gloeosporioides เพียงอยางเดียว 
2  การใชจุลินทรียปฏิปกษกอนการปลูกรา 12 ช่ัวโมง 

 3  การใชจุลินทรียปฏิปกษพรอมกับการปลูกรา 
 4  การใชจุลินทรียปฏิปกษหลังการปลูกรา 12 ช่ัวโมง 
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3.  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อจุลินทรียปฏิปกษท่ีคัดเลือกไดในการควบคุมโรคแอนแทรค     
โนสบนผลมะมวง 

 
3.1  การควบคมุโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงน้ําดอกไม 

  
 เมื่อนําผลที่ไดจากการทดลองมาวิเคราะหขอมูลทางสถิติและเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี 

Duncan’s multiple range test  พบวาปจจัยที่ 1 ลําดับการควบคุมโรค และปจจัยที่ 2 กรรมวิธีควบคุม
โรคไมมีอิทธิพลรวมกัน  
 

 ยีสตไอโซเลต D4113 แบคทีเรีย 3107 และ3103 สามารถควบคุมโรคแอนแทรคโนสได
แตกตางอยางมีนัยสําคัญยิ่งจากกรรมวิธีควบคุม เมื่อทําการควบคุมพรอมและกอนการปลูกรา เปน
เวลา 12 ช่ัวโมง สามารถควบคุมโรคไดดีกวาการควบคมุภายหลังการปลูกรา โดยการหยดเซลล
แขวนลอยของยีสต D4113 พรอมและกอนการปลูกราสาเหตุโรคเปนเวลา 12 ช่ัวโมงมี
ประสิทธิภาพควบคุมโรคดีที่สุด โดยมีขนาดแผล 1.2 และ 1.3 มิลลิเมตร ตามลําดับเปรียบเทียบกับ
กรรมวิธีควบคมุโดยการปลูกราสาเหตุโรคเพียงอยางเดียวที่มีขนาดแผล 5.4 มิลลิเมตร รองลงมาคือ
แบคทีเรีย 3107 ที่มีขนาดแผล 1.6 มิลลิเมตร เทากันทั้งการใชพรอมและกอนกับการปลูกราสาเหตุ
โรค ในขณะทีก่รรมวิธีควบคมุมีขนาดแผล 5.3 มิลลิเมตร เมื่อใชจุลินทรยีหลังการปลูกราเปนเวลา 
12 ช่ัวโมง พบวาการใชแบคทีเรีย 3107 มีแนวโนมการควบคุมโรคไดดีกวาการใชยีสต D4113 โดย
มีขนาดแผล 2.5 และ 3.9 มิลลิเมตร ตามลําดับ (ตารางที่ 10) เมื่อเปรียบเทียบระดับการเกิดโรคพบวา
กรรมวิธีการใชยีสต D4113 และแบคทีเรีย 3107 พรอมและกอนการปลูกราสาเหตุโรคเปนเวลา 12 
ช่ัวโมงมีระดับการเกิดโรคต่ํากวากรรมวิธีอ่ืนๆ   (ตารางที่ 11และภาพที่ 9-11) 
 

 3.2  การควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงโชคอนนัต 
 

เมื่อนําขอมูลที่ไดจากการทดลองมาวิเคราะหคาทางสถิติและเปรียบเทยีบเปรียบเทียบ
คาเฉลี่ยดวยวธีิ Duncan’s multiple range test พบวาปจจยัที่ 1 ลําดับการควบคุมโรค และปจจยัที่ 2 
กรรมวิธีควบคมุโรคไมมีอิทธิพลรวมกัน  
 

การใชจุลินทรยีปฏิปกษหรือการใชสารเคมี azoxystrobin ความเขมขน 500 ppm กอนการ
ปลูกราเปนเวลา 12 ช่ัวโมงและพรอมกับการปลูกรา สามารถลดการเกิดโรคไดมากกวาการใชหลัง
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การปลูกราเปนเวลา 12 ช่ัวโมง โดยการใชสารเคมี azoxystrobin ความเขมขน 500 ppm สามารถลด
การเกิดโรคไดแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติจากการใชจุลินทรียปฏิปกษ (ตารางที่ 12 และ13) 
โดยการใชสารเคมี azoxystrobin มีระดับการเกิดโรคเทากับ 0.34 0.92 และ 0.43 เมื่อใชกอนการ
ปลูกราเปนเวลา 12 ช่ัวโมงพรอมกับการปลูกรา และหลังการปลูกราเปนเวลา 12 ช่ัวโมง ตามลําดบั 
เปรียบเทียบกบัระดับการเกดิโรคในกรรมวิธีควบคุม 2.87 รองลงมาคือยีสต D4113 มีระดับการเกิด
โรค 0.98 0.75 และ 1.20 เปรยีบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 2.73 ในขณะทีแ่บคทีเรีย 3103 และ3107 
ใหผลไมแตกตางกัน (ภาพที่ 12-14) 
 
ตารางที่ 10   อิทธิพลของจุลินทรียปฏิปกษตอขนาดแผลของโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมว         

น้ําดอกไม โดยการปลูกราสาเหตุโรคแบบไมทําแผล หลังบมเชื้อที่อุณหภูมหิองเปน
ระยะเวลา 7 วนั  

 
ขนาดแผล (มิลลิเมตร) 

กรรมวิธีควบคุม 
Controla/  กอน 12 ช.ม.b/  0 ช.ม.c/ หลัง 12 ช.ม.d/

คาเฉลี่ยอิทธิพลของ 
กรรมวิธีควบคุม 

3103 5.0 1.8 1.4 4.0     3.04    b1/

3107 5.3 1.6 1.6 2.5     2.73   b 
3503 5.9 2.5 2.2 6.2 4.18 a 

   D4113 5.4 1.3 1.2 3.9     2.93   b 
คาเฉลี่ยอิทธิพลของ
ลําดับการควบคุม 5.36 a2/ 1.76   c 1.59   c 4.17  b  

 
1/’2/ตัวอักษรที่เหมือนกนัในแนวตั้งและแนวนอนตามลําดับไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตตามวธีิ Duncan’s multiple range test 

a/  หยดสปอรรา C. gloeosporioides เพียงอยางเดยีว 
b/   หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษกอนหยดสปอรรา C. gloeosporioides 12  ช่ัวโมง  
c/  หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษพรอมกับสปอรรา C. gloeosporioides 
d/  หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษหลังหยดสปอรรา C. gloeosporioides 12 ช่ัวโมง 
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ตารางที่ 11   อิทธิพลของจุลินทรียปฏิปกษตอระดับการเกิดโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวง 
น้ําดอกไมโดยการปลูกราสาเหตุโรคแบบไมทําแผลหลังบมเชื้อที่อุณหภูมิหองเปน
ระยะเวลา 7 วนั  

 
ระดับการเกิดโรค 

กรรมวิธีควบคุม 
Controla/  กอน 12 ช.ม.b/  0 ช.ม.c/ หลัง 12 ช.ม.d/

คาเฉลี่ยอิทธิพลของ 
กรรมวิธีควบคุม 

3103 2.81 1.2 1.06 2.15        1.80    b1/

3107 2.80 1.07 0.98 1.45     1.58   c 
3503 2.95 1.50 1.30 2.68   2.10 a 

   D4113 2.91 0.89 0.80 1.94     1.63   c 
คาเฉลี่ยอิทธิพลของ
ลําดับการควบคุม 2.87 a2/ 1.16   c 1.03   c 2.05  b  

 
1/’2/ตัวอักษรที่เหมือนกนัในแนวตั้งและนอนตามลําดับไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 

95 เปอรเซ็นตตามวิธี Duncan’s multiple range test 
a/  หยดสปอรรา C. gloeosporioides เพียงอยางเดยีว 
b/   หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษกอนหยดสปอรรา C. gloeosporioides 12  ช่ัวโมง  
c/  หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษพรอมกับสปอรรา C. gloeosporioides 
d/  หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษหลังหยดสปอรรา C. gloeosporioides 12 ช่ัวโมง 
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ข. 

ง. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก. 

ค. 
 

