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คํานํา 
 

มะมวง (Mangifera indica L.) เปนผลไมทีม่ีความสําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย มี
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ดิบ ผลสุก และแปรรูป ผลผลิตมะมวงสวนใหญใชบริโภคภายในประเทศ มีเพียงบางสวนที่สงออก
จําหนายยังตางประเทศในรปูผลสุก และแปรรูป ในป 2541 ประเทศไทยมีผลผลิตมะมวงทั้งหมด 
994,708 ตัน สงออกจําหนายยังตางประเทศในรูปผลสดและผลิตภัณฑ 15,735 ตัน มูลคา 407.553 
ลานบาท (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2543) แมวาตลาดจะมีความตองการมะมวงไทยเพิ่มสูงขึน้
แตการสงออกกลับถูกจํากัดดวยอุปสรรคที่สําคัญคือ ปญหาการเนาเสยีของผลมะมวงอันนื่องมาจาก
โรคภายหลังการเก็บเกีย่วในระหวางการขนสง และเก็บรักษา โรคแอนแทรคโนสซึ่งเกิดจากรา 
Colletotrichum gloeosporioides เปนสาเหตุสําคัญที่ทําความเสียหายอยางรุนแรงในผลมะมวงหลัง
การเก็บเกีย่วของประเทศไทย จากการสํารวจมะมวงจากแหลงตางๆ ของอังสุมา (2530) พบวา
มะมวงพนัธุน้าํดอกไมมีการเกิดโรคแอนแทรคโนสมากที่สุด (63.15 เปอรเซ็นต) รองลงมาคือ   
พันธุหนังกลางวัน แกว ทองดํา และอกรอง ตามลําดับ  

 
การใชสารเคมีควบคุมโรคหลังการเก็บเกีย่วของผลไมในปจจุบันนี้ประสบปญหาเรื่อง

สารพิษตกคางเปนอันตรายตอผูบริโภคและการตานทานตอสารเคมีของราสาเหตุโรค (Farungsang 
and Farungsang, 1992; Janiscwicz and Korsten, 2002) การใชน้ํารอน (hot water treatment) และ
การควบคุมสภาพบรรยากาศในการเก็บรักษา (modified atmosphere) สามารถลดการเกิดโรคไดใน
ระดับหนึ่ง แตยังมีขอจํากดัดานสรีรวิทยาของผลมะมวงและคาใชจายทีสู่ง (จริงแท, 2546; Jeffries 
et al., 1990)  ดังนั้นการควบคุมโรคหลังการเก็บเกีย่วของผลไมโดยชีววิธีจึงเปนอีกทางเลือกที่
นาสนใจและมีโอกาสประสบความสําเร็จ (Wilson and Pusey, 1985; Farungsang et al., 1997)  



 

2

จุดมุงหมายของงานทดลองในครั้งนี้เพื่อคัดเลือกจุลินทรียที่มีอยูในสภาพธรรมชาติมาควบคุมการ
เกิดโรคแอนแทรคโนสของผลิตผลหลังเก็บเกี่ยวเพื่อทดแทนการใชสารเคมี 

 
วัตถุประสงค 

 
1.  เพื่อคนหาจลิุนทรียที่เปนปฏิปกษตอรา Colletotrichum gloeosporioides จากสภาพสวน

ไมผลเขตรอน 
 
2.  เพื่อคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษในการควบคุมการเจริญ

ของรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของมะมวงในระดับหองปฏิบัตกิาร 
 
3.  เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษที่คัดเลือกไดในการควบคุมการเกิดโรค

แอนแทรคโนสหลังการเก็บเกี่ยวบนผลมะมวง 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  มะมวง
 
 มะมวงมีช่ือวทิยาศาสตรวา Mangifera indica Linn อยูในวงศ Anacardiaceae มีถ่ินกาํเนิด
อยูในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต และอนิเดีย มีลักษณะเปนไมยืนตนขนาดกลางถงึขนาดใหญ 
กิ่งกานสาขาแผเปนทรงพุมกลมกวางหนาแนนทึบ มีระบบรากแกวสามารถชอนไชลงใตดินไดลึก
พอสมควร โดยทั่วไปรากดูดซึมอาหารอยูที่บริเวณผวิดินจนถึงระดับความลึก 30-60 เซนติเมตร      
แผรอบทรงพุม ลําตนตรงแข็งแรง เปลือกสีน้ําตาลเทามีลักษณะขรุขระและมเีกล็ดมาก เนื้อไมเมื่อ
แกสามารถนํามาแปรรูปใชในการกอสรางได  ใบมะมวงเปนใบเดี่ยว ไมมีขนผิวใบเปนมัน ใบมี
รูปรางหลายแบบ เชน รูปโล รูปหอก รูปไข และเรียวยาว ออกดอกที่ปลายกิ่งหรือตาตามกิ่ง  ดอก
มะมวงเรยีงตัวเปนชอยอยแบบ cyme มีกล่ินหอม แตละชอดอกประกอบดวยดอกเพศผูและดอก
สมบูรณเพศ ผลมะมวงเปนแบบ flesh drup แตละพันธุมีความแตกตางกนัในเรื่องของขนาด รูปราง 
สี ปริมาณเสี้ยน รสชาติและกลิ่น เมล็ดมีตัง้แตขนาดใหญจนถึงเมล็ดลีบ หรือไมมีเมล็ด เปลือกหุม
เมล็ดมีเยื่อหุมชั้นนอกและชัน้ใน ใบเลี้ยง 2 อัน อาหารเลี้ยงคัพภะไมอยูในใบเลี้ยง  มะมวงสามารถ
ปลูกไดตั้งแตในดินเหนยีวจนถึงดินทรายแตที่เหมาะสมที่สุดคือดินรวน และมีสภาพเปนกรดออน
จนถึงเปนกลางคือมีระดับ pH ระหวาง 5.5-7.5 และระดบัน้ําใตดนิควรหางจากผิวดนิ 2-3 เมตร 
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของมะมวงควรมีคาเฉลี่ยตอปอยูในชวง 21.1-26.7 องศาเซลเซียส 
ในประเทศไทยมะมวงมีการออกดอกในชวงเดือนธันวาคมถึงเดือนกุมภาพันธเนื่องจากเปนชวงที่มี
อุณหภูมิเหมาะสมในการกระตุนการออกดอก คือมีอุณหภูมิระหวาง 15-20 องศาเซลเซียส เปน
ระยะเวลา 5-10 วัน และหลังดอกบานเต็มทีป่ระมาณ 100 วัน เปนชวงเวลาที่เหมาะสมตอการเก็บ
เกี่ยวผลมะมวง การขยายพนัธุมะมวงสามารถทําไดหลายวิธี เชน การเพาะเมล็ด การตดิตา การเสียบ
ยอด การตอกิ่ง การตอน วิธีทีเ่ปนที่นิยมมากที่สุดในปจจบุันคือการทาบกิ่งเนื่องจากตนที่ไดมี
ลักษณะตรงตามพันธุเดิมและมีระบบรากแกวทีแ่ข็งแรงเชนเดียวกับการเพาะเมล็ด (เฉลิมชัย, 2539) 

 
2.  โรคแอนแทรคโนสในมะมวง  
 
 โรคแอนแทรคโนสในมะมวงมีสาเหตุมาจากรา Colletotrichum gloeoporioides การเกิด
โรคสามารถพบไดทุกระยะการเจริญเติบโตของมะมวงตั้งแตในแปลงปลูกจนกระทั่งหลังการเก็บ
เกี่ยว ในสภาพแปลงมักพบโรคระบาดรุนแรงในระยะแตกใบออนและแทงชอดอกในฤดูฝนหรือ
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ชวงที่อากาศมคีวามชื้นสูง (Dodd et al., 1992) โดยพบใบมะมวงเปนจดุสีน้ําตาลเนื้อเยื่อกลางจุดมกั
แตกหลุดรอนเปนรู ทําใหใบออนที่กําลังโตมีการยืดตวัของใบไมสม่ําเสมอ ชอดอกที่ถูกราเขา
ทําลายมีอาการเนาดํา แหงและรวง ราสามารถเขาทําลายผลออนตั้งแตระยะทีย่ังเปนรังไขและพักตวั
ในเนื้อเยื่อใตผิวผล เมื่อสภาพแวดลอมมีฝนตกชุกความชื้นสูง พบแสดงอาการลักษณะเปนจุดสดีาํ
กระจายบนผลทําใหผลมะมวงเปนแผลแตกตามความยาวของผล และอาจพบจุดดําเปนทางยาวตาม
แนวไหลของน้ําคาง (tear stain) ทําใหกนผลเนาดํารุนแรงกวาที่ขั้วและไหลผล ผลมะมวงสวนใหญ
ที่ยังไมแสดงอาการโรคในระยะกอนเก็บเกี่ยว มักเริ่มพบอาการเมื่ออยูในระหวางการบมและผลสุก 
เมื่อผลมะมวงสุกงอมมากขึ้นแผลจะขยายโต และยุบตวัลงเล็กนอยเปนแองบุม บริเวณกลางแผล 
ปรากฏ acervulus ของราลักษณะเปนจุดกลมนูนขนาดเล็ก เมื่อ acervulus แตกออกจะเห็นกลุม
สปอรสีสมหรือสมอมชมพู  ทําใหผลมะมวงเนานิ่มมีกล่ินหมัก  สปอรสามารถแพรกระจายไปตาม
น้ําฝน และเจริญเติบโตไดดีในสภาพอากาศรอนช้ืน  (อังสุมา, 2530; นิพนธ, 2542)  
 
3.  สัณฐานวิทยาของรา Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.
 
 รา Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. เปนระยะ asexual stage ของ 
Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. And von Schrenk. สามารถพบไดทัว่ไปในเขตรอนชื้น
และกึ่งรอนทัว่โลก เปนสาเหตุใหเกิดโรคแอนแทรคโนสกับสวนที่อยูเหนือดนิของพืชอาศัย ไดแก 
ใบ กิ่งออน ดอก และผล มีกลุมพืชอาศัยกวางทั้งพืชไร ผัก วัชพืช และไมยนืตน รวมไมต่ํากวา 197 
ชนิด ประกอบดวยพืชเศรษฐกิจที่สําคัญในเขตรอน และเขตกึ่งรอน เชน อโวกาโด กลวย มะมวง 
มะละกอ ยางพารา มันเทศ พริก เปนตน (Farr et al., 1989; Uhm et al., 2003) ราสามารถเขาทําลาย
ไดทุกระยะการเจริญเติบโตของพืช แตพบทําความเสียหายมากในผลิตผลหลังเก็บเกีย่วที่เร่ิมสุกซึ่ง
อยูระหวางการขนสงและเกบ็รักษา (Tandon and Singh, 1968) 
 
 Barnett and Hunter (1987) ไดจําแนกรา C. gloeosporioides ตามลักษณะทางอนุกรมวธิาน
ไวดังนี ้
   
  Kingdom Fungi 
       Division      Eumycota 
            Class           Deuteromycetes 
                 Order                Melanconiales 
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                     Family                 Melanconiaceae 
                             Genus               Colletotrichum 
                                 Species               C. gloeosporioides 
 
 บนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA มีลักษณะโคโลนีสีเทาออนจนถึงเทาเขม กลม ขอบเรียบ ราสราง
กลุมสปอร (spore mass) สีสม ถึงสมอมชมพู มีลักษณะเปนวงแหวน เสนใยฟูเล็กนอย                   
แตละไอโซเลตอาจแตกตางกันไดบางเล็กนอยในเรื่องความหนาแนน และสีของกลุมสปอร ราสราง 
fruiting body เรียกวา acervulus รูปราง cushion-shaped อาจมีหรือไมมี  setae เปนที่เกดิของสปอร 
โดยทั่วไปสปอรมีรูปรางทรงกระบอก ปลายมน ใส เซลลเดียว ขนาด 12-17 X 3.5-6 ไมครอน สราง 
appressorium รูปรางคอนขางกลม หรือทรงกระบอง สีน้าํตาล ขนาด 6-20 X 4-12 ไมครอน 
(Sutton, 1980; Barnett and Hunter, 1987) 
 
4.  การเขาทําลายพืชของรา Colletotrichum spp.
 
 รา Colletotrichum spp. สามารถทําความเสียหายไดกับทกุสวนของพืชอาศัย ไดแก ราก ลํา
ตน ใบ ดอก และผล โดยมีความเฉพาะเจาะจงในการเขาทําลายสวนที่เปนเนื้อเยื่อออน จาก
การศึกษาที่ผานมาทําใหทราบวารา Colletotrichum spp. มีรูปแบบการเขาทําลายที่มีลักษณะเฉพาะ
ทําใหเกิดอาการโรคแอนแทรคโนสบนพืชอาศัย (Perfect et al., 1999) เมือ่สปอรราซึ่งแพรกระจาย
โดยลม หรือกระเด็นตามหยดน้ํามาสัมผัสกับผิวของพืชอาศัยจะมกีารยึดเกาะพืน้ผิวบริเวณนั้น 
(spore adhesion) โดยสารเหนียวที่ปกคลุมอยูรอบสปอรเรียกวา spore matrix หรือ  mucilaginous 
material ซ่ึงมีคุณสมบัติยับยัง้การงอกของสปอรเพื่อปองกันอันตรายทีอ่าจเกิดขึน้กับราจาก
สภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม เชน  ความชื้นสัมพัทธต่ํา อุณหภูมิที่สูงหรือต่ําเกินไป รังสีอัลตรา      
ไวโอเลต และสารพิษที่พืชผลิตไดแก ฟนอล และแทนนนิ  (Nicholson, 1986) หลังจากนั้น 12-48 
ช่ัวโมงเมื่ออยูในสภาพความชื้นสัมพัทธ 95-100 เปอรเซ็นต อุณหภูมิประมาณ 25 องศาเซลเซียส  
สปอรมีการแบงเซลลเกิดเปน septum กอนที่จะงอก germ tube ส้ันๆ ขนาด 10-20 ไมครอน และมี
การสราง appressorium รูปรางคอนขางกลม หรือทรงกระบอง ไมมีสีอยูที่ปลายซึ่งเปนลักษณะของ
รา Colletotrichum spp. และเปนโครงสรางสําคัญในการเขาทําลายพืช เมื่อ appressorium มีอายุมาก
ขึ้น 12-24 ช่ัวโมง ผนังจะหนาและเปลี่ยนจากไมมีสีกลายเปนสีน้ําตาลเขมจากการสะสมเมลานิน 
แลวงอก infection peg จาก appressorium ดานที่สัมผัสกับผิวพืชแทงทะลุผานชั้น cuticle และ 
epidermis เขาสูพืชไดดวยการใชแรงดัน (mechanical force) รวมกับการสรางเอนไซมคิวติเนสออก
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มายอยสารคิวตินที่เคลือบผิวพืชโดยไมจําเปนตองอาศัยบาดแผลหรือชองเปดธรรมชาติ (Kuo, 
1999) เมื่อราเขาครอบครองเซลลพืชไดแลวจึงเริ่มกระบวนการเขาทําลายพืชแบบ hemibiotroph ซ่ึง
แบงเปน 2 ระยะ ไดแก ในระยะแรกรามกีารพัฒนาเสนใยที่เรียกวา intracellular hypha  อยูภายใน
เซลลพืชนั้นโดยยังไมทําอันตรายกับเซลลพืช ตอมาเมื่อมีสภาพแวดลอมที่เหมาะสมจึงมีการพัฒนา 
intercellular hypha เขาทําลายเซลลพืชขางเคียงทําใหเกิดอาการเซลลตายลุกลามเปนแผลในรูปแบบ
เฉพาะของอาการโรคแอนแทรคโนส  (Jeffries et  al., 1990; Bailey et  al., 1992; Son-Quang, 
2002) 