จ. 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 9  อาการโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงน้ําดอกไม เมื่อหยดเซลลแขวนลอยของจุลินทรีย

ปฏิปกษกอนปลูกรา Colletotrichum gloeosporioides เปนเวลา 12 ช่ัวโมง และบมเชื้อที่
อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 7 วัน 

 ก.  แบคทีเรีย 3103 
 ข.  แบคทีเรีย 3107 
 ค.  แบคทีเรีย 3503 
 ง.  ยีสต D4113 
 จ.  กรรมวิธีควบคุมโดยการปลูกรา C. gloeosoporioides เพียงอยางเดียว 
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จ. 

ค. 

ข. ก. 

ง. 

 
 
ภาพที่ 10  อาการโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงน้ําดอกไมเมื่อหยดเซลลแขวนลอยของจุลินทรีย   

ปฏิปกษพรอมปลูกรา Colletotrichum gloeosporioides และบมเชื้อที่อุณหภูมิหองเปน
ระยะเวลา 7 วนั 
ก.  แบคทีเรีย 3103 
ข.  แบคทีเรีย 3107 
ค.  แบคทีเรีย 3503 
ง.  ยีสต D4113 
จ.  กรรมวิธีควบคุมโดยการปลูกรา C. gloeosoporioides เพียงอยางเดียว 
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จ. 

ค. 

ข. ก. 

ง. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 11  อาการโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงน้ําดอกไม เมื่อหยดเซลลแขวนลอยของจุลินทรีย 

ปฏิปกษหลังปลูกรา Colletotrichum gloeosporioides เปนเวลา 12 ช่ัวโมง และบมเชื้อที่
อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 7 วัน 

 ก.  แบคทีเรีย 3103 
ข.  แบคทีเรีย 3107 
ค.  แบคทีเรีย 3503 
ง.   ยีสต D4113 
จ.  กรรมวิธีควบคุมโดยการปลูกรา C. gloeosoporioides เพียงอยางเดียว 
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ตารางที่ 12    อิทธิพลของจุลินทรียปฏิปกษตอขนาดแผลของโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวง              
โชคอนันตโดยการปลูกราสาเหตุโรคแบบไมทําแผลหลังบมเชื้อที่อุณหภูมหิองเปน
ระยะเวลา 7 วนั  

 
ขนาดแผล (มิลลิเมตร) 

กรรมวิธีควบคุม 
Controla/  กอน 12 ช.ม.b/  0 ช.ม.c/ หลัง 12 ช.ม.d/

คาเฉลี่ยอิทธิพลของ 
กรรมวิธีควบคุม 

3103 4.25 1.21 1.03 1.92 2.08 a1/

3107 4.71 1.13 1.29 1.57 2.20 a 
   D4113 4.56 1.16 1.42 1.60 2.18 a 

          Fungicide3/ 4.43 0.32 0.88 0.38 1.53  b 
คาเฉลี่ยอิทธิพลของ
ลําดับการควบคุม 4.49 a2/    0.96  c      1.15  bc    1.36  b  

 
1/’2/ตัวอักษรที่เหมือนกนัในแนวตั้งและแนวนอนตามลําดับไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตตามวธีิ Duncan’s multiple range test 

3/  สารเคมี azoxystrobin ความเขมขน 500 ppm 
a/  หยดสปอรรา C. gloeosporioides เพียงอยางเดยีว 
b/   หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษกอนหยดสปอรรา C. gloeosporioides 12  ช่ัวโมง  
c/  หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษพรอมกับสปอรรา C. gloeosporioides 
d/  หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษหลังหยดสปอรรา C. gloeosporioides 12 ช่ัวโมง 
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ตารางที่ 13    อิทธิพลของจุลินทรียปฏิปกษตอระดับการเกิดโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวง             
โชคอนันตโดยการปลูกราสาเหตุโรคแบบไมทําแผลหลังบมเชื้อที่อุณหภูมหิองเปน
ระยะเวลา 7 วนั  

 
ระดับการเกิดโรค 

กรรมวิธีควบคุม 
Controla/  กอน 12 ช.ม.b/  0 ช.ม.c/ หลัง 12 ช.ม.d/

คาเฉลี่ยอิทธิพลของ 
กรรมวิธีควบคุม 

3103 2.61 1.25 1.03 1.73    1.64 a1/

3107 3.00 1.11 1.18 1.38  1.68  a 
   D4113 2.73 0.98 0.75 1.20  1.41 b 

      Fungicide3/ 2.87 0.34 0.92 0.43 1.15 c 
คาเฉลี่ยอิทธิพลของ
ลําดับการควบคุม 2.81 a2/ 0.92  c 0.97  c 1.18  b  

 
1/’2/ตัวอักษรที่เหมือนกนัในแนวตั้งและแนวนอนตามลําดับไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตตามวธีิ Duncan’s multiple range test 

3/  สารเคมี azoxystrobin ความเขมขน 500 ppm 
a/  หยดสปอรรา C. gloeosporioides เพียงอยางเดยีว 
b/   หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษกอนหยดสปอรรา C. gloeosporioides 12  ช่ัวโมง  
c/  หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษพรอมกับสปอรรา C. gloeosporioides 
d/  หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษหลังหยดสปอรรา C. gloeosporioides 12 ช่ัวโมง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

53

 

จ. 

ง. 

ข. ก. 
 

ค. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 12   อาการโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงโชคอนันต เมื่อหยดเซลลแขวนลอยของ            

จุลินทรียปฏิปกษกอนปลูกรา Colletotrichum gloeosporioides เปนเวลา 12 ช่ัวโมง และ
บมเชื้อที่อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 7 วนั 
ก.  แบคทีเรีย 3103 
ข.  แบคทีเรีย 3107 
ค.  ยีสต D4113 
ง.  สารเคมี azoxystrobin ความเขมขน 500 ppm 
จ.  กรรมวิธีควบคุมโดยการปลูกรา C. gloeosoporioides เพียงอยางเดียว 
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 จ. 

ง. 

ข. ก. 

ค. 

 
ภาพที่ 13   อาการโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงโชคอนันต เมื่อหยดเซลลแขวนลอยของ            

จุลินทรียปฏิปกษพรอมกับปลูกรา Colletotrichum gloeosporioides และบมเชื้อที่
อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 7 วัน 
ก.  แบคทีเรีย 3103 
ข.  แบคทีเรีย 3107 
ค.  ยีสต D4113 
ง.  สารเคมี azoxystrobin ความเขมขน 500 ppm 
จ.  กรรมวิธีควบคุมโดยการปลูกรา C. gloeosoporioides เพียงอยางเดียว 
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ง. 

ข. ก. 

ค. 

จ. 
 
ภาพที่ 14   อาการโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงโชคอนันต เมื่อหยดเซลลแขวนลอยของ                

จุลินทรียปฏิปกษหลังปลูกรา Colletotrichum gloeosporioides เปนเวลา 12 ช่ัวโมง และ
บมเชื้อที่อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 7 วนั 
ก.  แบคทีเรีย 3103 
ข.  แบคทีเรีย 3107 
ค.  ยีสต D4113 
ง.  สารเคมี azoxystrobin ความเขมขน 500 ppm 
จ.  กรรมวิธีควบคุมโดยการปลูกรา C. gloeosoporioides เพียงอยางเดียว 
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4.  คุณลักษณะการเปนศัตรูธรรมชาติท่ีคดัเลือกไดตอความหลากหลายของรา  C. gloeosporioides   
 

แบคทีเรียปฏิปกษทั้ง 3 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจรญิของโคโลนีรา C. gloeosporioides 
ทั้ง 10 ไอโซเลตที่มีความหลากหลายของแหลงที่มาได โดยทําใหเกดิบริเวณ inhibition zone บน
อาหารเลี้ยงเชือ้เชนเดยีวกับผลการทดลองในราไอโซเลต CG-395 และพบวา แบคทเีรีย 3107 
สามารถยับยั้งการเจริณของโคโลนีราไดดีที่สุดโดยมีคาเฉลี่ยการยับยั้งเทากับ 53.48 เปอรเซ็นต
รองลงมาคือ 3103 และ 3503 มีคาเฉลี่ยการยับยั้งได 46.93 และ 40.18 เปอรเซ็นต ตามลําดับ      
(ตารางที่ 14) 

 
ตารางที่ 14   ประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเสนใยรา  C. gloeosporioides ไอโซเลตตางๆ 

โดยแบคทีเรียปฏิปกษ 
 

Control 3103 3107 3503 

ไอโซเลต ขนาด 
โคโลนี
(cm) 

% 
ยับยั้ง 

ขนาด 
โคโลนี
(cm) 

% 
ยับยั้ง 

ขนาด 
โคโลนี
(cm) 

% 
ยับยั้ง 

ขนาด 
โคโลนี
(cm) 

% 
ยับยั้ง 

351 5.70 a1/ 0 3.75  b 34.21 3.55  b 37.72 4.02  b 29.47 
353 9.00 a 0 4.52  b 49.78 3.28   c 63.56 4.08  b 54.67 
368 9.00 a 0 4.85  b 46.11 4.00   c 55.56 5.85  b 35.0 
370 9.00 a 0 3.97  b 55.89 3.15   c 65.0 4.23  b 53.0 
379 9.00 a 0 5.50  b 38.89 4.20   c 53.33 5.77  b 35.89 
381 9.00 a 0 4.21  b 53.22 3.31   c 63.22 4.48  b 50.22 
386 4.63 a 0 2.60  b 43.84 2.60  b  43.84 3.00  b 35.21 
394 6.67 a 0 3.62  bc 45.73 3.05   c 54.27 4.32  b 35.24 
404 5.07 a 0 3.00  b 40.83 3.13  b 38.26 3.73  b 26.43 
411 9.00 a 0 3.53  b 60.78 3.60  b 60.0 4.80  b 46.67 

คาเฉลี่ย 7.61 0 3.96 46.93 3.39 53.48 4.42 40.18 
 

1/ ตัวอักษรที่เหมือนกนัในแนวนอนไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตตาม
วิธี Duncan’s multiple range test 
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5.  กลไกของจุลินทรียปฏปิกษในการยับยัง้รา C. gloeosporioides  
 

5.1  การยับยั้งการงอกของสปอรของรา C. gloeosporioides  
 
หลังการบมเชือ้ 24 ช่ัวโมง พบวาการใชเซลลแขวนลอยของจุลินทรียปฏิปกษทุกไอโซเลต

สามารถยับยั้งการงอกของสปอรได โดยแบคทีเรีย 3103 และ 3503สามารถยับยั้งการงอกของสปอร
ไดดีกวากรรมวิธีอ่ืนๆ โดยมกีารงอกของสปอร 17.00 และ 5.33 เปอรเซ็นต ขณะที่กรรมวิธีควบคุม
โดยการหยดสปอรแขวนลอยเพยีงอยางเดยีวมกีารงอก 94.67 เปอรเซ็นต การใชเซลลแขวนลอยของ
จุลินทรียปฏิปกษสามารถยับยั้งการงอกของสปอรราและความยาวของ germ tube ไดดีกวาการใช 
culture filtrate แตพบวาการใช culture filtrate ของยีสต D4113 ไมสามารถยับยั้งการงอกของสปอร
และความยาวของ germ tube ได (ตารางที่ 15)   การพัฒนา germ tube ของรา C.gloeosporioides  ที่
งอกมีลักษณะอวนเปนขอปลองและโปงพองในการใช culture filtrate และเซลลแขวนลอยของ
แบคทีเรีย (ภาพที่ 15)  

 
5.2  การยับยั้งการเจริญของเสนใยรา C. gloeosporioides  

 
การใชเซลลแขวนลอยและ culture filtrate ของแบคทีเรีย3103 3107 และ 3503 สามารถ

ยับยั้งการเจรญิของเสนใยรา C. gloeosporioides โดยทําใหเสนใยเกิดอาการโปงพองเปนขอปลอง
และแตกแขนงนอยกวาปกตเิมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม การใชเซลลแขวนลอยของยีสต D4113
สามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยไดเชนกนั แตไมพบการยับยั้งการเจริญของเสนใยเมื่อใช culture 
filtrare ของยสีต (ตารางที่ 16 และภาพที่ 16) 
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ตารางที่ 15  อิทฺธิพลของเซลลแขวนลอยและ culture filtrate ของจุลินทรียปฏิปกษตอการงอกของ
สปอรรา C. gloeosporioides หลังการทดสอบและบมเชื้อไวเปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

 
กรรมวิธี การงอกของสปอร (%) ความยาว germ tube (µm) 

     Control    94.67 a1 78.50 a 
cell suspension 3103                       17.00 ef 21.75 c 
cell suspension 3107    34.33 de   27.50 bc 
cell suspension 3503    5.33 f 24.25 c 

   cell suspension D4113  55.33 c 26.50 c 
     culture filtrate 3103    24.33 de 22.75 c 
     culture filtrate 3107   75.00 b 36.00 b 
     culture filtrate 3503   36.67 d 35.75 b 

   culture filtrate D4113   98.00 a 75.75 a 
 

1/ ตัวอักษรที่เหมือนกนัในแนวตั้งไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตตามวิธี 
Duncan’s multiple range test 
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ภาพที่15  กลไกการยับยั้งการงอกและความยาวของ germ tube จากสปอรรา     Colletotrichum  

gloeosporiodes โดยการหยดเซลลแขวนลอยหรือ culture filtrate ของจุลินทรียปฏิปกษบน
แผนสไลดพรอมสปอรแขวนลอยของรา บมในสภาพชืน้เปนเวลา 24 ช่ัวโมง                ที่
กําลังขยาย 400 เทา (a : สปอรงอกปกต;ิ  b: germ tube โปงพอง; c: germ tube โปงพอง
เล็กนอยและเปนขอปลอง) 
ก.  เซลลแขวนลอยของ 3103 

 ข.  เซลลแขวนลอยของ 3107 
 ค.  เซลลแขวนลอยของ 3503 
 ง.   เซลลแขวนลอยของ D4113 
 จ.  culture filtrate 3103 
 ฉ.  culture filtrate 3107 
 ช.  culture filtrate 3503 

 ซ.  culture filtrate D4113 
ฌ.   สปอรแขวนลอย C. gloeosporioides 
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ตารางที่ 16  อิทฺธิพลของเซลลแขวนลอยและ culture filtrate ของจุลินทรียปฏิปกษตอการเจริญของ 
เสนใยรา C. gloeosporioides  

 
กรรมวิธี ความยาวเสนใย  (µm) ลักษณะเสนใย 

     Control 113.25 a1/   เสนใยแตกแขนงปกต ิ
cell suspension 3103 29.00 c   เสนใยโปงพอง แตกแขนงนอย 
cell suspension 3107 30.25 c   เสนใยโปงพองเล็กนอย 
cell suspension 3503 34.25 c   เสนใยโปงพอง เปนขอปลอง 

   cell suspension D4113 52.25 b   เสนใยปกติ แตกแขนงนอย 
     culture filtrate 3103 29.00 c   เสนใยอวนเปนขอปลอง 
     culture filtrate 3107 52.75 b   เสนใยอวนเปนขอปลอง 
     culture filtrate 3503 39.25 c   เสนใยอวนเปนขอปลอง 

   culture filtrate D4113 108.25a   เสนใยแตกแขนงปกต ิ
 

1/ ตัวอักษรที่เหมือนกนัในแนวตั้งไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตตามวิธี 
Duncan’s multiple range test 
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ภาพที่ 16   กลไกการยับยั้งการพัฒนาของเสนใยของรา Colletotrichum gloeosporiodesโดยการหยด

เซลลแขวนลอยหรือ culture filtrate ของจุลินทรียปฏิปกษบนแผนสไลดหลังหยดสปอร
รา 12 ช่ัวโมง บมในสภาพชืน้จนครบเวลา 36 ช่ัวโมง ที่กาํลังขยาย 400 เทา (a : เสนใย
เจริญปกต;ิ  b: germ tube โปงพอง; c: germ tube โปงพองเล็กนอยและเปนขอปลอง) 

 ก.  เซลลแขวนลอยของ 3103 
 ข.  เซลลแขวนลอยของ 3107 
 ค.  เซลลแขวนลอยของ 3503 
 ง.  เซลลแขวนลอยของ D4113 
 จ.  culture filtrate 3103 
 ฉ.  culture filtrate 3107 
 ช.  culture filtrate 3503 
 ซ.  culture filtrate D4113 

ฌ.  สปอรแขวนลอย C. gloeosporioides 
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6.  การจําแนกชนิดจุลินทรียปฏิปกษ 
 

เล้ียงแบคทีเรียปฏิปกษ 3103 3107 และ3503 ที่เจริญอยูบนผิวหนาอาหารแข็ง NGA และ 
เมื่ออายุ 48 ช่ัวโมง นํามาทดสอบ Gram’s strain reaction พบวาแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลต ติดสีมวง
ของ crystal violet (gram positive)  เมื่อนํามาทดสอบปฏิกิริยาอีกครั้งอีกครั้งกับ 3% KOH ปรากฏวา
ใหผลเปน positive จึงยืนยันไดวาทกุไอโซเลตเปนแกรมบวก 