 
 การศึกษากระบวนการเขาทาํลายแบบแฝง (quiescent infection) ของโรคแอนแทรคโนสที่
เกิดกับผลิตผลหลังการเก็บเกีย่วพบวา ราสามารถพักตัวอยูบนผลมะมวงภายหลังจากการสราง 
appresssorium แลวโดยมี appressorial matrix ปกคลุมอยูจนกระทั่งถึงชวงเวลาที่เหมาะสมแลวจึง
งอก infection hypha เขาทําลายพืชตอไป นอกจากนีก้ารพกัตัวของราอาจเกิดขึน้ในระหวางการ
พัฒนา intracellular hypha ซ่ึงอยูภายในเซลลพืชที่มีชีวิตไดเชนกัน   
 

อังสุมา (2530) ศกึษาการเขาทําลายของรา C. gloeosporioides ที่อยูบนผิวผลงอก germ tube 
แลวสราง appressorium เกาะยึดผิวมะมวง จากนั้นจึงสราง infection  บนผลมะมวง เร่ิมจากสปอร 
hypha แทงลงไปในผิวมะมวงภายในเวลา 18-24 ช่ัวโมง ผานชั้น cuticle ลงไปอยูในชั้น epidermis 
และ sub-epidermis ลึกลงไปจากผิวนอก 2-3 ช้ันของเซลล หรือประมาณ 90-205 ไมครอน โดยเสน
ใยอยูระหวางเซลล (intercellular) แลวพักตวัอยูเชนนั้น กระทั่งผลมะมวงเร่ิมสุกราจึงเจริญขยายการ
ทําลายผลมะมวงตอไป เนื่องจากเมื่อกระบวนการสุกเกิดขึ้น แปงเปลี่ยนเปนน้ําตาล กรดอินทรียอาจ
เปลี่ยนไปเปนน้ําตาล หรือถูกใชไปในการหายใจทําใหความเปนกรดลดลง สารประกอบฟนอล ซ่ึง
มีคุณสมบัติยบัยั้งการเจริญเติบโตของราที่เขาไปในเซลลพืชมีปริมาณลดลง (จริงแท, 2546) สงผล
ใหราสามารถใชอาหารและเจริญเติบโตไดดี ขณะที่อัตราการผลิตเอทิลีนและการหายใจของผล
มะมวงที่เปนโรคเพิ่มขึ้นกวาผลมะมวงปกติ พบวาเปอรเซ็นตน้ําตาลภายในผลมะมวงเริ่มลดลง
เร่ือยๆ เมื่อผลมะมวงแสดงอาการเปนโรคมากขึ้น จึงทําใหผลมะมวงมคีุณภาพและอายุการเก็บ
รักษาสั้นลง (Nadel et al., 1985; ผุสดี 2529) 
 
 
 



 

7

5.  วงจรและการแพรระบาดของโรคแอนแทรคโนส 
 
 รา C. gloeoporioides สามารถดํารงวงจรโรคและพรอมเขาทําลายพืชอาศัยในสวนผลไมทั้ง
ในระยะ sexual stage โดยการสราง ascospore และระยะ asexual stage โดยการสรางสปอรที่เรียกวา 
conidium  ดวยการดํารงชวีติแบบ saprophyte อยูบนเศษซากกิ่งไม ใบไม เพื่ออยูขามฤดู ( Barki-
Golan, 2001) สปอรที่ติดอยูภายในทรงพุม เชน บนใบ ชอดอก ที่เปนโรค และสปอรที่อยูบริเวณผิว
ผลหรือเขาทําลายแบบแฝงในเนื้อเยื่อพืชปกติ เมื่อมีสภาพแวดลอมที่เหมาะสม สามารถกลายเปน
แหลงแพรกระจายสปอรสําหรับการระบาดของโรคในฤดูถัดไป โดยมีลมและน้ําฝนเปนพาหะ
สําคัญ อยางไรก็ตามจากการศึกษาเปรียบเทียบอิทธิพลของปริมาณน้ําฝนตอการเกิดโรคแอนแทรค
โนสของ Dodd et al. (1989) พบวาในสวนผลไมที่มีฝนตกปริมาณนอยแตตกตดิตอกนัเปนระยะ
เวลานานจะมกีารระบาดของโรคมากกวาสภาพที่ฝนตกหนักในระยะเวลาสั้นๆ เนื่องจากปริมาณ
น้ําฝนจํานวนมากสามารถชะสปอรออกจากผิวผลไมได สภาพแวดลอมที่เหมาะสมสําหรับการงอก
และเขาทําลายพืชอาศัยของสปอรรา คือสภาพที่มีความชืน้สูงและมีอุณหภูมิที่เหมาะสมประมาณ 
20-25 องศาเซลเซียส เปนเวลาไมต่ํากวา 4 ช่ัวโมง ดังนัน้จึงพบวาในชวงฤดูฝนมักมีการระบาดของ
โรคแอนแทรคโนสอยางรุนแรง เนื่องจากสภาพแวดลอมเหมาะสมกับการเจริญของรา  ประกอบกบั
เปนชวงที่พืชมีการพัฒนาเนือ้เยื่อเจริญซ่ึงเปนระยะที่ออนแอตอการเขาทําลายของรา (Waller, 1992)  
 
6.  การควบคมุโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวง 
 

6.1  การควบคมุโรคโดยวิธีเขตกรรม 
 

การควบคุมโรคในแปลงปลกูทําไดโดยการตัดแตงกิ่งระยะตนโตใหโปรงทําใหภายในทรง
พุมมีอากาศถายเทและแสงแดดสองไดอยางทั่วถึง การทําความสะอาดแปลงเก็บและทาํลายเศษซาก
พืชเพื่อลดการสะสมของเชื้อสาเหตุโรค เมื่อมะมวงอยูในระยะแตกใบออน แทงชอดอก และตดิผล
ออน ฉีดพนทรงพุมดวยสารปองกันกําจดัรา benomyl หรือ carbendazim สลับกันกับ mancozeb ทุก 
7-10 วัน รวมกับการหอผล จะสามารถลดการเกิดโรคแอนแทรคโนสในระหวางการเก็บรักษา (วลั
ภา และ ดารา, 2523; นิพนธ, 2542)   
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6.2  การควบคมุโรคภายหลังการเก็บเกีย่ว 
 

6.2.1  การควบคุมปจจัยทางกายภาพและบรรยากาศ  
 
การเก็บรักษาผลมะมวงที่สภาพอุณหภูมติ่าํ 10 องศาเซลเซียส ไมควรต่าํกวา 7.5 

องศาเซลเซียส สามารถยืดอายุการเก็บรักษาแตตองคํานึงถึงความเสียหายจากอาการสะทานหนาว 
(chilling injury) ที่อาจขึ้นกบัผลิตผลดวย ความชื้นในหองเก็บรักษาผลผลิตที่มากจะสามารถกระตุน
การงอกของสปอรราแตหากความชื้นต่ําเกนิไปจะทําใหผลิตผลสูญเสียน้ําและเกดิอาการเหี่ยว       
การปรับสภาพหองเก็บรักษาผลไมใหมีออกซิเจนลดลงและมีคารบอนไดออกไซดเพิม่ขึ้นสามารถ
ลดอัตราการหายใจของผล  Mendoza (1973) รายงานวาหองเก็บควบคุมสภาพบรรยากาศที่มี
คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต และออกซิเจน 5 เปอรเซ็นต อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส สามารถ
เก็บรักษามะมวงพันธุคาราบาวไดนาน 35-40 วัน  การแชผลมะมวงในน้ํารอนที่อุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส นาน 5 นาที สามารถลดอาการโรคแอนแทรคโนสได แตอุณหภูมิที่สูงจะเรงอัตราการ
หายใจและการผลิตสารเอทิลีนภายในผล จําเปนตองทําใหเย็นลงโดยใชลมโกรกหรอืใชน้ําเยน็ 
(วิจิตร, 2523)  นิพนธ และคณะ (2538) ทําการรมกาซคารบอนไดออกไซด 100 เปอรเซ็นต กับ
มะมวงน้ําดอกไมเปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง สามารถชะลอการเกิดโรคแอนแทรคโนสได และการ
รมกาซคารบอนไดออกไซดเขมขนนาน 72 ช่ัวโมง สามารถลดการเนาเสียจากโรคแอนแทรคโนส
แตผลมะมวงเกิดการหายใจแบบไมใชออกซิเจนทําใหเกิดกลิ่นหมัก และการหุมผลไมดวยฟลม
พลาสติกไมสามารถควบคุมอาการโรคแอนแทรคโนสได (Miller et al., 1986)  
 

6.2.2  การควบคุมโรคโดยใชสารเคมี 
 
แตเดิมการควบคุมโรคแอนแทรคโนสนิยมใชสารเคมีในกลุม benzimidazole ไดแก 

benomyl  carbendazim benzimidazole และ thiophanate ทั้งระยะกอนและหลังเก็บเกีย่ว ซ่ึงเปนกลุม
สารเคมีที่เสี่ยงสูงตอการชักนาํความตานทานของรา เนื่องจากมีกลไกการออกฤทธิ์ไปยับยั้งการ
สังเคราะหสารพันธุกรรมของ ทําใหราเกดิการเปลี่ยนแปลงของพันธุกรรม ในเวลาตอมาจึงมี
รายงานพบวารา C. gloeosporioides มีพัฒนาการสามารถตานทานตอสารเคมีในกลุมนี้ได และมี
การจํากัดการใชสารเคมีเหลานี้ในหลายประเทศ (Farungsang and Farungsang, 1992; Prior et al., 
1992)  รายงานของ Spalding (1982) ที่ใชสารเคมี imazalil ซ่ึงเปนสารเคมีที่มีความเสี่ยงตอการเกดิ
ความตานทานของราในระดบัปานกลาง โดยใชที่ความเขมขน 1,000 ppm สามารถควบคุมโรคขั้ว
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ผลเนาจากรา Phomopsis citri ไดดีกวาการใชสารเคมี thiabendazole และ thiophanate-methyl 
ปจจุบันจึงนิยมใชสารเคมี prochloraz ในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสทดแทนสารเคมีกลุม
ดังกลาว  แมจะมีประสิทธิภาพต่ํากวาและไมสามารถควบคุมโรคขั้วผลเนาที่เกิดจาก Lasiodiplodia 
theobromae (อรุณี, 2533)  นอกจากนี้การใชสารเคมีในผลผลิตหลังการเก็บเกีย่วยังตองคํานึงถึง
ปริมาณสารพิษตกคางในเนือ้เยื่อพืชเนื่องจากมีผลกระทบตอสุขภาพของผูบริโภคโดยตรง  ทศพร 
(2537) ทดสอบหาสารพิษตกคางโดยวิธี bioassay ในผลกลวยหอมที่จุมสารเคมี imazalil ความ
เขมขน 250 ppm นาน 3 นาที หลังจากนัน้ 1 ช่ัวโมง พบวามีปริมาณสารพิษตกคาง 44 ppm ที่เปลือก
ดานนอก และหลัง 20 ช่ัวโมง พบสารพิษตกคางในเปลือกดานนอก 12  ppm เปลือกดานใน 13 ppm 
และไมพบสารพิษตกคางในเนื้อเยื่อของกลวยหอมหลังจุมสารเคมี 40 ช่ัวโมง Brown and Dezman 
(1990) รายงานวาหลังจุมผลสมในสารเคมี imazalil ความเขมขน 1,000 ppm นาน 15 วินาที ทิ้งพกั
ไว 40-45 นาท ีสารดังกลาวสามารถแทรกซึมเขาในผิวเปลอืกไดมากกวา 1 มิลลิเมตร และมีปริมาณ
สารตกคาง 40 เปอรเซ็นต เมือ่เก็บรักษาผลสมที่อุณหภูมิ 21 องศาเซลเซียส  ความชื้นสัมพัทธ 88-92 
เปอรเซ็นต นาน 0, 1, 2 และ 7 วัน พบสารพิษตกคาง 2.15, 2.39, 2.30 และ 2.40 ppm ตามลําดับ 

 
6.2.3  การควบคุมโรคโดยชีววิธี 

 
 การควบคุมโรคโดยชีววิธีในผักและผลไมหลังการเก็บเกี่ยวเปนอีกทางเลือกที่มี

ความจําเปนเพือ่หลีกเลี่ยงผลกระทบจากการใชสารเคมีในปจจุบันจึงมงีานทดลองมากมายที่ศึกษา
รายงานถึงการประสบผลสําเร็จในนําจุลินทรียตางๆ ทั้งรา แบคทีเรีย และยีสต มาควบคุมโรคพืช ซ่ึง
มีคําเรียกจุลินทรียที่มีคุณสมบัติยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคเหลานี้วา จุลินทรยีปฏิปกษ (antagonist) 
รายงานสวนใหญที่ปรากฏเปนรายงานการควบคุมโรคที่เกิดหลังการเก็บเกีย่วที่มีสาเหตุมาจากการ
เขาทําลายของเชื้อสาเหตุโรคภายหลังการเกบ็เกี่ยว (postharvest infection) ซ่ึงแตกตางจากโรคที่เกิด
หลังการเก็บเกีย่วบนผลิตผลเมืองรอนที่มีสาเหตุมาจากการเขาทําลายแบบแฝง (quietcent infection) 
ของเชื้อสาเหตุโรคตั้งแตระยะกอนการเก็บเกี่ยว (field infection) และทฤษฎีการใชจลิุนทรียปฏิปกษ
ในการควบคุมโรคพืชหลังการเก็บเกีย่วมแีนวโนมที่จะประสบความสําเร็จไดมากกวาการใชใน
สภาพแปลงปลูกเนื่องจากสามารถจัดการสภาพแวดลอมในการเก็บรักษาผลผลิตใหเหมาะสมตอ
การเจริญและดํารงความเปนปฏิปกษได  (Wilson and Wisniewski, 1989) 