 
การศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลลจุลินทรียปฏิปกษภายใตกลองจุลทรรศน 

พบวา D4113 มีลักษณะโคโลนีสีครีม ผิวหนาโคโลนีนูน เปนมัน ขอบเรียบ รูปรางกลม เมื่ออายุมาก
จะเปลี่ยนเปนสีชมพูออน และมีการเจริญของ pseudo hypha ออกมาจากโดยรอบขอบโคโลนี และมี
ขนาดเซลลประมาณ 5-10 x 2-3 ไมครอน รูปรางรี หัว–ทายแหลม มีการแตกหนอจากตรงปลาย
เซลลไมเปนหกูระตาย สําหรับ 3103 3107 และ 3503 ทั้ง 3 ไอโซเลตมีลักษณะโคโลนีสีขาว ผิวหนา
เรียบ ดาน รูปรางโคโลนีไมแนนอน ลักษณะของเซลลทอนส้ันตอกนัเปนสาย  สรางเอนโดสปอร
รูปรางรีบริเวณกลางเซลล  โดยมีขนาดเซลลประมาณ 0.4-0.5 x 2–2.5, 0.5–0.7 x 2–2.5 และ 0.5–0.8 
x 2–2.5 ไมครอน ตามลําดับ (ภาพที่14-15) ผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการของ     
จุลินทรียปฏิปกษทั้ง 3 ไอโซเลต พบวาทุกไอโซเลตเปนพวกใชออกซิเจน (aerobe) สรางเอนไซม 
catalase  สามารถยอยแปงและเจลาติน  เจริญไดในอาหารที่มีเกลือ 5, 7 และ 10 เปอรเซ็นต จัดอยูใน
สกุล Bacillus ตามกระบวนการจัดจําแนกชนิดแบคทีเรียของ The Burgey’s Manual of Systematic 
Bacteriology Vol.2 (Sneath et al., 1980) (ตารางที่ 17 ) 
 

ผลการจําแนกชื่อวิทยาศาสตรดวยการใช Biolog Microlog System โดยสถาบันวิจัย
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย พบวาไอโซเลต  D4113 ไดทําการจําแนกชื่อ
วิทยาศาสตรดวย พบวาคือยสีต Cryptococus humicola และสําหรับไอโซเลต 3103 3107 และ 3503  
ทําการจําแนกชื่อวิทยาศาสตรวิธีทดสอบคุณสมบัติทางชวีเคมีจากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตร
สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข ยืนยนัวาจุลินทรียทั้ง 3 ไอโซเลตคือ
แบคทีเรีย Bacillus megaterium  
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ตารางที่ 17  ผลการทดสอบทางสัณฐานวทิยาและชวีเคมีเบื้องตนของแบคทีเรียไอโซเลต 3103  
3107 และ 3503 เปรียบเทียบกับแบคทีเรีย Bacillus spp. 

 
ปฏิกิริยา การทดสอบ 

Bacillus 3103 3107 3503 
รูปรางเซลล ทอนส้ัน ทอนส้ัน ทอนส้ัน ทอนส้ัน 
การติดสีแกรม +1/ + + + 
3% KOH –2/ – – – 
การสรางเอนโดสปอร C3/ C C C 
การเคลื่อนที่ของเชื้อ + + + + 
การใชออกซิเจน + + + + 
การสรางเอนไซม catalase + + + + 
การยอยแปง + + + + 
การยอยเจลาตนิ + + + + 
การเจริญในอาหารที่มเีกลือ 5% + + + + 
การเจริญในอาหารที่มเีกลือ 7% + + + + 
การเจริญในอาหารที่มเีกลือ 10% + + + + 
การเกิด levan  ND4/ – – – 
 

1/ + 90-100% ใหผลเปนบวก 
2/ – 90-100% ใหผลเปนลบ 
3/ C เอนโดสปอรอยูบริเวณกลางเซลล 
4/  ND ไมไดทดสอบ 
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ข. ก. 

ง. ค. 

        
ภาพที่17  ลักษณะโคโลนีของจุลินทรียปฏิปกษบนผวิหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ก.  แบคทีเรียไอโซเลต 3103 บนผิวหนาอาหาร NGA 
ข.  แบคทีเรียไอโซเลต 3107 บนผิวหนาอาหาร NGA 
ค.  แบคทีเรียไอโซเลต 3503 บนผิวหนาอาหาร NGA 
ง.  ยีสตไอโซเลต D4113 บนผิวหนาอาหาร GYPA 
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ง. ค. 

ข. ก. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่18  ลักษณะรูปรางเซลลของจุลินทรียปฏิปกษที่กาํลังขยาย 1,000 เทา 
 ก.  แบคทีเรียไอโซเลต 3103 

ข.  แบคทีเรียไอโซเลต 3107 
ค.  แบคทีเรียไอโซเลต 3503 
ง.  ยีสตไอโซเลต D4113 
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วิจารณ 
 

โรคแอนแทรคโนสของมะมวงซึ่งมีสาเหตุจากรา C. gloeosporioides พบทําความเสียหาย
มากในระยะทีม่ะมวงออกชอดอก แตกยอด และตดิผลออน จนถึงผลมะมวงหลังการเก็บเกีย่ว 
โดยทั่วไปการควบคุมโรคนี้นิยมใชสารเคมีเปนหลักมาเปนระยะเวลานาน กอใหเกดิมลพิษทาง
ส่ิงแวดลอม ปญหาสุขภาพของเกษตรกรและผูบริโภค รวมทั้งปญหาการตานทานตอสารเคมีของ
เชื้อรา การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีจึงเปนแนวทางที่นาสนใจและมีแนวโนมประสบความสําเร็จใน
การใชควบคุมโรคทดแทนสารเคมี 

 
การแยกจุลินทรียผิวพืชจากสวนของชอดอก ยอด และผลออนเพื่อคัดเลือกจุลินทรียทีม่ี

ศักยภาพในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวง เนื่องจากจุลินทรียที่มีแหลงกําเนิดอยู
บริเวณผวิพืชสามารถครอบครองพื้นที่และใชแรธาตุอาหารจากบริเวณผิวพืชไดดจีงึมีอิทธิพลตอ
เชื้อสาเหตุโรคที่อยูบริเวณดังกลาวทําใหมีประสิทธิภาพทีด่ีในการควบคมุโรคบริเวณผิวพืช 
(Andrews, 1992) การเก็บตวัอยางจากแหลงปลูกผลไมในเขตภาคกลางจํานวน  37 สวน สามารถ
รวบรวมแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีหลากหลายได 117 ไอโซเลต จากอาหารผิวหนา NGA ซ่ึงเปน
อาหารเลี้ยงเชือ้แบคทีเรียทั่วไป และจากการใชขั้นตอน enrichment technique โดยใชอาหารเหลว 
GYPB ที่มีสภาพเปนกรดเพือ่เพิ่มปริมาณยสีตที่มีปริมาณนอยกวาจุลินทรียชนิดอื่นในสภาพ
ธรรมชาติ และความเปนกรดของอาหารเหลวมีอิทธิพลยับยั้งการเพิ่มปริมาณของแบคทีเรียบน
ผิวหนาอาหาร GYPA จากการเก็บตัวอยางจากแหลงปลูกผลไมจํานวน 54 สวน สามารถประสบ
ความสําเร็จในการแยกยีสตทีม่ีลักษณะโคโลนีตางๆ ไดจํานวนมากถึง 176 ไอโซเลต จากทั้งหมด 
230 ไอโซเลต คิดเปน 76.52 เปอรเซ็นต โดยมีแบคทีเรียทีส่ามารถทนความเปนกรดไดเจริญบน
อาหารไดบาง ปริมาณจุลินทรียที่แยกไดจากสวนตางๆ ของพืชคือ ชอดอก ยอด และผลออน ขึ้นอยู
กับจํานวนตวัอยางสวนของพืชที่เก็บ โดยเปนที่สังเกตวาปริมาณจุลินทรียที่แยกไดจากชอดอกมี
มากกวาที่แยกไดจากยอด และผลออนในจํานวนตัวอยางที่เทากันเนื่องจากสภาพบนดอกมีอาหาร
สะสมประเภทน้ําหวานอยูอุดมสมบูรณเหมาะแกการเจริญของจุลินทรีย 

 
การทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียผิวพืชที่แยกไดจากผิวหนาอาหาร NGA ในการ

ยับยั้งการเจรญิของรา C. gloeosporiooides บนอาหาร PDA พบมีการยบัยั้งการเจริญของราแตกตาง
กัน 2 รูปแบบ คือการที่จุลินทรียมีประสิทธิภาพสูงในการใชอาหารที่มีอยูและผลิตสาร secondary 
metabolite หรือปฏิชีวนสาร (ศิริลักษณ, 2545; สุพจน, 2545) ทําใหเกิดบริเวณยับยั้ง (inhibition 
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zone) ระหวางโคโลนีของราสาเหตุโรคและจุลินทรียทดสอบซึ่งพบไดมากกวาการทีจุ่ลินทรีย
เจริญเติบโตไดอยางรวดเร็วจนสามารถขยายขนาดโคโลนีไดกวางจํากดัการเจริญของโคโลนีของรา
สาเหตุโรค  

 
การปลูกรา C. gloeoesporioides  โดยไมมกีารทําแผลบนผิวพืชทดสอบในการทดลองครั้ง

นี้เปนการเลยีนแบบการเกิดโรคแอนแทรคโนสตามสภาพธรรมชาติเนื่องจากการตรวจเอกสารที่
ผานมาทําใหทราบวารา C. gloeoesporioides มีการพัฒนาโครงสรางสําหรับเขาทําลายพืชได
โดยตรงเมื่อมสีภาพแวดลอมที่เหมาะสมและเขาพักตวัอยูในผิวพืชเมื่อผลไมเกิดการสุกแกจึงเขา
ทําลายเซลลพืชทําความเสียหายโดยไมตองอาศัยแผลที่เกิดขึ้นบนผวิพชืเปนชองทางการเขาทําลาย 
(Jeffries et al., 1990)  ในการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการเขาทําลายเนื้อเยื่อพืชที่เกิดจากรา 
C. gloeoesporioides โดยใชใบมะมวงเปนพืชทดสอบ เปนวิธีเบื้องตนเพื่อคัดเลือกจุลินทรียปฏิปกษ
ที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมการเกิดโรคแอนแทรคโนสบนพืช เนือ่งจากสภาพแวดลอมบนผิว
พืชมีความแตกตางจากบนอาหารเลี้ยงเชื้อในปจจยัตางๆ เชน อุณหภูมิ ชนิดและปริมาณสารอาหาร 
และปฏกิิริยาของพืชตอจุลินทรียปฏิปกษและราสาเหตุโรคที่มีอิทธิพลตอการเจริญเพิม่ปริมาณและ
ดําเนินกิจกรรมของจุลินทรียปฏิปกษ (วราภรณ, 2545) 

 
นําจุลินทรียทีแ่ยกไดจากอาหาร GYPA รวมกับ enrichment technique จํานวน 230 ไอโซ

เลต ทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการงอกของสปอรรา เพื่อเปดโอกาสสําหรับจุลินทรียที่มีกลไก
การยับยั้งแตกตางจากการสราง secondary metaboliteหรือปฏิชีวนสารซึ่งพบในจุลินทรียปฏิปกษ
สวนใหญที่คัดเลือกโดยวิธี dual culture หลังจากนั้นจึงนําจุลินทรียที่คัดเลือกไดมาทดสอบเพื่อ
คัดเลือกจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพการยับยัง้การการเขาทาํลายโดยรา C. gloeosporioides โดยใชการ
สราง fruiting body ของราเปนดัชนี เชนเดยีวกับจุลินทรยีที่คัดเลือกไดจากอาหาร NGAโดยกลไก
การควบคุมโรคหลังการเกบเกี่ยวที่นาสนใจและสามารถประสบความสําเร็จได คือการเจริญ
ครอบครองพื้นที่ผิวพืชและสามารถแขงขันใชสารอาหารไดรวดเรว็ โดยมีหลายรายงานที่ประสบ
ความสําเร็จในการควบคุมโรคหลังการเก็บเกี่ยวโดยกลาวถึงการใชยีสตที่สามารถเพิ่มปริมาณและ
แขงขันใชสารอาหารบนผิวผลไม ตลอดจนการเขาเปนปรสิตกับราสาเหตุโรคโดยตรง (Jeffries and 
Kooman, 1992; Arras et al., 1998; Ipolito et al., 2000; Saligarias et al., 2002) จากการศึกษา
ประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษในการยับยั้งการเขาทําลายเนื้อเยื่อพืชโดยใชผลชมพูเปนพืช
ทดสอบ ดวยวธีิการปลูกราสาเหตุโรคแบบไมทําแผล พบวาไอโซเลตที่ยับยั้งการสราง fruiting body 
บน leaf disk ไดดีที่สุดไมสามารถควบคุมการเกิดโรคแอนแทรคโนสบนผลชมพูได อาจเนื่องจาก
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ไมสามารถปรับตัวดํารงชวีิตหรือดําเนินกิจกรรมการเปนปฏิปกษตอราสาเหตุโรคในสภาพแวดลอม
บนผิวพืชได 

 
การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรีย 3 ไอโซเลต ที่คัดเลือกได คือ  3103 3107 และ

3503 และยีสต 1 ไอโซเลต คือ D4113 ในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงน้ําดอกไมที่
เกิดจาก artificial inoculation โดยการหยดสปอรแขวนลอยของรา C. gloeosporioiodes และเซลล
แขวนลอยของจุลินทรียปฏิปกษลงบนผิวมะมวงโดยไมไดทําแผล ในการทดลองไดลําดับการใช     
จุลินทรียปฏิปกษกอน หลัง และพรอมกับการเขาถึงเนื้อเยื่อพืชของราสาเหตุโรคเพื่อศกึษา
ประสิทธิภาพการปองกัน และควบคุมการระบาดลุกลามของโรค ผลการทดลองพบวา ยีสต D4113 
และแบคทีเรีย 3107 สามารถลดการเกิดโรคไดอยางมีประสิทธิภาพเมื่อทําการควบคุมกอนหรือ
พรอมกับการปลูกรา ในขณะที่การใชแบคทีเรีย 3503 พบการเกิดโรคสูงที่สุดทั้งที่เปนแบคทีเรียที่มี
ประสิทธิภาพดีที่สุดในการยบัยั้งการการเขาทําลายใบมะมวงโดยรา (ตารางที่ 5)  

 
การเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษ ไอโซเลต 3103 3107 และยีสต

ปฏิปกษ D4113 กับการใชสารเคมี azoxystrobin ความเขมขน 500 ppm ในการควบคุมโรคแอน
แทรคโนสบนผลมะมวงโชคอนันต  พบวาสารเคมี azoxystrobin  แสดงประสิทธิภาพตอตานการ
เขาทําลายพืชของรา C. gloeosporioides ไดดี แตมีขอควรระวังในการใชเนื่องจากเปนสารเคมี
ประเภทดูดซมึ (systematic fungicide) จึงมีโอกาสสูงที่ราจะเกิดกลายพันธุตานทานตอสารเคมีได
เชนเดยีวกับทีพ่บในสารเคมกีลุม thiabendazole (Farungsang and Farungsang, 1992) และพบวา
ยีสต D4113 มีประสิทธิภาพควบคุมโรคบนผลไมไดดีกวาแบคทีเรีย 3103 และ 3107 อาจ
เนื่องมาจากคณุสมบัติในการปรับตัวครอบครองพื้นที่และใชสารอาหารที่มีอยูจํากัดบริเวณผิวพืชที่
แตกตางกันของจุลินทรียแตละชนิดรวมถึงปจจัยดานตางๆ เชน ชวงอายุที่เหมาะสมตอการแสดง
ประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษ อุณหภูมิ และสภาพบรรยากาศ เปนตน (ทัศวรรณ, 2547) 

 
ผลการทดลองที่สอดคลองกันในการทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษในการ

ควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงน้ําดอกไมและโชคอนันต แสดงใหเห็นถึงประสิทธิภาพ
ในการตอตานการเขาทําลายผลไมของยีสตที่สูงกวาแบคทีเรีย แมวาบางครั้งจะมีประสิทธิภาพต่ํา
กวาในขั้นตอนการคัดเลือกที่นิยมใชกันในปจจุบัน (นวลวรรณ และคณะ, 2537) และแนวทางใน
การใชจุลินทรยีปฏิปกษใหไดประสิทธิภาพสูงที่สุดคือการใชปองกันกอนที่จะมกีารเขาทําลายพืช
ของราสาเหตุโรค โดยการที่จลิุนทรียปฏิปกษสามารถครอบครองพื้นที่ผิวพืชไดกอนทีส่ปอรราจะ
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เขาถึงผิวพืชและงอก germ tube ทําใหจุลินทรียปฏิปกษมโีอกาสในการใชสารอาหารที่มีอยูบริเวณ
ผิวพืชและเจรญิเติบโตเพิ่มปริมาณหรือสรางสารพิษตามลักษณะกลไกการออกฤทธิ์จนสามารถ
ยับยั้งการเจรญิของราสาเหตุโรคจนไมสามารถเขาทําลายพืชได (Wisniewski et al., 1991; Fan and 
Tian, 2001) 

 
ศึกษากลไกการยับยั้งรา C. gloeoesporioides  ของจุลินทรียฺปฏิปกษ การใชเซลลแขวนลอย

ของแบคทีเรีย 3103 3107 และ 3503 สามารถยับยั้งการงอกของสปอรและการพัฒนาของเสนใยของ
ราไดดีกวาการใช culture filtrate อาจเปนเพราะแบคทีเรียสามารถเพิ่มปริมาณไดอยางตอเนื่องใน
เซลลแขวนลอยและยงัมีกระบวนการเมตาบอลิซึม (metabolism) เกิดขึน้ทําใหมกีารผลิตสาร 
secondary metabolites หรือปฏิชีวนสารไดเขมขนกวา culture filtrate หรือเซลลแบคทีเรียมีปฏิกิริยา
ยับยั้งโดยตรงตอราสาเหตุโรค สําหรับการใชเซลลแขวนลอยของยีสต D4113 สามารถลดอัตราการ
งอกและการพฒันาของเสนใยของราไดโดยไมทําใหราเกดิอาการผิดปกติ และการใช culture filtrate 
ไมสามารถยับยั้งการงอกและการพัฒนาเสนใยของราได กลไกการยับยัง้ราสาเหตุโรคของยีสต 
D4113 จึงนาจะเปนไปโดยการแขงขันใชสารอาหารและครอบครองพื้นที่ผิวพืช 

 
ถึงแมวาจากการทดลองสามารถแยกจุลินทรียจากชอดอกไดจํานวนมากซึ่งมาจากความ

อุดมสมบูรณของสารอาหารจากชอดอก (Wisniewski et al., 1991) แตจุลินทรียปฏิปกษที่คัดเลือก
ไดทั้ง 4 ไอโซเลต มีแหลงทีม่าจากสวนยอดออนของมะมวง  จากสวนมะมวง อ. ปากชอง                 
จ. นครราชสีมา  (ไอโซเลต 3103 3107 และ 3503) และ อ. เมือง จ. ราชบุรี (ไอโซเลต D4113) โดย
ทั้ง 2 แหง เปนสภาพสวนธรรมชาติที่ไมมีการใชสารเคมีกําจัดศัตรูพืช จึงยังคงมีความหลากหลาย
ของชนิดจุลินทรีย และนับเปนแหลงเก็บตัวอยางสําหรบัการคัดเลือกจุลินทรียปฏิปกษที่ดี                                            

 
การจําแนกชนดิของแบคทีเรียในเบื้องตน พบวาทั้ง 3 ไอโซเลต คือ 3103 3107 และ3503  

เปนแบคทีเรียแกรมบวกโดยติดสีมวงของ crystal violet เมื่อทําการจําแนกชนิดของไอโซเลต 3103 
3107 และ3503 ดวยการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี พบวาทุกไอโซเลตคือแบคทีเรีย Bacillus 
megaterium สําหรับไอโซเลต D4113 จําแนกดวยระบบ Biolog Microlog System พบวาคือยีสต 
Cryptococcus humicolus 
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รายงานจํานวนมากกลาวถึง Bacillus spp. การควบคุมโรคโดยชีววิธีโดยสวนใหญมีกลไก
การยับยั้งโรคโดยการผลิตปฏิชีวนสารซึ่งสวนใหญเปนสารประกอบโพลีเปปไทด สามารถตอตาน
แบคทีเรียและรา โดยผลิตจาก B. subtilis และแบคทีเรียในสกุลใกลเคียง (Pusey, 1989) 
รายงานการใช Bacillus ควบคุมโรคหลังการเก็บเกีย่วโดย Korsten และคณะ (1993) ถึงการใช       
B. stearatermorphilus, B. megaterium และ B. lichenformis ยับยั้งราสาเหตุโรคผลเนาในผลไม
หลายชนิด ไดแก Phomopsis sp., Pestalotia sp., Alternaria alternata และ  Penicillium sp.  

 
รายงานการใชยีสต Cryptococcus  spp. ควบคุมโรคพืชหลังการเก็บเกีย่วโดย Roberts 

(1990)  ถึงการใชเซลลแขวนลอยของ C. laurentii ในการควบคุมโรคผลเนาที่เกิดจากรา Botrytis 
cinera บนผลแอปเปล โดยพบวาการใช culture filtrate ของยีสต ไมสามารถยับยั้งการเกิดโรคได  
Fan and Tian (2001) รายงานการใช Cryptococcus albidus ปองกันโรคผลเนาที่เกิจากรา B. cinera 
และ Penicillium expansum บนผลแอปเปลไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 
จุลินทรียปฏิปกษที่คัดเลือกไดจากการทดลองครั้งนี้สามารถนํามาศึกษาเพิ่มเติมเพื่อเปน

แนวทางในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสอยางมีประสิทธิภาพ โดยยีสต C. humicolus ซ่ึงแสดง
ประสิทธิภาพควบคุมการเกดิโรคบนผลมะมวงไดดี ควรศึกษาความเปนไปไดในการใชรวมกับการ
ควบคุมปจจยัทางกายภาพ ในการมีชีวิตรอดของยีสตภายใตสภาพอณุหภูมิต่ํา การลดปริมาณ
ออกซิเจนและเพิ่มคารบอนไดออกไซดในระหวางการเกบ็รักษาผลไมกอนการจําหนาย และสําหรับ
แบคทีเรีย B. megaterium ซ่ึงแสดงประสทิธิภาพยับยั้งการเขาทําลายของราบนใบมะมวงไดดีควร
ศึกษาประสิทธิภาพการใช ในสภาพแปลงปลูกเพื่อลดปริมาณการเขาทําลายแฝงของรา                     
C. gloeoesporioides ในผลผลิตที่อยูในแปลง 
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สรุป 
 

 รวบรวมจุลินทรียผิวพืชจากสวนชอดอก ยอด และผลออน จากแหลงปลูกผลไมเขตรอนใน
เขตภาคกลางและ จ. นครราชสีมา ไดแก มะมวง ลําไย ชมพู กระทอน เงาะ และองุน ไดทั้งหมด 347 
ไอโซเลต แบงเปนแยกไดจากอาหาร NGA จํานวน 117 ไอโซเลตเปนแบคทีเรียทั้งหมด และแยกได
โดยการใช enrichment technique รวมกับอาหาร GYPA จํานวน 230 ไอโซเลต เปนยสีต 176 ไอโซ
เลต และเปนแบคทีเรีย 54 ไอโซเลต 

 
การคัดเลือกจลุินทรียปฏิปกษตอรา Colletotrichum gloeosporioides ในสภาพ

หองปฏิบัติการพบวา จุลินทรียปฏิปกษที่แยกไดจากอาหาร NGA จํานวน 85 ไอโซเลต สามารถ
ยับยั้งการเจรญิของเสนใย เมื่อนํามาทดสอบการยับยั้งการสราง fruiting body ของราพบวามี
แบคทีเรีย 12 ไอโซเลต ทําใหราไมสามารถสราง fruiting body ได และในจํานวนนีม้ี 3 ไอโซเลต 
คือ 3103 3107 และ 3503 ที่สามารถยับยั้งการเขาทําลายของเนื้อเยื่อพืชของราโดยใชใบมะมวงเปน
พืชทดสอบ  ขณะทีก่ารคัดเลือกจลิุนทรียทีแ่ยกไดจากอาหาร GYPA พบวามีจํานวน 54 ไอโซเลต 
สามารถยับยั้งการงอกของสปอรราไดดี โดยแบงเปนแบคทีเรีย 25 ไอโซเลตและยีสต 30 ไอโซเลต  
เมื่อนํามาทดสอบการยับยั้งการสราง fruiting body และทดสอบการคุมกันเนื้อเยื่อพืชโดยใชผลชมพู
เปนพืชทดสอบสามารถคัดเลือกจุลินทรียที่มีคุณสมบัติในการเปนปฏปิกษตอรา C. gloeosporioides 
ได 1 ไอโซเลตคือยีสต D4113  