 
มีผูเสนอทฤษฎีแหลงที่มแีนวโนมในการเสาะหาและแยกจุลินทรียปฏิปกษไดสําเรจ็ 

Baker and Cook (1974) เสนอวา จุลินทรียปฏิปกษควรหาไดจากสวนของพืชที่ไมเปนโรคถึงแมพืช
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นั้นจะเปนสายพันธุที่ออนแอตอโรคก็ตาม และ Janisewicz (1996) เสนอวาการแยกจลิุนทรีย
ปฏิปกษจากสภาพสวนธรรมชาติที่ปราศจากการจัดการและการใชสารเคมีมีแนวโนมประสบ
ความสําเร็จสูงกวาสวนที่มีการใชสารเคมีเนื่องจากประชากรจุลินทรียในธรรมชาติบริเวณนั้นไมถูก
รบกวน 

 
คุณสมบัติของจุลินทรียปฏิปกษควรสามารถปรับตัวและเจริญเติบโตไดดีใน

สภาพแวดลอมบนผิวผลไมที่มีความผันแปรของหลายปจจัย เชน อุณหภูมิ ความปนกรดดาง และ
ปริมาณสารอาหารที่มีอยูจํากดั เปนตน เพื่อประสิทธิภาพที่ดีในการยับยัง้โรค  กลไกการทํางานของ
จุลินทรียปฏิปกษในสภาพธรรมชาติมีหลายลักษณะ โดยกลไกที่สําคัญและมีรายงานพบมากคือ การ
ปลดปลอยปฏิชีวนสาร (antibiosis) ซ่ึงเปนสารประกอบโมเลกุลต่ําที่ไดจากกระบวนการ secodary 
metabolism ไปยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืชโดยตรง (Blackman and Fokkema , 1982) ดงัมีรายงานครั้ง
แรกของการศกึษาเรื่องจุลินทรียปฏิปกษในการควบคุมโรคพืชหลังการเก็บเกีย่วมีโดยการใช
แบคทีเรีย Bacillus subtilis ไอโซเลต B3 ควบคุมโรคผลเนาสีน้ําตาล (brown rot) ของผลพีชโดยมี
สาเหตุจากรา Monilinia fructicola (Pusey and Wilson, 1984)   การใช สาร agrocin จากแบคทีเรีย 
Agrobacterium radiobacter ไอโซเลต K-84 ในการควบคุมโรคปุมปม (crown gall) ของมันฝร่ังที่มี
สาเหตุจากแบคทีเรีย  A. tumefaciens  ไดสําเร็จและมกีารวิจัยอยางตอเนือ่งจนสามารถพัฒนาเปน
ผลิตภัณฑทางการคาในปจจบุัน (Cooksey and Moore, 1982) 

 
การที่จุลินทรียปฏิปกษสามารถปรับตัวอยูไดในสภาพแวดลอมเดียวกับเชื้อสาเหตุ

โรคแลวสามารถแขงขันใชสารอาหารและแยงพืน้ที่ครอบครองผิวผลไมจากเชื้อสาเหตุโรคไดสําเร็จ 
(competiotion) การชักนําใหพืชเกิดความตานทานโรค (induce  resistance) การเปนปรสิตกับพืช
โดยตรง (parasitism) เชนการมีโครงสรางที่สามารถเจาะทะลุเซลลของเชื้อสาเหตุโรคเพื่อใช
สารอาหารที่อยูภายใน และการสรางเอนไซมออกมายอยสลายองคประกอบองคประกอบที่อยูใน
ผนังเซลลของเชื้อสาเหตุโรค (production of lytic enzyme) เปนลักษณะกลไกที่นาสนใจและ
นํามาใชในผลผลิตหลังการเก็บเกีย่ว เนื่องจากไมมีสารพษิตกคางบนผลผลิต  Saligkarias et al. 
(2002) รายงานวาการคัดเลือกจุลินทรียปฏิปกษยีสต Candida guilliermondii สายพนัธุ 101 และ 
US7 และ Candida  oleophila สายพันธุ I-182 ที่แยกไดจากลําตนมะเขือเทศสามารถควบคุมการเขา
ทําลายของรา Botrytis cinerea ได โดยมกีลไกการทํางานในการแยงใชสารอาหาร  
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Wisniewski et al. (1991) ศึกษากลไกการควบคุมรา Botrytis cinerea โดยยีสต Pichia 
guilliermondii ตรวจพบวา ยสีตสามารถผลิตเอนไซม β-(1-3) glucanase ออกมายอยผนังของผนัง
เสนใยรา  
 

ในการควบคุมโรคของจุลินทรียปฏิปกษแตละชนิดที่ประสบความสําเร็จอาจมี
ลักษณะการทาํงานไดมากกวาหนึ่งกลไกจงึสามารถลดอัตราเสี่ยงตอการชักนําใหเชื้อสาเหตุโรคเกิด
ความตานทานเมื่อเปรียบเทียบกับการใชสารเคมี (Wilson and Wisniewski, 1989)  โดยยีสต 
Candida saitoana สามารถใชกลไกการแขงขันใชสารอาหารและแยงพืน้ที่กับเชื้อโรครวมกับการ
ชักนําใหพืชเกดิความตานทานโรคควบคุมรา Botrytis cinerea และ Penicillium expansum สาเหตุ
โรคผลเนาในแอปเปล (El Ghaouth et al., 1998;  Ippolito et al., 2000)  ยีสต Candida  pulcherrina  
ใชกลไกการแขงขันใชสารอาหารและแยงพื้นที่กับเชื้อโรครวมกับการเขาทําลายเชื้อสาเหตุโรค
โดยตรง ไดแกการเขาเกาะ conidiophores และ conidium ของรา B. cinerea ทําใหราไมสามารถ
ผลิตสปอรเพิ่มสําหรับการเขาทําลายพืชได (Cook, 2002)   

 
การศึกษาถึงการนําจุลินทรียปฏิปกษหลายชนิดที่มีกลไกการทํางานตางกันมาใช

ควบคุมโรครวมกันพบวามีแนวโนมทําใหควบคุมโรคไดดียิ่งข้ึน  Guetsky et al.  (2002) รายงานถึง
การควบคุมโรค gray mold บนใบ และลําตนสตรอเบอรรี ซ่ึงมีราสาเหตคุือ Botrytis cinerea โดยใช
ยีสต Pichia guilliermondii ที่มีคุณสมบัติแขงขันในการใช glucose, sucrose, adenine, histidine และ
folic acid และสรางสารประกอบที่สามารถยับยั้งราสาเหตุโรคได รวมกับแบคทีเรีย Bacillus 
mycoides ที่สามารถสรางสารประกอบออกมายับยั้งราและชักนําใหพชืเกิดความตานทานโรค 
สามารถความรุนแรงของโรคไดดีกวาการใชจุลินทรียปฏิปกษแตละชนิดเพยีงอยางเดียวอยางมี
นัยสําคัญ  

 
มีหลายงานวิจยัที่ศึกษาแนวทางในการสงเสริมประสิทธิภาพการทํางานใหแกจุลินท

รียปฏิปกษ ไดแก การใชสารเสริมประสิทธิภาพการทํางานของจุลินทรียปฏิปกษ โดยที่ราสาเหตุ
โรคไมสามารถใชประโยชนได โดยการเตมิ calcium ทั้งที่อยูในรูป CaCl2 และ calcium chelater 
(EGTA) เนื่องจากสารนี้มีอิทธิพลยับยั้งการงอกของสปอรและการสราง appressorium ของรา 
Colletotrichum gloeosporioides (Uhm et al., 2003) ซ่ึงสอดคลองกับขอเสนอของ Jeffries and 
Kooman (1992) เนื่องจาก appressorium เปนโครงสรางในการเขาทําลายพืชของราที่สําคัญและมี
ความทนทานตอจุลินทรียปฏิปกษมากกวา infection hypha  รายงานของ Tian et al. (2002) พบวา
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การเติม calcium chloride 2%w/v  มีผลยับยั้งการงอกเสนใยและการเจริญของรา Rhizopus 
stolonifer สาเหตุโรคหลังการเก็บเกีย่ว ขณะเดยีวกันเมื่อใชรวมกับยีสต Candida guilliermondii 
และ Pichia membranefaciens พบวาสามารถลดความรุนแรงของโรคไดดีกวาการใชจุลินทรีย
ปฏิปกษอยางเดียวไดอยางมนีัยสําคัญ  El-Ghaouth et al. (2000) ทําการศึกษาปจจยัทีส่งเสริมและยดื
อายุการดําเนินกิจกรรมของจลิุนทรียปฏิปกษแตไมเปนประโยชนตอเช้ือสาเหตุโรคโดยการเติม
น้ําตาลสังเคราะห 2-deoxy-D-glucose รวมกับสารละลายยีสตปฏิปกษ พบวาไดผลดีกวาการใช          
จุลินทรียปฏิปกษเพยีงอยางเดียว การสงเสริมประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษอาจทําไดโดยการ
ใชจุลินทรียรวมกับการควบคุมปจจัยทางกายภาพ การเกบ็รักษาผลผลิตที่อุณหภูมิต่ําดังรายงานการ
ควบคุมโรคผลเนาในสมจากรา P. italicum โดยใชยีสต Candida famata รวมกับการเก็บรักษาผล
สมที่อุณหภูมติ่ํา (Arras et al., 1998)  

 
ปจจุบันในตางประเทศมีการวิจัยพัฒนาเพื่อจดสิทธิบัตรและขึ้นทะเบยีนจุลินทรีย

ปฏิปกษเปนผลิตภัณฑทางการคาเพื่อใชในการควบคุมโรคพืชหลังการเก็บเกีย่วอยูหลายชนิด
ดวยกัน โดยแบคทีเรีย Bacillus subtilis สายพันธุ B3 ไดรับการจดสิทธิบัตรเปนลําดับแรก  ใน
ประเทศสหรัฐอเมริกา  แบคทีเรียปฏิปกษ 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 ในแอปเปล          
ยีสตปฏิปกษ Candida oliophila ในชื่อ Aspire R โดยบริษัท Ecogen-Israel Partnership, Ltd. มี
ประสิทธิภาพควบคุมโรค blue mold ที่เกิดจากรา  Penicillium itallicum และ green mold ที่เกิดจาก
รา Penicillium digitatum ในสม  และผลิตภัณฑสําหรับการใชภายในแปลงปลูกซึ่งจดทะเบียนใน
ประเทศแอฟรกิาใตไดแก แบคทีเรียปฏิปกษ Bacilllus sp.ในชื่อ Avogreen  R  มีประสิทธิภาพ
ควบคุมโรค  Cercospora spot และ แอนแทรคโนสในอโวกาโด   

 
การศึกษาดานการควบคุมโรคพืชโดยชีววธีิในประเทศไทยสวนใหญพบเปนการ

ควบคุมเชื้อสาเหตุโรคที่อยูในสภาพแปลงปลูก สําหรับการศึกษาดานการควบคุมโรคพืชหลังการ
เก็บเกีย่วโดยการใชจุลินทรียปฏิปกษยังพบมีรายงานจํานวนนอย และเปนการคนหาจุลินทรียที่มี
ประโยชนในวงการอุตสาหกรรม หรือการพัฒนาวิธีการคัดเลือกจุลินทรียที่มีปฏิปกษจากสภาพ
ธรรมชาติที่มีศักยภาพเหมาะสมสําหรับการพัฒนาเพื่อนาํมาใชแทนสารเคมีตลอดจนใชในการ
จัดการโรคพืชแบบผสมผสาน  มณฑาทพิย (2540) ศึกษาการใชยีสตในอุตสาหกรรมอาหารควบคุม
โรคขั้วผลเนาบนผลมะมวงน้ําดอกไม พบวายีสต Candida tropicalis สามารถยับยั้งการงอก และ
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ความยาว germ tube ของ conidium รา Lasiodiplodia theobromae ได โดยที่ Candida tropicalis ไม
สรางสารพิษในการยับยั้งการเจริญของเสนใยราสาเหตโุรคบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  Farungsang et al. 
(1997, 1999) แยกจุลินทรียจากสภาพธรรมชาติ แลวใชวิธีการ leaf disk assay คัดเลือกจุลินทรีย
ปฏิปกษที่สามารถควบคุมการเกิดโรคผลเนาภายหลังการเก็บเกีย่วของเงาะที่มีสาเหตุจากราที่ติดมา
จากแปลงไดอยางมีประสิทธิภาพ   ทัศวรรณ (2547) สามารถคัดเลือกยีสต Candida krusei และ
แบคทีเรีย Bacillus amyloliquefaciens ที่แยกไดจากทรงพุมของตนเงาะแลวนํามาใชควบคุมโรคผล
เนาในผลไมทีเ่กิดจากรา Lasiodiplodia theobromae ไดผลดี 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.   การแยกและการเก็บรวบรวมจุลินทรียจากทรงพุมพืช
 

1.1  การแยกจลิุนทรียโดยใชอาหาร Nutrient Glucose Agar (NGA)   
 

 สุมเก็บตัวอยางยอดออน ชอดอก และผลออนของมะมวง และอ่ืนๆ ไดแก ลําไย องุน เงาะ 
และนอยหนา โดยวางแผนการเก็บตนละ 3 จุดรอบทรงพุม สวนละ 3 ตน นําสวนของพืชมาเขยาใน
น้ํานึ่งฆาเชื้อบนเครื่องเขยา 150 รอบตอช่ัวโมง ที่สภาพอุณหภูมิหอง จากนั้นนํา suspension 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทํา dilution series ดวยน้าํนึ่งฆาเชือ้ นํา suspension 10-1 – 10-5 ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร มาทําการเกลี่ยใหทั่วผิวหนาอาหาร Nutrient glucose agar (NGA) บมเชื้อ 24-48 ช่ัวโมง 
สุมเก็บโคโลนีเดี่ยวจากผวิหนาอาหารมา streak บนอาหาร NGA อีกครั้งเพื่อใหไดเชื้อบริสุทธิ์ ทํา
การเก็บรักษาเชื้อจุลินทรียนัน้บนอาหารเอยีง NA  เก็บรักษาที่อุณหภูม ิ15 องศาเซลเซียส สําหรับทํา
การทดลองตอไป 