 
การทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษ 4 ไอโซเลต ไดแก 3103 307 3503 และ

D4113  ในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงน้ําดอกไม โดยวิธีการปลูกเชื้อสาเหตุโรค
แบบไมทําแผลพบวายีสต D4113 และแบคทีเรีย 3107 สามารถควบคุมโรคไดดี เมื่อใชจุลินทรีย
กอนและพรอมการปลูกราสาเหตุโรคจะมปีระสิทธิภาพควบคุมโรคดีกวาการใชจุลินทรียหลังการ
ปลูกรา จุลินทรียปฏิปกษ 3 ไอโซเลต ไดแก 3103 3107 และ D4113 แสดงประสิทธิภาพการควบคุม
โรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงโชคอนนัตแตไมเทียบเทากับการใชสารเคมี azoxystrobin ความ
เขมขน 500 ppm โดยยีสต D4113 สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีกวาแบคทีเรีย การควบคุมโรคจะมี
ประสิทธิภาพดีเมื่อทําการควบคุมกอนและพรอมการปลูกราสาเหตุโรคและประสิทธิภาพจะลดลง
หากทําการควบคุมภายหลังจากการปลูกรา  
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แบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลต 3103 3107 และ 3503 มีกลไกการยับยั้งอัตราการงอกและการ
พัฒนาของเสนใยของรา C. gloeosporioides โดยการผลิต secondary metabolite หรือปฏิชีวนสารทํา
ให germ tube และเสนใยของราโปงพองและเจริญผิดรูป และพบวาการใชเซลลแขวนลอยมี
ประสิทธิภาพมากกวาการใช culture filtrate  สําหรับยีสตปฏิปกษไอโซเลต D4113 สามารถยับยั้ง
การงอกและลดความยาวของเสนใยของราโดยไมทําใหเสนใยเจริญผิดรูป และการใช culture 
filtrate ไมสามารถยับยั้งการเจริญของราได 

 
การจําแนกชนดิของจุลินทรียปฏิปกษไอโซเลต 3103 3107 และ3503 ดวยการทดสอบ

คุณสมบัติทางชีวเคมี จากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
กระทรวงสาธารณสุข พบวาทุกไอโซเลตคือแบคทีเรีย Bacillus megaterium สําหรับไอโซเลต 
D4113 จําแนกดวยระบบ Biolog Microlog System จากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรแหงประเทศไทย 
พบวาคือยีสต Cryptococcus humicolus 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรียท่ีใชในการทดลอง 
 
 สูตรอาหารเหลานี้ผสมกับน้ํากล่ัน 1 ลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
1.  Potato Dextrose Agar (PDA)
 
 มันฝร่ัง     200   กรัม 
 Dextrose      20   กรัม 
 วุน       12   กรัม 
 
2.  Potato Carrot Agar (PCA)
 
 มันฝร่ัง     20   กรัม 
 แครอท     20   กรัม 
 วุน     12   กรัม 
 
3.   Glucose Yeast Extract Peptone Broth (GYPB) (Beech et al., 1971) 

 
 Glucose    10   กรัม 
 Yeast extract   0.5   กรัม 
 MgSO4. 7 H2O   0.5   กรัม 
 KH2PO4    0.5   กรัม 
 Peptone    2.0   กรัม 
 
 
 
 



 
85

4.  Glucose Yeast Extract Peptone Agar (GYPA) (Beech et al., 1971) 
 
 Glucose Yeast Extract Peptone Broth (GYPB) 1,000 มิลลิลิตร 
 วุน           12 กรัม 
 
5.  Nutrient Glucose Broth (NGB)  
 
 Beef extract   3.0   กรัม 
 Bacto peptone   5.0   กรัม 
 Glucose   2.5   กรัม 
 
6.  Nutrient Glucose Agar (NGA)  
  
 Nutrient Glucose Broth     1,000   มิลลิลิตร 
 วุน          12   กรัม 
 
7.  Nutrient Broth (NB) 
 

Beef extract     3   กรัม 
 Bacto-peptone     5   กรัม 
 
8.  Nutrient Agar (NA)  
  
 Nutrient Broth   1,000   มลิลิลิตร 
 วุน    12   กรัม 
 
9.  1% Peptone
  
 Peptone    10   กรัม  
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10.  Motility Test Medium
 
 Bacto-tryptone   10   กรัม 
 Yeast extract     5   กรัม 
 วุน      5   กรัม 
 
 เปนอาหารสําหรับตรวจการเคลื่อนที่ของแบคทีเรียโดยการ stab เชื้อลงในอาหาร บมเชื้อ
เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง สังเกตวาเชื้อแบคทเีรียสามารถเจริญออกนอกบริเวณปลูกเชื้อแสดงวา
สามารถเคลื่อนที่ได 
 
11.  Starch Agar (Starch Hydrolysis)
 
 Bacto-tryptone   10   กรัม 
 Yeast extract     5   กรัม 
 Soluble syarch   10   กรัม 

วุน    12   กรัม 
 
ทดสอบโดยการstreak แบคทีเรียบนผิวหนาอาหารบมเชื้อ 3-5 วัน หยดน้ํายาไอโอดนีใหทัว่

จานเลี้ยงเชื้อ ถาเกิดบริเวณใสรอบๆ โคโลนี แสดงวาแบคทีเรียนั้นสามารถสรางเอนไซมยอยแปงได 
 
12. สูตรอาหารสําหรับทดสอบ Oxygen Relationship
 
 เตรียมอาหาร NGA ในหลอดทดสอบปริมาตรหลอดละ 5 มลิลิลิตร นึ่งฆาเชื้อที่ความดันไอ
น้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ปลอยใหอาหารเย็นโดยไม
ตองเอียง จากนั้น stab แบคทีเรียที่อายุ 24 ช่ัวโมงในอาหารสังเกตการเจริญและตําแหนงการเจริญ
ของแบคทีเรีย 
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13.  การศึกษาการผลิตเอนไซม Catalase
 
 เล้ียงแบคทีเรียบนอาหาร NGA บมเชื้อ 48 ช่ัวโมงหยดสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด
เขมขน 3 เปอรเซ็นต (3% H2O2) ลงบนโคโลนี ถาเกิดฟองอากาศแสดงวาแบคทีเรียสามารถสราง
เอนไซม Catalase ได 
 
14.  Hydrolysis of Gelatin (Gelatin Liquefaction) 
  
 Beef extract   10   กรัม 
 Bacto-peptone     5   กรัม 
 Glucose    2.5   กรัม 
 Gelatin    12   กรัม 
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําอุน แบงใสหลอดละ 10 มลิลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ  
 
 เล้ียงแบคทีเรียในอาหารดังกลาวเปนเวลา 48 ช่ัวโมงในสภาพอุณหภูมหิอง แลวยายหลอด
เล้ียงเชื้อมาแชในตูเย็น อุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส สังเกตการแข็งตัวของเจลาติน ถา
แบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซม gelatinase ได อาหารทดสอบจะไมแขง็ตัว 
 
15.  Levan Formation
  

เตรียมอาหาร   NutrientAgar (NA) แลวเติมน้ําตาล sucrose ในอัตราสวน 5 เปอรเซ็นตของ
ปริมาตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ แลวเทใสจานเลี้ยงเชื้อ ทิ้งใหผิวหนาอาหารแหง cross streak แบคทีเรียให
ไดโคโลนีเดี่ยว บมเชื้อที่อุณหภูมหิองนาน 3-5 วัน สังเกตลักษณะโคโลนี ถามีลักษณะนูนเยิ้ม
มากกวาปกตแิสดงวาผลการทดสอบเปนบวก 
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16.  Salt tolerance Medium Test
 