 
1.2  การแยกจลิุนทรียโดยใชอาหาร Glucose Yeast Peptone Agar (GYPA) (Beech et al., 197) 

  
 เก็บตัวอยางพชืเชนเดยีวกับขอ 1.1 โดยมีพืชดังนี้ มะมวง ลําไย องุน กระทอน เงาะ ชมพู 

และนอยหนา นําตัวอยางที่ไดมาเพิ่มปริมาณยีสตในอาหารเหลว Glucose yeast peptone broth 
(GYPB) pH 3.5 (Beech et al., 1971) บนเครื่องเขยา 150 รอบตอช่ัวโมง ที่สภาพอุณหภูมิหอง เปน
เวลา 15-20 ช่ัวโมง จากนั้นนาํ suspension ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทํา dilution series ดวย 1% 
peptone water  นํา suspension 10-1 – 10-5 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร มาทําการเกลี่ยใหทัว่ผิวหนา
อาหาร GYPA เพื่อทําการแยกจุลินทรียบมเชื้อที่อุณหภูมหิอง นาน 2-7 วัน สุมเก็บโคโลนีเดี่ยวจาก
ผิวหนาอาหารมา streak บนอาหาร GYPA อีกครั้งเพื่อใหไดเชื้อบริสุทธิ์ ทําการเก็บรักษา
เชื้อจุลินทรียนัน้บนอาหารเอยีง GYPA เก็บรักษาที่อุณหภมูิ 15 องศาเซลเซียส สําหรับทําการ
ทดลองตอไป 
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2.  การคัดเลือกจุลินทรียปฏปิกษตอรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนส
ของมะมวง 

 
 ในการทดลองใชรา  C. gloeosporioides สายพันธุ 395-01-19 (CG-395) ซ่ึงแยกไดจาก
อาการของโรคแอนแทรคโนสบนผลออนที่เก็บตวัอยางจาก อ. บานแพว จ. สมุทรสาคร 
 

2.1  การคัดเลือกจุลินทรียทีแ่ยกไดโดยใชอาหาร NGA  
   

2.1.1  ความสามารถในการยบัยั้งการเจริญเสนใยของรา  C.  gloeosporioides  
 

 ใช cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.8 เซนติเมตร เจาะเสนใยบริเวณขอบโคโลนี
เชื้อรา C. gloeosporioides อายุ 7 วัน แลวยายชิ้นวุนที่มีเสนใยรามาวางบนจานอาหาร PDA บมเชื้อ
ไว 48 ช่ัวโมง จากนั้นยายเชือ้แบคทีเรียทดสอบอายุ 48 ช่ัวโมง บนอาหาร NGA โดยใชเข็มเขี่ยแตะ
เซลลของจุลินทรียทดสอบมาแตะ 4 จดุรอบโคโลนีราในแนวกากบาท ใหหางจากราประมาณ 3 
เซนติเมตร นําไปบมในสภาพอุณหภูมิหอง ใตแสง near UV  สลับมืด 12 ช่ัวโมง เปนเวลา 7 วัน 
ตรวจผลการทดลองโดยวดัขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีรา  
 

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

 เปนวิธีการทดสอบจุลินทรียที่คัดเลือกไดจากขั้นตอน 2.1.1  
 

 เตรียมสปอรแขวนลอยจากสปอรรา  CG-395 อายุ 14 วนั บนอาหาร Potato carrot 
agar (PCA) ปรับความหนาแนนของสปอรดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อใหได 106  สปอรตอมิลลิลิตร โดยใช 
haemacytometer 

 
 เตรียมเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียทดสอบโดยเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหาร NGA บม

เชื้อที่อุณหภูมหิอง 48 ช่ัวโมง แลวยายมาเลี้ยงในอาหาร Nutrient Glucose Broth (NGB) วางบน
เครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอช่ัวโมง ในสภาพอุณหภูมิหองนาน 48 ช่ัวโมง ปรับคาความขุนให
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ได 0.2 OD ดวยเครื่อง spectrophotometer (ความหนาแนนของเซลลประมาณ 108  เซลลตอ
มิลลิลิตร) 

 
ทดสอบความสามารถในการยับยั้งการสราง fruiting body  ของราโดยวิธี leaf disk 

assay นําใบมะมวงน้ําดอกไมที่มีอายุ 6-8 สัปดาห ลางดวยน้าํสะอาด ผ่ึงใหแหง ฆาเชื้อที่ผิวดวย 
70% ethyl alcohol เจาะใบพชืใหไดขนาดเสนผาศูนยกลาง 1.6 เซนติเมตร (leaf disk) แลวนําไปตม
ในน้ําเดือดนาน 30 วินาที จากนั้นนํา leaf disk วางในจานเลี้ยงเชื้อที่รองดวยกระดาษกรองชื้น  นํา
สปอรแขวนลอยของราและเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียผสมใหเขากนัในอัตรา 1:1 แลวหยดสาร
แขวนลอยดังกลาวปริมาตร 0.02 มิลลิลิตร ลงบน leaf disk ที่เตรียมไว บมเชื้อในสภาพอุณหภูมิหอง 
ใตแสง near UV สลับมืด 12 ช่ัวโมง เปนเวลา 7 วัน บันทกึผลการทดลองโดยการใชสายตาตรวจ
ประเมินการสราง fruiting body ของราบน leaf disk โดย stereoscopic microscope และบันทึกระดบั
การสราง fruiting body เปน 5 ระดับ (ภาพที่ 1)  
 

2.1.3  ความสามารถในการยบัยั้งการเขาทําลายของรา C. gloeosporioides บนใบพืช 
 

ใช detached leaf assay ที่ดัดแปลงจากวิธีการของ วราภรณ (2545) ในการทดสอบจุลิ
นทรียที่คัดเลือกไดจากขั้นตอน 2.1.2 โดยนาํใบมะมวงพันธุน้ําดอกไม ทีม่ีอายุ 6-8 สัปดาห ลางดวย
น้ําสะอาด ผ่ึงใหแหง ฆาเชื้อบริเวณผิวภายนอกดวย 70% ethyl alcohol  หุมปลายกานใบดวยสําลีชุบ
น้ํานึ่งฆาเชื้อแลวหอดวย อลูมิเนียม ฟอยล เพื่อลดการระเหยน้ํา ใช permanant marker วงกําหนด
ตําแหนงทดสอบบนใบ แลวทําการปลูกเชือ้ดวยการหยดสปอรแขวนลอยของราและเซลลของจุลิ
นทรียทดสอบปริมาตร 0.02 มิลลิลิตรที่ผิวหนาใบ วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ 
(Completely Randomized  Desin: CRD) โดยมี 4 กรรมวิธีทดสอบดังนี้ 
 

กรรมวิธีที่ 1    หยดสปอร C. gloeosporioides 
กรรมวิธีที่ 2    หยดเซลลแขวนลอยของจุลินทรียปฏิปกษกอนหยดสปอรรา                    

C. gloeosporioides เปนเวลา 12  ช่ัวโมง  
กรรมวิธีที่ 3 หยดเซลลแขวนลอยของจุลินทรียปฏิปกษพรอมกับสปอรรา                        

C. gloeosporioides 
กรรมวิธีที่ 4 หยดเซลลแขวนลอยของจุลินทรียปฏิปกษหลังหยดสปอรรา                         

C. gloeosporioides เปนเวลา 12 ช่ัวโมง 
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โดยทํากรรมวธีิละ 12 ซํ้า และใชใบมะมวง 1 ใบตอ 1 ซํ้า จากนั้นนําใบมะมวงมาบม
ในตะกราชื้นที่คลุมทับดวย ถุงพลาสติก วางไวในสภาพอุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วนั ทําการประเมนิ
ระดับการเกิดโรคดวยสายตาโดยแบงออกเปน 5 ระดับ (ภาพที่ 2)  
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ภาพที่ 1  ระดบัการสราง fruiting body ของรา C. gleosporioides  บน leaf disk 
  0   ไมพบ fruiting body 
   1   มีปริมาณ fruitng body  1 – 25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
   2   มีปริมาณ fruitng body  26 – 50 เปอรเซ็นตของพื้นที ่leaf disk 
   3   มีปริมาณ fruitng body  51 – 75 เปอรเซ็นตของพื้นที ่leaf disk 
   4   มีปริมาณ fruitng body  76 – 100 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
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ภาพที่ 2  ระดบัการเกิดโรคแอนแทรคโนสบนใบมะมวงโดยการปลูกราสาเหตุโรคดวยวิธี detached 

leaf  แบบไมทาํแผล        
     0   ไมเกิดจุดแผล 
  1   เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลางนอยกวา 1 มิลลิเมตร 

 2   เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลาง 1- 2 มิลลิเมตร 
  3   เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลาง 3 - 10 มิลลิเมตร 
  4   เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลางมากกวา 10 มิลลิเมตร 
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2.2 การคัดเลือกจุลินทรียทีแ่ยกไดโดยใชอาหาร GYPA 
  

2.2.1 ความสามารถในการยบัยั้งการงอกของสปอรรา C. gloeosporioides  
 

 เตรียมสปอรแขวนลอยของรา C. gloeosporioides เชนเดียวกับขอ 2.1.2 
  

 เตรียมเซลลแขวนลอยของ จุลินทรียทดสอบ โดยเล้ียงจลิุนทรียบนอาหาร GYPA บม
เชื้อที่อุณหภูมหิอง 48 ช่ัวโมง แลวยายมาเลี้ยงในอาหาร GYPB บนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบตอ
ช่ัวโมง ในสภาพอุณหภูมิหองนาน 15 - 20 ช่ัวโมง ปรับคาความขุนใหได 0.2 OD ดวยเครื่อง 
spectrophotometer ซ่ึงจะไดความหนาแนนของเซลลประมาณ 108 เซลลตอมิลลิลิตร 
 

การทดสอบการยับยั้งการงอกของสปอรรา นําสปอรแขวนลอยของราและเซลล
แขวนลอยของเชื้อจุลินทรียทดสอบผสมใหเขากันในอัตรา 1:1 แลวหยดสารแขวนลอยดังกลาว
ปริมาตร 0.02 มิลลิลิตร ลงบนกระจกสไลดที่ผานการฆาเชื้อ นําไปบมในจานเลี้ยงเชือ้ที่รองดวย
กระดาษกรองชื้น บมเชื้อในสภาพอุณหภูมหิอง ใตแสง near UV สลับมืด 12 ช่ัวโมง เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง  ตรวจดูการงอกของสปอรดวยกลองจุลทรรศน และประเมนิระดับความสามารถของ            
ลินทรียในการยับยั้งการงอกของสปอรราดวยสายตา  ดังนี้ 
   

0 ความงอกและความยาว germ tube เทากับกรรมวิธีควบคมุ 
1    ความงอกเทากับหรือนอยกวากรรมวิธีควบคุม และ germ tube ยาวมากกวา 3 เทา

ของความยาวสปอร ( 3.73 x 12.13 ไมครอน ) 
2 ความงอกนอยกวากรรมวิธีควบคุม และ germ tube ยาวไมเกิน 3 เทาของความยาว

สปอร ( 3.73 x 12.13 ไมครอน ) 
3 ไมมีการงอกของสปอร 

   
  คัดเลือกจุลินทรียที่มีที่สามารถการยับยั้งการงอกของสปอรราในระดับ 2 และ 3 เพื่อ
ทําการทดสอบความสามารถในการเปนจลิุนทรียปฏิปกษในขั้นตอนตอไป 
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 2.2.2  ความสามารถในการยบัยั้งการสราง fruiting body ของรา C. gloeosporioides 
 

 ทําการทดลองและตรวจบันทึกผลเชนเดียวกับขอ  2.1.2 
  

2.2.3  ประสิทธิภาพการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลชมพู 
  

 จุลินทรียที่ใชทดสอบเปนจลิุนทรียที่มีประสิทธิภาพยับยั้งการสราง fruiting body ของ
ราจากวิธี leaf disk assay ในขอ 2.2.2  โดยเปนแบคทีเรีย 1 ไอโซเลตคือ D2835 และยสีต 2 ไอโซ
เลต คือ A3723 และ D4113 
 

นําผลชมพูที่มีอายุหลังเก็บเกีย่วประมาณ 24 ช่ัวโมง นาํมาลางทําความสะอาด ผ่ึงให
แหง ฆาเชื้อบริเวณผิวภายนอกดวย 70% ethyl alcohol หยดสปอรราหรือเซลลแขวนลอยของ จุลินท
รียปฏิปกษปริมาตร 0.02 มิลลิลิตร บนผิวผลชมพูโดยไมทําแผล ตามกรรมวิธีทดสอบเชนเดยีวกับ
ขอ 2.1.3 โดยทํากรรมวิธีละ 20 ซํ้า ใช 1 ผลตอ 1 ซํ้า เก็บผลชมพูไวในสภาพชื้นที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 7 วัน ตรวจและบันทึกผลการทดลองโดยวดัขนาดแผล 
 
3.   การทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรยีปฏปิกษท่ีคัดเลือกไดในการควบคุมโรคแอนแทรค          

โนสบนผลมะมวง
 

3.1  การควบคมุโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงน้ําดอกไม 
 

จุลินทรียปฏิปกษที่ใชทดสอบ 4 ไอโซเลต คือ 3103  3107 3503 ที่คัดเลือกไดจากการ
ทดลองในขอ 2.1 และยีสต D4113 ที่คัดเลือกไดจากขอ 2.2 

 
ใชผลมะมวงน้าํดอกไมที่มอีายุ 90-110 วัน อายุหลังเก็บเกีย่วไมเกิน 24 ช่ัวโมง นํามาลางทํา