 เตรียมอาหาร NB ผสม NaCl ในอัตราสวนตางๆ ใหไดความเขมขนตามที่ตองการ (5  7 
และ 10 เปอรเซ็นต) แบงใสหลอดทดสอบหลอดละ 5 มลิลิลิตร นึ่งฆาเชื้อ แลวนํามาทดสอบ
ความสามารถในการเจริญของแบคที่เรีย 
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ภาคผนวก ข 
 

วิธีการและการเตรียมสารเคมีสําหรับการยอมส ี
 

1.  วิธีการและการเตรียมสารเคมีสําหรับการยอมสีแกรม
 

1.1  การเตรียมสารเคมีสําหรับการยอมสีแกรม 
  
 1.1.1  Ammonium oxalate crystal violet 
 
 Crystal violet    2   กรัม   
 95% ethanol  20   มิลลิลิตร 
   

ละลาย crystal violet ใน 95% ethanol ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แลวเจือจางใน 1% 
ammonium oxalate ปริมาตร 80 มิลลิลิตร 

 
1.1.2  Gram’s iodine 
 

Crystal iodine  1   กรัม 
Potassium iodine  2   กรัม 
น้ํากลั่น   300   มิลลิลิตร 

 
ละลาย crystal iodine ในสาร ละลาย potassium iodine ปริมาตร 300 มิลลิลิตร     จน

เปนเนื้อเดียวกนั จะไดสารละลายสีน้ําตาลเขม เกบ็ไวในขวดสีชาเพื่อปองกันแสง หากสารละลาย
เกาจะเปลี่ยนเปนสีเหลืองไมควรนํามาใชทดสอบ 
 

1.1.3  Safranin water solution 
 
 Safranin    2.5  กรัม 
 95% ethanol   100  มิลลิลิตร 



 
90

 น้ํากลั่น    100  มิลลิลิตร 
 
  ละลาย safranin ใน 95% ethanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวเจือจางในน้ํากลั่น
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
   

1.2  วิธีการยอมสีแกรม 
 

smear แบคทีเรียที่มีอายุ 24-48 ชั่วโมง บนกระจกสไลดที่ผานการฆาเชื้อแลวปลอยใหแหง 
ตรึงเซลลแบคทีเรียโดยการลนผานเปลวไฟไปมา 2-3 คร้ัง หยด crystal violet ใหทวมรอย smear 
นาน 1 นาที ลางดวยน้ํา หยดแกรมไอโอดนีใหทวมนาน 1 นาที ลางดวย 95%ethanol นาน 15 วนิาท ี
ลางน้ําตามทันที ซับใหแหง ยอมทับดวย safranine-O นาน 1 นาที ลางดวยน้ําแลวซับใหแหง นําไป
ตรวจดูลักษณะเซลลและการติดสีแกรมดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา  
 
2.  วิธีการและการเตรียมสารเคมีสําหรับการยอมเอนโดสปอร
 
 2.1  การเตรียมสารเคมีสําหรับการยอมเอนโดสปอร 
 
  2.1.1  Malachite green solution 
 
 Malachite green     5  กรัม 
 น้ํากลั่น    95  มิลลิลิตร 
 
  ละลาย malachite green ในน้ํากลั่นปริมาตร 50 มิลลิลิตร จนเปนเนื้อเดียวกัน ปรับ
ปริมาตรดวยน้าํกลั่นที่เหลือ นําสารละลายที่ผานกระดาษกรอง (whatman No. 1) ไปใช 
 
  2.2  วิธีการยอมเอนโดสปอร 
 

smear แบคทีเรียที่มีอายุ 24-48 ช่ัวโมง บนกระจกสไลดที่ผานการฆาเชื้อแลวปลอยให
แหง ตรึงเซลลแบคทีเรียโดยการลนผานเปลวไฟไปมา 2-3 คร้ัง หยด malachite green ใหทวมรอย
smear อังสไลดบนไอน้ําเดือดหรือเปลวไฟ สลับกับปลอยใหเยน็ และคอยเติมสีอยาใหแหง เปน
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เวลา 10 นาที ลางดวยน้ํา แลวยอมทับดวย safranin-O นาน 15 วินาที ลางดวยน้ําซับใหแหง นําไป
ตรวจดดูวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา เซลลแบคทีเรียจะตดิสีแดงของ safranin-O และ
สปอรจะติดสีเขียวของ malachite green 
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ภาคผนวก ค 
 

การจําแนกชนดิจุลินทรียปฏปิกษ 
 

1.  การจําแนกชนิดแบคทีเรียโดยการทดสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีบางประการ
 

แบคทีเรียไอโซเลต 3103 3107 และ3503 ไดรับการจําแนกชนิดโดยการทดสอบคุณสมบัติ
ทางสัณฐานวทิยาและชวีเคมีบางประการ จากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรสาธารณสุข  
กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข  ดังรายละเอียดในตารางผนวกที่ 1 
 
ตารางผนวกที ่1  คุณสมบัติทางสัณฐานวทิยาและชวีเคมีของแบคทีเรียไอโซเลต 3103 3107 และ

3503 เปรียบเทียบกับ Bacillus megateriumและ B. subtilis 
 

แบคทีเรีย ปฏิกิริยา 
3103 3107 3503 BM6/ BS7/

ลักษณะเซลล ทอนส้ัน ทอนส้ัน ทอนส้ัน ทอนส้ัน ทอนส้ัน 
การติดสีแกรม +1/ + + + + 
รูปรางเอนโดสปอร รี รี รี รี รี 
ตําแหนงเอนโดสปอร C2/ C C C C 
การเคลื่อนที่ของเซลล + + + + + 
การใชออกซิเจน + + + + + 
การสรางเอนไซม catalase + + + + + 
การสรางเอนไซม urease + + + d4/ ND5/

การยอยแปง + + + + + 
การยอยเจลาตนิ + + + + + 
การทดสอบอินโดล –3/ – – – – 
การรีดิวซไนเตรท +/– +/– +/– – + 
การทดสอบ Voges-Proskauer  – – – – ND 
Egg-yolk lecithinase – – – – ND 
การเจริญในอาหารที่มเีกลือ 5% + + + + + 
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ตารางผนวกที ่1  (ตอ) 
 

แบคทีเรีย2/ ปฏิกิริยา 
3103 3107 3503 BM6/ BS7/

การเจริญในอาหารที่มีเกลือ 7% + + + + + 
การเจริญในอาหารที่มีเกลือ 10% + + + + + 
การทดสอบการใชคารบอนจาก
แหลงตางๆ 

     

การใช Citrate + + + + + 
การใช Propionate + + + + + 
การใชน้ําตาล Glucose +/– +/– +/– + + 
การใชน้ําตาล Manital + + + + + 
การใชน้ําตาล D-xylose + + + + + 
การใชน้ําตาล L-arabinose – + + + ND 
 
1/ +   90-100% ใหผลเปนบวก 
2/  C   เอนโดสปอรอยูบริเวณกลางเซลล 
3/  –   90-100% ใหผลเปนลบ 
4/  d   11-89% ใหผลเปนบวก 
5/  ND   ไมไดทดสอบ 
6/ BM Bacillus megaterium 
7/ BS B. subtilis 
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2.  การจําแนกชนิดยีสตโดยการตรวจวิเคราะหดวยระบบ Biolog Microlog System
 

 การจําแนกชนดิของยีสตไอโซเลต D4113 โดยการตรวจวิเคราะหคุณลักษณะ ดวย
ระบบ Biolog Microlog System จากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย      
ดังรายละเอยีดในตารางผนวกที่ 2 
 
ตารางผนวกที ่2  รายละเอียดคุณลักษณะของยีสตไอโซเลต  D4113 
 

Characteristic Reaction 
Assimilation of  
              -galactose +1/

              -actidione – 
-N-acetyl- D- glucosamine + 
-DL-lactose + 
-L-arabinose + 
-cellobiose + 
-raffinose + 
-maltose + 
-trehalose + 
-2-keto-D-glucose + 
-Þ- methyl-D-glucose + 
-sorbitol + 
-D-xylose + 
-ribose + 
-glyceral + 
-rhamnose + 
-palatinose + 
-erythritol + 
-melibiose + 
-glucuronate + 
-melezitose + 
-gluconate + 
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ตารางผนวกที ่2  (ตอ) 
 

Characteristic Reaction 
-levulinate + 
-mannitol + 
-lactose + 
-inositol + 
-glucose + 
-sorbose + 
-glucosamine + 

 
1/  +  ผลการทดสอบเปนบวก 
2/  –  ผลการทดสอบเปนลบ 

 
 
 
 
 