ความสะอาดและตัดขั้วผลใหเหลือความยาว 1 เซนติเมตร ผ่ึงใหแหง ฆาเชื้อที่บริเวณผิวดวย 70% 
ethyl alcohol หยดสปอรเชื้อราหรือเซลลแขวนลอยของเชื้อจุลินทรียปฏิปกษปริมาตร 0.02 
มิลลิลิตรบนผิวผลมะมวง กรรมวิธีละ 20 ซํ้า ใช 1 ผลตอ 1 ซํ้า เก็บผลมะมวงในสภาพชื้นที่
อุณหภูมิหอง โดยมีกรรมวิธีทดสอบสําหรับจุลินทรียปฏิปกษแตละไอโซเลตเชนเดียวกับขอ 2.13  
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วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณโดยจดัทรีทเมนตแบบแฟคทอเรียล (Factorial 
Experiments in CRD) เพื่อศึกษาอิทธิพลของ 2 ปจจัย คือ ลําดับการใช จุลินทรียปฏิปกษ และชนิด
ของจุลินทรียปฏิปกษ 

 
ปจจัยที่ 1 ลําดบัการควบคุม มี 4 กรรมวิธี ไดแก กรรมวิธีที่ 1 ปลูกรา C. gloeosporioides 

เพียงอยางเดยีวเพื่อเปนกรรมวิธีควบคุม (Control) กรรมวิธีที่ 2 หยดเซลลแขวนลอยของจุลินทรีย
ปฏิปกษกอนการปลูกรา C. gloeosporioides เปนเวลา 12 ช่ัวโมง  กรรมวิธีที่ 3 หยดเซลลแขวนลอย
ของจุลินทรียปฏิปกษพรอมกับการปลูกรา  C. gloeosporioides  และกรรมวิธีที่ 4 หยดเซลล
แขวนลอยของจุลินทรียปฏิปกษหลังการปลูกรา C. gloeosporioides เปนเวลา 12 ช่ัวโมง  

 
ปจจัยที่สอง กรรมวิธีควบคุม โดยมีจุลินทรียปฏิปกษมี  4 ไอโซเลต ไดแก แบคทีเรีย ไอโซ

เลต3103  3107  3503 และยสีตไอโซเลต D4113 ตามลําดับ 
 

เมื่อทําการทดลองครบเวลา 7 วัน ตรวจและบันทึกผลการทดลองโดยการวัดขนาดแผล และ
บันทึกระดับการเกิดโรคตามลักษณะการเกดิแผลเชนเดยีวกับขอ 2.1.3 (ภาพที่ 3)  

 
3.2  การควบคมุโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงโชคอนันต  

 
จุลินทรียปฏิปกษที่ใชทดสอบ 3 ไอโซเลตคือ แบคทีเรีย 3103 3107 และยีสต D4113 

เปรียบเทียบกบัการใชสารเคมี azoxystrobin  ความเขมขน 500 ppm  (ช่ือการคา Amista R ) 
 
เตรียมมะมวงโชคอนันตระยะแกจดัมาผานขั้นตอนเตรยีมการทดลองเชนเดียวกับการ

ทดลองในขอ 3.1 
  
เมื่อทําการทดลองครบเวลา 7 วัน ตรวจและบันทึกผลการทดลองเชนเดียวกับการทดลองใน

ขอ 3.1  
 
 
 
 



 

23
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ภาพที่ 3  ระดบัการเกิดโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงโดยการปลูกราสาเหตุโรคแบบไมทําแผล 

 0   ไมเกิดจุดแผล 
   1    เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลางนอยกวา 1 มิลลิเมตร 
   2    เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลาง 1- 2 มิลลิเมตร 
   3    เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลาง 3- 10 มิลลิเมตร 
   4    เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลางมากกวา 10 มิลลิเมตร 
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4.  คุณลักษณะการเปนศัตรูธรรมชาติท่ีคดัเลือกไดตอความหลากหลายของรา  C. gloeosporioides   
 
 นําแบคทีเรียปฏิปกษ 3 ไอโซเลต ไดแก 3103 3107 และ 3503 มาทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งการเจริญเสนใยของรา C. gloeosporioides  ที่แยกไดจากแหลงตางๆ จํานวน 10 ไอโซเลต 
ดังนี้  ไอโซเลต  ไอโซเลต 351-02  และไอโซเลต 353-02 แยกไดจากผลเงาะที่มาจาก จ. จันทบุรี 
และมี 8 ไอโซเลต ที่แยกไดจากผลมะมวง 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. บานแพว จ. สมุทรสาคร  ไอโซเลต 
404-20 มาจาก จ. ลําพูน  และไอโซเลต 411-21 มาจาก จ. อุบลราชธานี  ทําการศึกษาตามขั้นตอน 
2.1.1 เพื่อศึกษาแนวโนมของประสิทธิภาพการควบคุมการเขาทําลายของรา C. gloeosporioides  ใน
สภาพแปลง 
  
5.  กลไกของจุลินทรียปฏปิกษในการยับยัง้รา C. gloeosporioides  
 

5.1  การยับยั้งการงอกของสปอรของรา C. gloeosporioides  
 
 นําสปอรแขวนลอยของรา ( 106 สปอรตอมิลลิลิตร) และเซลลแขวนลอยของจุลินทรีย
ปฎิปกษ ( 108 เซลลตอมิลลิลิตร) ผสมใหเขากันในอัตรา 1:1 แลวหยดสารแขวนลอยดังกลาว
ปริมาตร 0.02 มิลลิลิตร ลงบนกระจกสไลดที่ผานการฆาเชื้อ นําไปบมในจานเลี้ยงเชือ้ที่รองดวย
กระดาษกรองชื้น บมเชื้อในสภาพอุณหภูมหิองใตแสง near UV สลับมืด 12 ช่ัวโมง เปนเวลา 12 
และ 24  ช่ัวโมง  บันทึกผลการการงอกของสปอรรา   
 

5.2  การยับยั้งการเจริญของเสนใยรา C. gloeosporioides  
 
 หยดสปอรราบนกระจกสไลดที่ผานการฆาเชื้อแลวนํามาบมในจานเลี้ยงเชื้อที่รองดวย
กระดาษกรองชื้นบมเชื้อใตแสง near UV สลับมืด เปนเวลา 12 ช่ัวโมง แลวหยดเซลลแขวนลอยของ
จุลินทรียปฏิปกษผสมใหเขากัน บมเชื้อตอไปจนครบ 12 ช่ัวโมง นํามาตรวจดูลักษณะการเจริญเสน
ใยรา 
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6.  การจําแนกชนิดจุลินทรียปฏิปกษ 
 
 นําแบคทีเรียไอโซเลต 3103 3107 และ 3503 ที่ผานการคัดเลือกมาศึกษาคุณสมบัติของ
เซลลโดยตรวจดูการติดสแีกรม (gram stain) รูปรางลักษณะเซลล (cell morphology) การสรางเอน
โดสปอร (endospore formation) ดวยกลองจุลทรรศน และทําการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีบาง
ประการ  (Sneath, 1986) แลวสงไปจําแนกชื่อวิทยาศาสตรดวยวิธีทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีอีก
คร้ังจากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรสาธารณสุข  กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข   
 
 สําหรับยีสต D4113  จําแนกชื่อวิทยาศาสตรดวยการใช Biolog Microlog System โดย
สถาบันวิจัยวทิยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย 
 
7.  สถานที่ทําการวิจัย

 
 หองปฏิบัติการและเรือนปลูกพืชทดลองภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร กาํแพงแสน
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวดันครปฐม 
 
8.  ระยะเวลาทําการทดลอง

 
เร่ิมตั้งแตกุมภาพันธ 2547 ถึง กุมภาพนัธ 2549  
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ผลการทดลอง 
 
1.   การแยกและการเก็บรวบรวมจุลินทรียจากทรงพุมพืช
 

1.1  การแยกจลิุนทรียโดยใชอาหาร Nutrient Glucose Agar (NGA) 
 
 ระยะเวลาตั้งแตเดือนกุมภาพนัธถึงเดือนพฤษภาคม 2547 ไดทําการเก็บตัวอยางชอดอก และ
ผลออนจากสวนผลไมเขตรอนไดแก มะมวง ลําไย นอยหนา เงาะ และองุน ไดทั้งหมด 43 ตัวอยาง 
จากพื้นที่ อ. ดาํเนินสะดวก อ. บานโปง จ. ราชบุรี  อ. ศรีประจันต อ. เมือง  อ. ดอนเจดีย อ. อูทอง 
อ. สองพี่นอง จ. สุพรรณบุรี   อ. พนมทวน จ. กาญจนบุรี และ อ.ปากชอง จ. นครราชสีมา รวม 37 
สวน สามารถแยกจุลินทรียผิวพืชได 117 ไอโซเลต ทั้งหมดเปนแบคทีเรียในจํานวนนี้เปน  จุลินทรีย
ที่แยกไดจากดอก 33 ไอโซเลต ยอด 69 ไอโซเลต  และจากผลออน 15 ไอโซเลต (ตารางที่ 1) 
 

1.2  การแยกจลุินทรียโดยใชอาหาร Glucose Yeast Peptone Agar (GYPA) (Beech et al., 1971) 
 
ระยะเวลาตั้งแตเดือนกุมภาพนัธ ถึงเดือนพฤศจิกายน ไดทําการเก็บตวัอยางชอดอก และผล

ออนจากสวนผลไมเขตรอนในเขตภาคกลาง ไดแก จ. นครปฐม  จ. สมุทรสาคร  จ. ราชบุรี                    
จ. สุพรรณบุรี และ จ. กาญจนบุรี เขตภาคเหนือ ไดแก จ. ตาก และ จ. อุทัยธานี เขตภาคใต ไดแก      
จ. พังงา และ จ. นครศรีธรรมราช รวม 54 สวน นํามาแยกจุลินทรียจากผิวพืช ดวยวิธี dilution plate 
method บนผิวหนาอาหารแข็ง GYPA สามารถแยกจุลินทรียไดจากดอก 138 ไอโซเลต ยอด 67        
ไอโซเลต และผลออน 25ไอโซเลตรวมทั้งหมด 230 ไอโซเลต โดยการตรวจดใูตกลองจุลทรรศน 
(compound microscope) ทําใหสามารถจําแนกจุลินทรียดังกลาวไดเปน 2 กลุม ดังนี้ กลุมจุลินทรียที่
เซลลมีขนาดเล็กจนไมสามารถมองเห็นไดชัดเจนภายใตกําลังขยาย 400 เทา จึงจําแนกเปนแบคทเีรีย
จํานวน  54 ไอโซเลต และกลุมจุลินทรียที่เซลลมีขนาดใหญและสามารถมองเห็นการแตกหนอได
ชัดเจนภายใตกําลังขยาย 400 เทา ไดรับการจําแนกเปนยสีตจํานวน 176 ไอโซเลต (ตารางที่ 2 )   
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ตารางที่ 1  จุลินทรียผิวพืชทีแ่ยกไดจากทรงพุมไมผลเขตรอนบนผิวหนาอาหาร NGA 
 

จํานวนจุลินทรีย (ไอโซเลต) แหลง ชนิดพืช จํานวน
สวน ดอก ยอด ผลออน 

อ. ดําเนินสะดวก  จ.ราชบุรี ลําไย 1 2 – – 
 มะมวง 6 3 6 1 
อ. พนมทวน  จ. กาญจนบุรี องุน 2 – – 7 
 มะมวง 1 3 – 3 
อ. ศรีประจันต จ. สุพรรณบุรี มะมวง 4 5 4 – 
อ. เมือง   จ. สุพรรณบุรี มะมวง 3 7 – – 
อ. ดอนเจดีย จ. สุพรรณบุรี มะมวง 4 6 3 – 
อ. อูทอง  จ. สุพรรณบรี มะมวง 1 2 – – 
อ. ปากชอง จ. นครราชสีมา เงาะ 1 – – 4 
 นอยหนา 1 – 4 – 
 มะมวง 13 5 52 – 

รวม  37 33 69 15 
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ตารางที่ 2  จุลินทรียผิวพืชที่แยกไดจากทรงพุมไมผลเขตรอนบนผิวหนาอาหาร GYPA  
 

จํานวนจุลินทรีย (ไอโซเลต) แหลง ชนิดพืช จํานวน
สวน ดอก ยอด ผลออน 

อ. กําแพงแสน  จ. นครปฐม มะมวง 1 2 – – 
อ. บานแพว  จ. สมุทรสาคร มะมวง 4 11 – – 
อ. ปากทอ  จ. ราชบุรี มะมวง 6 26 – – 
อ. ดําเนินสะดวก  จ.ราชบุรี ลําไย 1 3 – – 
 มะมวง 6 13 13 – 
อ. เมือง  จ. ราชบุรี มะมวง 2 – 12 – 
อ. บานโปง  จ. ราชบุรี กระทอน 4 34 – 9 
อ. ทามะกา  จ. กาญจนบุรี ชมพู 2 6 – – 
อ. พนมทวน  จ. กาญจนบุรี องุน 1 – – 6 
อ. ศรีประจันต  จ. สุพรรณบุรี มะมวง 5 13 12 – 
อ. เมือง  จ. สุพรรณบุรี มะมวง 4 16 – 4 
อ. ดอนเจดีย  จ. สุพรรณบุรี มะมวง 2 4 2 – 
อ. อูทอง  จ. สุพรรณบุรี องุน 1 – – 6 
อ. พบพระ  จ. ตาก มะมวง 1 1 – – 
อ. ลานสัก  จ. อุทัยธานี มะมวง 1 1 – – 
อ. ปากชอง  จ. นครราชสีมา เงาะ 1 – – 1 
 นอยหนา 1 2 – – 
 มะมวง 8 – 28 – 
อ. ลานสกา  จ. นครศรีธรรมราช เงาะ 2 6 – – 
อ. ตะกัว่ทุง  จ. พังงา เงาะ 1 1 – – 

รวม  54 138 67 25 
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2.  การคัดเลือกจุลินทรียปฏปิกษตอรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนส
ของมะมวง 

 
2.1  การคัดเลือกจุลินทรียทีแ่ยกไดโดยใชอาหาร NGA  

   
2.1.1  ความสามารถในการยบัยั้งการเจริญเสนใยของรา  C. gloeosporioides  

 
จากการทดสอบความสามารถของจุลินทรีย 117 ไอโซเลต ในการยับยั้งการเจริญของ

เสนใยรา C. gleosporioides บนอาหาร PDA พบวาจุลินทรีย 82 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญ
ของโคโลนีราไดทําใหมีขนาดเล็กกวากรรมวิธีควบคุมโดยพบรูปแบบการยับยั้งทีแ่ตกตางกัน 2 
รูปแบบคือ การเกิดบริเวณใสที่เรียกวา inhibition zone หรือ clear zone ซ่ึงพบไดมากกวารูปแบบที่ 
จุลินทรียมีการเจริญอยางรวดเร็วจนสามารถจํากัดบริเวณการเจริญของโคโลนีของรา (ตารางที่ 3 
และภาพที่ 4) โดยในกลุมทีแ่สดงการยับยัง้การเจริญของราไดนี้เปนจุลินทรียที่แยกไดจากสวนตางๆ 
ของทรงพุมไมผลไดแก ดอก 24 ไอโซเลต ยอด 33 ไอโซเลตและผลออน 3 ไอโซเลต ตามลําดับ 

 
2.1.2  ความสามารถในการยบัยั้งการสราง fruiting body ของรา  C. gloeosporioides โดยวิธี 

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

อาหาร PDA จํานวน 30 ไอโซเลตมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการพัฒนาโครงสรางของรา 
C. gloeosporioides  ดวยวิธี leaf disk assay พบวา มีจุลินทรีย 12 ไอโซเลต ไดแก 0303 2703 2803 
3005 3102 3103 3107 3201 3503 3506 4101 และ 4102 ทําใหราไมสามารถสราง fruiting body 
(ระดับการสราง fruiting body เทากับ 0) (ตารางที่ 4 ) เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่หยดสปอร
แขวนลอยของรา C. gloeosporioides  เพียงอยางเดยีวซ่ึงมปีริมาณ  fruiting body  100 เปอรเซ็นต
ของพื้นที่ leaf disk (ระดับการสราง fruiting body เทากับ 4.0) 
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2.1.3  ความสามารถในการยบัยั้งการเขาทําลายของรา C. gloeosporioides บนใบพืช 
 
  ทดสอบความสามารถในการควบคุมโรคดวยวิธี detached leaf technique พบวาการ
ใชจุลินทรียปฏิปกษทุกไอโซเลตกอนการปลูกราเปนเวลา 12 ช่ัวโมง สามารถลดการเกิดโรคบนใบ
พืชไดอยางมนียัสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม และพบวาเมื่อใชจุลินทรยีปฏิปกษพรอม
กับการปลูกราสาเหตุโรคเกือบทุกไอโซเลตสามารถลดความรุนแรงของโรคไดเชนกัน แตการใช         
จุลินทรียปฏิปกษหลังการปลูกราเปนเวลา 12 ช่ัวโมง พบการเกิดโรคในระดับใกลเคยีงกับกรรมวิธี
ควบคุม จุลินทรีย 2 ไอโซเลตไดแก  3503และ3201 โดยการใชกอน พรอม และหลังปลูกรามีระดบั
การเกิดโรคต่ํากวากรรมวิธีควบคุมอยางมนีัยสําคัญ โดยไอโซเลต 3503 มีระดับการเกิดโรคเทากับ 
0.4  0.0 และ 1.0 และไอโซเลตมีระดับการเกิดโรค 0.67 0.25 และ 1.17 ตามลําดับ (ตารางที่ 5 และ 
ภาพที่ 2) 
 
ตารางที่ 3  ประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษที่แยกไดจากทรงพุมไมผลเขตรอนในยับยั้งการเจรญิ

ของเสนใยรา C. gloeosporioides บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 
 

ไอโซเลต เสนผาศูนยกลาง
โคโลนี (cm) การยับยั้ง(%)  ไอโซเลต เสนผาศูนยกลาง

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  (ตอ) 
 

ไอโซเลต เสนผาศูนยกลาง
โคโลนี (cm) การยับยั้ง(%)  ไอโซเลต เสนผาศูนยกลาง

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 โดยจุลินทรียผิวพืชที่แยกไดจากอาหาร NG
ก. Control, ข., ค., ง.,จ. และฉ. คือ จุลินทรียไอโซเลต 24
ตามลําดับ 

 
 
 
 
 

ข.
 ง. 

0

ง.
 ฉ. 
ฉ.
ภาพ dual culture บนอาหาร    
A  
3 ,3103,3107, 3201 และ 3503    



 

33

ตารางที่ 4  ประสิทธิภาพของจุลินทียปฏิปกษในการยับยัง้การสราง fruiting body ของรา                             
C. gloeosporioides  ดวยวิธี 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  ไมพบ fruiting body 
   1  มีปริมาณ fruitng body  1 – 25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
   2  มีปริมาณ fruitng body  26 – 50 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
   3 มีปริมาณ fruitng body  51 – 75 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
   4  มีปริมาณ fruitng body  76 – 100 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
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ตารางที่ 5  ประสิทธิภาพการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนใบมะมวงของจุลินทรียปฏิปกษโดยการ
ปลูกราสาเหตุโรคดวยวิธี detached leaf แบบไมทําแผล 

 
ระดับการเกิดโรค2/

ไอโซเลต ปลูกแบคทีเรียปฏิปกษ
กอนรา 12 ช.ม. 

ปลูกแบคทีเรียปฏิปกษ
พรอมรา 

ปลูกแบคทีเรียปฏิปกษ
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/ ตัวอักษรที่เหมือนกนัในแนวตั้งไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตตามวิธี 

Duncan’s multiple range test 
2/  0 ไมเกิดจุดแผล 
   1  เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลางนอยกวา 1 มิลลิเมตร 
   2  เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลาง 1- 2 มิลลิเมตร 
   3 เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลาง 3- 10 มิลลิเมตร 
   4 เกิดจดุแผลขนาดเสนผาศูนยกลางมากกวา 10 มลิลิเมตร 
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ค. ข. ก. 

3103 
2803 

3102 
2703 

3005 
0303 

H2O 
CG 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 5  ประสิทธิภาพการปองกันใบพืชของแบคทีเรียปฏิปกษจากการเขาทําลายโดยรา                  
C. gloeosporioides  
ก. หยดเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปกษกอนสปอรแขวนลอยเปนเวลา 12 ช่ัวโมง 
ข. หยดเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปกษพรอมสปอรแขวนลอย   
ค. หยดเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปกษหลังสปอรแขวนลอยเปนเวลา 12 ช่ัวโมง 
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2.2  การคัดเลือกจุลินทรียทีแ่ยกไดโดยใชอาหาร GYPA 
 

 2.2.1  ความสามารถในการยับยั้งการงอกของสปอรรา  C. gloeosporioides  
 
 เมื่อนําจุลินทรยีที่แยกไดจากทรงพุมพืชจํานวน 230 ไอโซเลต มาทดสอบ
ความสามารถในการยับยั้งการงอกของสปอรรา C. gloeosporoides พบวาแบคทีเรีย 33 ไอโซเลตมี
แนวโนมเปนจุลินทรียปฏิปกษโดยยับยั้งการงอกของสปอรราไดโดยแบงออกเปน 3 ระดับ  ดังนี้ 13 
ไอโซเลตสามารถยับยั้งการงอกของสปอรได 100 เปอรเซ็นต (ระดับการยับยั้งเทากับ 3)  11 และ 19 
ไอโซเลตที่สามารถลดอัตราการงอกและความยาว germ tube ของสปอรไดในระดับด ี(ระดับการ
ยับยั้งเทากับ 2) และพอใช (ระดับการยับยั้งเทากับ1) ตามลําดับ (ตารางที่ 6) ในกลุมยสีตพบวามี
จํานวน 161 ไอโซเลตที่สามารถยับยั้งการงอกของสปอรราไดโดยแบงออกเปน 3 ระดับ ดังนี้ 4     
ไอโซเลตที่สามารถยับยั้งการงอกได 100 เปอรเซ็นต (ระดับการยับยั้งเทากับ 3)  26 ไอโซเลต
สามารถลดอัตราการงอกและความยาว  germ tube ของสปอรไดดี (ระดบัการสรางเทากับ 2) และมี 
131 ไอโซเลต ที่ลดอัตราการงอกของสปอรและความยาว germ tube ไดในระดบัพอใช (ระดับการ
ยับยั้งเทากับ 1) (ตารางที่ 6 และภาพที่ 6)  
 

 2.2.2  ความสามารถในการยบัยั้งการสราง fruiting body ของรา C. gloeosporioides 
 
นําจุลินทรียทีผ่านการคัดเลือกจากขอ 2.2.1 มาทดสอบความสามารถในการยับยั้ง

การพัฒนาโครงสราง fruiting body ของราบน leaf disk  พบวาจากแบคทีเรียทั้งหมด 24 ไอโซเลต 
เกือบทุกไอโซเลตมีความสามารถยับยั้งการสราง fruiting body ของราได โดยมี 8 ไอโซเลต ที่มี
ประสิทธิภาพทําใหราไมสามารถสราง fruiting body (ระดับการสราง fruiting body เทากับ 0.0) 
ไดแก ไอโซเลต D2835 B6622 A7613 A7834 A8034 B8041 A8054 และA8112 เปรียบเทียบกับ
กรรมวิธีควบคมุที่มีปริมาณ fruiting body 100 เปอรเซ็นต (ระดับการสราง fruiting body เทากับ 
4.0) (ตารางที่ 7) ในขณะทีก่ารทดสอบยีสตทั้งหมด 30 ไอโซเลต มี 19 ไอโซเลตที่แสดง
ความสามารถในการยับยั้งการสราง fruiting body โดยมี 3 ไอโซเลต ที่แสดงประสิทธิภาพดีในการ
ยับยั้ง fruiting body คือไอโซเลต A3723 D4113 และ A4133 โดยมีระดบัการสราง fruiting body 
เทากับ 0.4  0.6 และ 0.6 ตามลําดับ เมื่อเทียบกับกรรมวธีิควบคุมที่มีระดับ fruiting body เทากับ 4.0 
(ตารางที่ 8 และภาพที่ 7)  

 



 

37

ตารางที่ 6  การยับยั้งการงอกของสปอรรา C. gloeosporioides โดยจุลินทรียผิวพืชทีแ่ยกไดจาก
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 เทากับกรรมวิธีควบคุม 
   1 ความงอกงอกเทากับหรือนอยกวากรรมวิธีควบคุม และ germ tube ยาวมากกวา 3 เทาของ

ความยาวสปอร ( 3.73 x 12.13 ไมครอน ) 
   2 ความงอกนอยกวากรรมวิธีควบคุม และ germ tube ยาวไมเกิน 3 เทาของความยาวสปอร       

( 3.73 x 12.13 ไมครอน ) 
   3 ไมมกีารงอกของสปอร 
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ภาพที่ 6   การยับยั้งการงอกของสปอรรา C. gloeoesporioides โดยจุลินทรียผิวพืชทีแ่ยกไดโดยใช

อาหาร GYPA  
ก., ข. ระดับการยับยั้งเทากับ 0   ความงอกและความยาว germ tube เทากับกรรมวิธี

ควบคุม 
ค., ง. ระดับการยับยั้งเทากับ 1   ความงอกเทากับหรือนอยกวากรรมวิธีควบคุม และ germ 

tube ยาวมากกวา 3 เทาของความยาวสปอร ( 3.73 x 12.13 ไมครอน ) 
จ., ฉ. ระดับการยับยั้งเทากับ 2  ความงอกนอยกวากรรมวิธีควบคุม และ germ tube ยาว      

ไมเกิน 3 เทาของความยาวสปอร ( 3.73 x 12.13 ไมครอน ) 
ช., ซ. ระดับการยับยั้งเทากับ 3  ไมมีการงอกของสปอร 
ฌ.  กรรมวิธีควบคุม 
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ฌ. 

ซ. ช. 

ฉ. จ. 

ง. ค. 

ข. ก. 
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ตารางที่ 7  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการยบัยั้งการสราง fruiting body ของรา               
C. gloeosporioides  ดวยวิธี 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  ไมพบ fruiting body 
   1  มีปริมาณ fruitng body  1 – 25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
   2  มีปริมาณ fruitng body  26 – 50 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
   3 มีปริมาณ fruitng body  51 – 75 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
   4  มีปริมาณ fruitng body  76 – 100 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
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ตารางที่ 8  ประสิทธิภาพของยีสตปฏิปกษในการยับยั้งการสราง fruiting body ของรา                     
C. gloeosporoides ดวยวิธี 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  ไมพบ fruiting body 
   1  มีปริมาณ fruitng body  1 – 25 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
   2  มีปริมาณ fruitng body  26 – 50 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
   3 มีปริมาณ fruitng body  51 – 75 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
   4  มีปริมาณ fruitng body  76 – 100 เปอรเซ็นตของพื้นที่ leaf disk 
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B C 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y 

Y  
C 

ข. 
 

  
ภาพที่ 7   การยับยั้งการสราง fruiting body ของรา Colletotrichum gloeosporioides โดย        

จุลินทรียปฏิปกษ ดวยเทคนคิ leaf disk assay หลังการบมเชื้อ 7 วัน 
ก. แบคทีเรียปฏิปกษ D2835, ข. ยีสตปฏิปกษ D4113 
C.  กรรมวิธีควบคุมโดยการปลูกรา C. gloeosporioides เพียงอยางเดียว 
B.  กรรมวิธีทดสอบ (แบคทเีรียปฏิปกษ) 
Y.  กรรมวิธีทดสอบ (ยีสตปฏิปกษ) 
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2.2.3  ประสิทธิภาพการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลชมพู 
 

 การทดสอบการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลชมพู พบวา แบคทีเรีย D2835 
และยีสต D4113 สามารยับยัง้การเกิดโรคได โดยการใชจลิุนทรียกอนการปลูกราเปนเวลา 12 
ช่ัวโมง แบคทเีรีย D2835 มีประสิทธิภาพในการลดขนาดแผลไดดกีวาการใชยีสต D4113 และเมื่อมี
การใชจุลินทรยีพรอมและหลังการปลูกราเปนเวลา 12 ช่ัวโมง จุลินทรยีทั้งสองไอโซเลตมี
ประสิทธิภาพควบคุมโรคเทาเทียมกนัโดยแบคทีเรีย D2835 มีขนาดเสนผาศูนยกลางแผล 5.00 6.90
และ11.30 มิลลิเมตร ตามลําดับ เมื่อเทียบกบักรรมวิธีควบคุมที่ปลูกรา C. gloeosporioides เพียง
อยางเดยีวซ่ึงมขีนาดแผล 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  ประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลชมพูที่เกิด

จากการปลูกรา C. gloeosporioides แบบไมทําแผล หลังบมเชื้อไวที่อุณหภูมิหองเปน
ระยะเวลา 7 วนั 

 
ขนาดแผล (มิลลิเมตร) ไอโซเลต 

Controla/ กอน 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/ ตัวอักษรที่เหมือนกนัในแนวนอนไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตตาม
วิธี Duncan’s multiple range test 

a/  หยดสปอรรา C. gloeosporioides เพียงอยางเดยีว 
b/   หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษกอนหยดสปอรรา C. gloeosporioides 12  ช่ัวโมง  
c/  หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษพรอมกับสปอรรา C. gloeosporioides 
d/  หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษหลังหยดสปอรรา 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  การควบคุมการเกดิโรคแอนแทรคโนสบนผลชมพูโดยจุลินทรียปฏิปกษไอโซเลตตางๆ  
หลังการบมเชือ้ที่อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 7 วัน 
 ก., ข. และ ค. คือ แบคทีเรีย D2835, ยีสต A3723 และยสีต D4113 ตามลําดับ                    
เรียงลําดับกรรมวิธีทดลองตามแถวในแนวตั้งของชมพูโดยเริ่มจากจากซายมือไปขวามือ 
ดังนี ้
1  กรรมวิธีควบคุมโดยการปลูกรา C. gloeosporioides เพียงอยางเดียว 
2  การใชจุลินทรียปฏิปกษกอนการปลูกรา 12 ช่ัวโมง 

 3  การใชจุลินทรียปฏิปกษพรอมกับการปลูกรา 
 4  การใชจุลินทรียปฏิปกษหลังการปลูกรา 12 ช่ัวโมง 
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3.  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อจุลินทรียปฏิปกษท่ีคัดเลือกไดในการควบคุมโรคแอนแทรค     
โนสบนผลมะมวง 

 
3.1  การควบคมุโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงน้ําดอกไม 

  
 เมื่อนําผลที่ไดจากการทดลองมาวิเคราะหขอมูลทางสถิติและเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี 

Duncan’s multiple range test  พบวาปจจัยที่ 1 ลําดับการควบคุมโรค และปจจัยที่ 2 กรรมวิธีควบคุม
โรคไมมีอิทธิพลรวมกัน  
 

 ยีสตไอโซเลต D4113 แบคทีเรีย 3107 และ3103 สามารถควบคุมโรคแอนแทรคโนสได
แตกตางอยางมีนัยสําคัญยิ่งจากกรรมวิธีควบคุม เมื่อทําการควบคุมพรอมและกอนการปลูกรา เปน
เวลา 12 ช่ัวโมง สามารถควบคุมโรคไดดีกวาการควบคมุภายหลังการปลูกรา โดยการหยดเซลล
แขวนลอยของยีสต D4113 พรอมและกอนการปลูกราสาเหตุโรคเปนเวลา 12 ช่ัวโมงมี
ประสิทธิภาพควบคุมโรคดีที่สุด โดยมีขนาดแผล 1.2 และ 1.3 มิลลิเมตร ตามลําดับเปรียบเทียบกับ
กรรมวิธีควบคมุโดยการปลูกราสาเหตุโรคเพียงอยางเดียวที่มีขนาดแผล 5.4 มิลลิเมตร รองลงมาคือ
แบคทีเรีย 3107 ที่มีขนาดแผล 1.6 มิลลิเมตร เทากันทั้งการใชพรอมและกอนกับการปลูกราสาเหตุ
โรค ในขณะทีก่รรมวิธีควบคมุมีขนาดแผล 5.3 มิลลิเมตร เมื่อใชจุลินทรยีหลังการปลูกราเปนเวลา 
12 ช่ัวโมง พบวาการใชแบคทีเรีย 3107 มีแนวโนมการควบคุมโรคไดดีกวาการใชยีสต D4113 โดย
มีขนาดแผล 2.5 และ 3.9 มิลลิเมตร ตามลําดับ (ตารางที่ 10) เมื่อเปรียบเทียบระดับการเกิดโรคพบวา
กรรมวิธีการใชยีสต D4113 และแบคทีเรีย 3107 พรอมและกอนการปลูกราสาเหตุโรคเปนเวลา 12 
ช่ัวโมงมีระดับการเกิดโรคต่ํากวากรรมวิธีอ่ืนๆ   (ตารางที่ 11และภาพที่ 9-11) 
 

 3.2  การควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงโชคอนนัต 
 

เมื่อนําขอมูลที่ไดจากการทดลองมาวิเคราะหคาทางสถิติและเปรียบเทยีบเปรียบเทียบ
คาเฉลี่ยดวยวธีิ Duncan’s multiple range test พบวาปจจยัที่ 1 ลําดับการควบคุมโรค และปจจยัที่ 2 
กรรมวิธีควบคมุโรคไมมีอิทธิพลรวมกัน  
 

การใชจุลินทรยีปฏิปกษหรือการใชสารเคมี azoxystrobin ความเขมขน 500 ppm กอนการ
ปลูกราเปนเวลา 12 ช่ัวโมงและพรอมกับการปลูกรา สามารถลดการเกิดโรคไดมากกวาการใชหลัง
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การปลูกราเปนเวลา 12 ช่ัวโมง โดยการใชสารเคมี azoxystrobin ความเขมขน 500 ppm สามารถลด
การเกิดโรคไดแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติจากการใชจุลินทรียปฏิปกษ (ตารางที่ 12 และ13) 
โดยการใชสารเคมี azoxystrobin มีระดับการเกิดโรคเทากับ 0.34 0.92 และ 0.43 เมื่อใชกอนการ
ปลูกราเปนเวลา 12 ช่ัวโมงพรอมกับการปลูกรา และหลังการปลูกราเปนเวลา 12 ช่ัวโมง ตามลําดบั 
เปรียบเทียบกบัระดับการเกดิโรคในกรรมวิธีควบคุม 2.87 รองลงมาคือยีสต D4113 มีระดับการเกิด
โรค 0.98 0.75 และ 1.20 เปรยีบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 2.73 ในขณะทีแ่บคทีเรีย 3103 และ3107 
ใหผลไมแตกตางกัน (ภาพที่ 12-14) 
 
ตารางที่ 10   อิทธิพลของจุลินทรียปฏิปกษตอขนาดแผลของโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมว         

น้ําดอกไม โดยการปลูกราสาเหตุโรคแบบไมทําแผล หลังบมเชื้อที่อุณหภูมหิองเปน
ระยะเวลา 7 วนั  

 
ขนาดแผล (มิลลิเมตร) 

กรรมวิธีควบคุม 
Controla/  กอน 12 ช.ม.b/  0 ช.ม.c/ หลัง 12 ช.ม.d/

คาเฉลี่ยอิทธิพลของ 
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 
คาเฉลี่ยอิทธิพลของ
ลําดับการควบคุม 5.36 a2/ 1.76   c 1.59   c 4.17  b  

 
1/’2/ตัวอักษรที่เหมือนกนัในแนวตั้งและแนวนอนตามลําดับไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตตามวธีิ Duncan’s multiple range test 

a/  หยดสปอรรา C. gloeosporioides เพียงอยางเดยีว 
b/   หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษกอนหยดสปอรรา C. gloeosporioides 12  ช่ัวโมง  
c/  หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษพรอมกับสปอรรา C. gloeosporioides 
d/  หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษหลังหยดสปอรรา C. gloeosporioides 12 ช่ัวโมง 
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ตารางที่ 11   อิทธิพลของจุลินทรียปฏิปกษตอระดับการเกิดโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวง 
น้ําดอกไมโดยการปลูกราสาเหตุโรคแบบไมทําแผลหลังบมเชื้อที่อุณหภูมิหองเปน
ระยะเวลา 7 วนั  

 
ระดับการเกิดโรค 

กรรมวิธีควบคุม 
Controla/  กอน 12 ช.ม.b/  0 ช.ม.c/ หลัง 12 ช.ม.d/

คาเฉลี่ยอิทธิพลของ 
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 
คาเฉลี่ยอิทธิพลของ
ลําดับการควบคุม 2.87 a2/ 1.16   c 1.03   c 2.05  b  

 
1/’2/ตัวอักษรที่เหมือนกนัในแนวตั้งและนอนตามลําดับไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 

95 เปอรเซ็นตตามวิธี Duncan’s multiple range test 
a/  หยดสปอรรา C. gloeosporioides เพียงอยางเดยีว 
b/   หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษกอนหยดสปอรรา C. gloeosporioides 12  ช่ัวโมง  
c/  หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษพรอมกับสปอรรา C. gloeosporioides 
d/  หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษหลังหยดสปอรรา C. gloeosporioides 12 ช่ัวโมง 
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ข. 

ง. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก. 

ค. 
 

จ. 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 9  อาการโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงน้ําดอกไม เมื่อหยดเซลลแขวนลอยของจุลินทรีย

ปฏิปกษกอนปลูกรา Colletotrichum gloeosporioides เปนเวลา 12 ช่ัวโมง และบมเชื้อที่
อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 7 วัน 

 ก.  แบคทีเรีย 3103 
 ข.  แบคทีเรีย 3107 
 ค.  แบคทีเรีย 3503 
 ง.  ยีสต D4113 
 จ.  กรรมวิธีควบคุมโดยการปลูกรา C. gloeosoporioides เพียงอยางเดียว 
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จ. 

ค. 

ข. ก. 

ง. 

 
 
ภาพที่ 10  อาการโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงน้ําดอกไมเมื่อหยดเซลลแขวนลอยของจุลินทรีย   

ปฏิปกษพรอมปลูกรา Colletotrichum gloeosporioides และบมเชื้อที่อุณหภูมิหองเปน
ระยะเวลา 7 วนั 
ก.  แบคทีเรีย 3103 
ข.  แบคทีเรีย 3107 
ค.  แบคทีเรีย 3503 
ง.  ยีสต D4113 
จ.  กรรมวิธีควบคุมโดยการปลูกรา C. gloeosoporioides เพียงอยางเดียว 
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จ. 

ค. 

ข. ก. 

ง. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 11  อาการโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงน้ําดอกไม เมื่อหยดเซลลแขวนลอยของจุลินทรีย 

ปฏิปกษหลังปลูกรา Colletotrichum gloeosporioides เปนเวลา 12 ช่ัวโมง และบมเชื้อที่
อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 7 วัน 

 ก.  แบคทีเรีย 3103 
ข.  แบคทีเรีย 3107 
ค.  แบคทีเรีย 3503 
ง.   ยีสต D4113 
จ.  กรรมวิธีควบคุมโดยการปลูกรา C. gloeosoporioides เพียงอยางเดียว 
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ตารางที่ 12    อิทธิพลของจุลินทรียปฏิปกษตอขนาดแผลของโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวง              
โชคอนันตโดยการปลูกราสาเหตุโรคแบบไมทําแผลหลังบมเชื้อที่อุณหภูมหิองเปน
ระยะเวลา 7 วนั  

 
ขนาดแผล (มิลลิเมตร) 

กรรมวิธีควบคุม 
Controla/  กอน 12 ช.ม.b/  0 ช.ม.c/ หลัง 12 ช.ม.d/

คาเฉลี่ยอิทธิพลของ 
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 
คาเฉลี่ยอิทธิพลของ
ลําดับการควบคุม 4.49 a2/    0.96  c      1.15  bc    1.36  b  

 
1/’2/ตัวอักษรที่เหมือนกนัในแนวตั้งและแนวนอนตามลําดับไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตตามวธีิ Duncan’s multiple range test 

3/  สารเคมี azoxystrobin ความเขมขน 500 ppm 
a/  หยดสปอรรา C. gloeosporioides เพียงอยางเดยีว 
b/   หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษกอนหยดสปอรรา C. gloeosporioides 12  ช่ัวโมง  
c/  หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษพรอมกับสปอรรา C. gloeosporioides 
d/  หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษหลังหยดสปอรรา C. gloeosporioides 12 ช่ัวโมง 
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ตารางที่ 13    อิทธิพลของจุลินทรียปฏิปกษตอระดับการเกิดโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวง             
โชคอนันตโดยการปลูกราสาเหตุโรคแบบไมทําแผลหลังบมเชื้อที่อุณหภูมหิองเปน
ระยะเวลา 7 วนั  

 
ระดับการเกิดโรค 

กรรมวิธีควบคุม 
Controla/  กอน 12 ช.ม.b/  0 ช.ม.c/ หลัง 12 ช.ม.d/

คาเฉลี่ยอิทธิพลของ 
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 
คาเฉลี่ยอิทธิพลของ
ลําดับการควบคุม 2.81 a2/ 0.92  c 0.97  c 1.18  b  

 
1/’2/ตัวอักษรที่เหมือนกนัในแนวตั้งและแนวนอนตามลําดับไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตตามวธีิ Duncan’s multiple range test 

3/  สารเคมี azoxystrobin ความเขมขน 500 ppm 
a/  หยดสปอรรา C. gloeosporioides เพียงอยางเดยีว 
b/   หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษกอนหยดสปอรรา C. gloeosporioides 12  ช่ัวโมง  
c/  หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษพรอมกับสปอรรา C. gloeosporioides 
d/  หยดเซลลแขวนลอยของจลิุนทรียปฏิปกษหลังหยดสปอรรา C. gloeosporioides 12 ช่ัวโมง 
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จ. 

ง. 

ข. ก. 
 

ค. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 12   อาการโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงโชคอนันต เมื่อหยดเซลลแขวนลอยของ            

จุลินทรียปฏิปกษกอนปลูกรา Colletotrichum gloeosporioides เปนเวลา 12 ช่ัวโมง และ
บมเชื้อที่อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 7 วนั 
ก.  แบคทีเรีย 3103 
ข.  แบคทีเรีย 3107 
ค.  ยีสต D4113 
ง.  สารเคมี azoxystrobin ความเขมขน 500 ppm 
จ.  กรรมวิธีควบคุมโดยการปลูกรา C. gloeosoporioides เพียงอยางเดียว 
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 จ. 

ง. 

ข. ก. 

ค. 

 
ภาพที่ 13   อาการโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงโชคอนันต เมื่อหยดเซลลแขวนลอยของ            

จุลินทรียปฏิปกษพรอมกับปลูกรา Colletotrichum gloeosporioides และบมเชื้อที่
อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 7 วัน 
ก.  แบคทีเรีย 3103 
ข.  แบคทีเรีย 3107 
ค.  ยีสต D4113 
ง.  สารเคมี azoxystrobin ความเขมขน 500 ppm 
จ.  กรรมวิธีควบคุมโดยการปลูกรา C. gloeosoporioides เพียงอยางเดียว 
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ง. 

ข. ก. 

ค. 

จ. 
 
ภาพที่ 14   อาการโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงโชคอนันต เมื่อหยดเซลลแขวนลอยของ                

จุลินทรียปฏิปกษหลังปลูกรา Colletotrichum gloeosporioides เปนเวลา 12 ช่ัวโมง และ
บมเชื้อที่อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 7 วนั 
ก.  แบคทีเรีย 3103 
ข.  แบคทีเรีย 3107 
ค.  ยีสต D4113 
ง.  สารเคมี azoxystrobin ความเขมขน 500 ppm 
จ.  กรรมวิธีควบคุมโดยการปลูกรา C. gloeosoporioides เพียงอยางเดียว 
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4.  คุณลักษณะการเปนศัตรูธรรมชาติท่ีคดัเลือกไดตอความหลากหลายของรา  C. gloeosporioides   
 

แบคทีเรียปฏิปกษทั้ง 3 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจรญิของโคโลนีรา C. gloeosporioides 
ทั้ง 10 ไอโซเลตที่มีความหลากหลายของแหลงที่มาได โดยทําใหเกดิบริเวณ inhibition zone บน
อาหารเลี้ยงเชือ้เชนเดยีวกับผลการทดลองในราไอโซเลต CG-395 และพบวา แบคทเีรีย 3107 
สามารถยับยั้งการเจริณของโคโลนีราไดดีที่สุดโดยมีคาเฉลี่ยการยับยั้งเทากับ 53.48 เปอรเซ็นต
รองลงมาคือ 3103 และ 3503 มีคาเฉลี่ยการยับยั้งได 46.93 และ 40.18 เปอรเซ็นต ตามลําดับ      
(ตารางที่ 14) 

 
ตารางที่ 14   ประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเสนใยรา  C. gloeosporioides ไอโซเลตตางๆ 

โดยแบคทีเรียปฏิปกษ 
 

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 

คาเฉลี่ย 7.61 0 3.96 46.93 3.39 53.48 4.42 40.18 
 

1/ ตัวอักษรที่เหมือนกนัในแนวนอนไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตตาม
วิธี Duncan’s multiple range test 
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5.  กลไกของจุลินทรียปฏปิกษในการยับยัง้รา C. gloeosporioides  
 

5.1  การยับยั้งการงอกของสปอรของรา C. gloeosporioides  
 
หลังการบมเชือ้ 24 ช่ัวโมง พบวาการใชเซลลแขวนลอยของจุลินทรียปฏิปกษทุกไอโซเลต

สามารถยับยั้งการงอกของสปอรได โดยแบคทีเรีย 3103 และ 3503สามารถยับยั้งการงอกของสปอร
ไดดีกวากรรมวิธีอ่ืนๆ โดยมกีารงอกของสปอร 17.00 และ 5.33 เปอรเซ็นต ขณะที่กรรมวิธีควบคุม
โดยการหยดสปอรแขวนลอยเพยีงอยางเดยีวมกีารงอก 94.67 เปอรเซ็นต การใชเซลลแขวนลอยของ
จุลินทรียปฏิปกษสามารถยับยั้งการงอกของสปอรราและความยาวของ germ tube ไดดีกวาการใช 
culture filtrate แตพบวาการใช culture filtrate ของยีสต D4113 ไมสามารถยับยั้งการงอกของสปอร
และความยาวของ germ tube ได (ตารางที่ 15)   การพัฒนา germ tube ของรา C.gloeosporioides  ที่
งอกมีลักษณะอวนเปนขอปลองและโปงพองในการใช culture filtrate และเซลลแขวนลอยของ
แบคทีเรีย (ภาพที่ 15)  

 
5.2  การยับยั้งการเจริญของเสนใยรา C. gloeosporioides  

 
การใชเซลลแขวนลอยและ culture filtrate ของแบคทีเรีย3103 3107 และ 3503 สามารถ

ยับยั้งการเจรญิของเสนใยรา C. gloeosporioides โดยทําใหเสนใยเกิดอาการโปงพองเปนขอปลอง
และแตกแขนงนอยกวาปกตเิมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม การใชเซลลแขวนลอยของยีสต D4113
สามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยไดเชนกนั แตไมพบการยับยั้งการเจริญของเสนใยเมื่อใช culture 
filtrare ของยสีต (ตารางที่ 16 และภาพที่ 16) 
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ตารางที่ 15  อิทฺธิพลของเซลลแขวนลอยและ culture filtrate ของจุลินทรียปฏิปกษตอการงอกของ
สปอรรา C. gloeosporioides หลังการทดสอบและบมเชื้อไวเปนเวลา 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/ ตัวอักษรที่เหมือนกนัในแนวตั้งไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตตามวิธี 
Duncan’s multiple range test 
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ภาพที่15  กลไกการยับยั้งการงอกและความยาวของ germ tube จากสปอรรา     Colletotrichum  

gloeosporiodes โดยการหยดเซลลแขวนลอยหรือ culture filtrate ของจุลินทรียปฏิปกษบน
แผนสไลดพรอมสปอรแขวนลอยของรา บมในสภาพชืน้เปนเวลา 24 ช่ัวโมง                ที่
กําลังขยาย 400 เทา (a : สปอรงอกปกต;ิ  b: germ tube โปงพอง; c: germ tube โปงพอง
เล็กนอยและเปนขอปลอง) 
ก.  เซลลแขวนลอยของ 3103 

 ข.  เซลลแขวนลอยของ 3107 
 ค.  เซลลแขวนลอยของ 3503 
 ง.   เซลลแขวนลอยของ D4113 
 จ.  culture filtrate 3103 
 ฉ.  culture filtrate 3107 
 ช.  culture filtrate 3503 

 ซ.  culture filtrate D4113 
ฌ.   สปอรแขวนลอย C. gloeosporioides 
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ตารางที่ 16  อิทฺธิพลของเซลลแขวนลอยและ culture filtrate ของจุลินทรียปฏิปกษตอการเจริญของ 
เสนใยรา C. gloeosporioides  

 
กรรมวิธี ความยาวเสนใย  (µm) ลักษณะเสนใย 

     Control 113.25 a1/   เสนใยแตกแขนงปกต ิ
cell suspension 3103 29.00 c   เสนใยโปงพอง แตกแขนงนอย 
cell suspension 3107 30.25 c   เสนใยโปงพองเล็กนอย 
cell suspension 3503 34.25 c   เสนใยโปงพอง เปนขอปลอง 

   cell suspension D4113 52.25 b   เสนใยปกติ แตกแขนงนอย 
     culture filtrate 3103 29.00 c   เสนใยอวนเปนขอปลอง 
     culture filtrate 3107 52.75 b   เสนใยอวนเปนขอปลอง 
     culture filtrate 3503 39.25 c   เสนใยอวนเปนขอปลอง 

   culture filtrate D4113 108.25a   เสนใยแตกแขนงปกต ิ
 

1/ ตัวอักษรที่เหมือนกนัในแนวตั้งไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตตามวิธี 
Duncan’s multiple range test 
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ภาพที่ 16   กลไกการยับยั้งการพัฒนาของเสนใยของรา Colletotrichum gloeosporiodesโดยการหยด

เซลลแขวนลอยหรือ culture filtrate ของจุลินทรียปฏิปกษบนแผนสไลดหลังหยดสปอร
รา 12 ช่ัวโมง บมในสภาพชืน้จนครบเวลา 36 ช่ัวโมง ที่กาํลังขยาย 400 เทา (a : เสนใย
เจริญปกต;ิ  b: germ tube โปงพอง; c: germ tube โปงพองเล็กนอยและเปนขอปลอง) 

 ก.  เซลลแขวนลอยของ 3103 
 ข.  เซลลแขวนลอยของ 3107 
 ค.  เซลลแขวนลอยของ 3503 
 ง.  เซลลแขวนลอยของ D4113 
 จ.  culture filtrate 3103 
 ฉ.  culture filtrate 3107 
 ช.  culture filtrate 3503 
 ซ.  culture filtrate D4113 

ฌ.  สปอรแขวนลอย C. gloeosporioides 
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6.  การจําแนกชนิดจุลินทรียปฏิปกษ 
 

เล้ียงแบคทีเรียปฏิปกษ 3103 3107 และ3503 ที่เจริญอยูบนผิวหนาอาหารแข็ง NGA และ 
เมื่ออายุ 48 ช่ัวโมง นํามาทดสอบ Gram’s strain reaction พบวาแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลต ติดสีมวง
ของ crystal violet (gram positive)  เมื่อนํามาทดสอบปฏิกิริยาอีกครั้งอีกครั้งกับ 3% KOH ปรากฏวา
ใหผลเปน positive จึงยืนยันไดวาทกุไอโซเลตเปนแกรมบวก 

 
การศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลลจุลินทรียปฏิปกษภายใตกลองจุลทรรศน 

พบวา D4113 มีลักษณะโคโลนีสีครีม ผิวหนาโคโลนีนูน เปนมัน ขอบเรียบ รูปรางกลม เมื่ออายุมาก
จะเปลี่ยนเปนสีชมพูออน และมีการเจริญของ pseudo hypha ออกมาจากโดยรอบขอบโคโลนี และมี
ขนาดเซลลประมาณ 5-10 x 2-3 ไมครอน รูปรางรี หัว–ทายแหลม มีการแตกหนอจากตรงปลาย
เซลลไมเปนหกูระตาย สําหรับ 3103 3107 และ 3503 ทั้ง 3 ไอโซเลตมีลักษณะโคโลนีสีขาว ผิวหนา
เรียบ ดาน รูปรางโคโลนีไมแนนอน ลักษณะของเซลลทอนส้ันตอกนัเปนสาย  สรางเอนโดสปอร
รูปรางรีบริเวณกลางเซลล  โดยมีขนาดเซลลประมาณ 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     
จุลินทรียปฏิปกษทั้ง 3 ไอโซเลต พบวาทุกไอโซเลตเปนพวกใชออกซิเจน (aerobe) สรางเอนไซม 
catalase  สามารถยอยแปงและเจลาติน  เจริญไดในอาหารที่มีเกลือ 5, 7 และ 10 เปอรเซ็นต จัดอยูใน
สกุล Bacillus ตามกระบวนการจัดจําแนกชนิดแบคทีเรียของ The Burgey’s Manual of Systematic 
Bacteriology Vol.2 (Sneath et al., 1980) (ตารางที่ 17 ) 
 

ผลการจําแนกชื่อวิทยาศาสตรดวยการใช Biolog Microlog System โดยสถาบันวิจัย
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย พบวาไอโซเลต  D4113 ไดทําการจําแนกชื่อ
วิทยาศาสตรดวย พบวาคือยสีต Cryptococus humicola และสําหรับไอโซเลต 3103 3107 และ 3503  
ทําการจําแนกชื่อวิทยาศาสตรวิธีทดสอบคุณสมบัติทางชวีเคมีจากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตร
สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข ยืนยนัวาจุลินทรียทั้ง 3 ไอโซเลตคือ
แบคทีเรีย Bacillus megaterium  
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ตารางที่ 17  ผลการทดสอบทางสัณฐานวทิยาและชวีเคมีเบื้องตนของแบคทีเรียไอโซเลต 3103  
3107 และ 3503 เปรียบเทียบกับแบคทีเรีย Bacillus spp. 

 
ปฏิกิริยา การทดสอบ 

Bacillus 3103 3107 3503 
รูปรางเซลล ทอนส้ัน ทอนส้ัน ทอนส้ัน ทอนส้ัน 
การติดสีแกรม +1/ + + + 
3% KOH –2/ – – – 
การสรางเอนโดสปอร C3/ C C C 
การเคลื่อนที่ของเชื้อ + + + + 
การใชออกซิเจน + + + + 
การสรางเอนไซม catalase + + + + 
การยอยแปง + + + + 
การยอยเจลาตนิ + + + + 
การเจริญในอาหารที่มเีกลือ 5% + + + + 
การเจริญในอาหารที่มเีกลือ 7% + + + + 
การเจริญในอาหารที่มเีกลือ 10% + + + + 
การเกิด levan  ND4/ – – – 
 

1/ + 90-100% ใหผลเปนบวก 
2/ – 90-100% ใหผลเปนลบ 
3/ C เอนโดสปอรอยูบริเวณกลางเซลล 
4/  ND ไมไดทดสอบ 
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ข. ก. 

ง. ค. 

        
ภาพที่17  ลักษณะโคโลนีของจุลินทรียปฏิปกษบนผวิหนาอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ก.  แบคทีเรียไอโซเลต 3103 บนผิวหนาอาหาร NGA 
ข.  แบคทีเรียไอโซเลต 3107 บนผิวหนาอาหาร NGA 
ค.  แบคทีเรียไอโซเลต 3503 บนผิวหนาอาหาร NGA 
ง.  ยีสตไอโซเลต D4113 บนผิวหนาอาหาร GYPA 
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ง. ค. 

ข. ก. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่18  ลักษณะรูปรางเซลลของจุลินทรียปฏิปกษที่กาํลังขยาย 1,000 เทา 
 ก.  แบคทีเรียไอโซเลต 3103 

ข.  แบคทีเรียไอโซเลต 3107 
ค.  แบคทีเรียไอโซเลต 3503 
ง.  ยีสตไอโซเลต D4113 
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วิจารณ 
 

โรคแอนแทรคโนสของมะมวงซึ่งมีสาเหตุจากรา C. gloeosporioides พบทําความเสียหาย
มากในระยะทีม่ะมวงออกชอดอก แตกยอด และตดิผลออน จนถึงผลมะมวงหลังการเก็บเกีย่ว 
โดยทั่วไปการควบคุมโรคนี้นิยมใชสารเคมีเปนหลักมาเปนระยะเวลานาน กอใหเกดิมลพิษทาง
ส่ิงแวดลอม ปญหาสุขภาพของเกษตรกรและผูบริโภค รวมทั้งปญหาการตานทานตอสารเคมีของ
เชื้อรา การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีจึงเปนแนวทางที่นาสนใจและมีแนวโนมประสบความสําเร็จใน
การใชควบคุมโรคทดแทนสารเคมี 

 
การแยกจุลินทรียผิวพืชจากสวนของชอดอก ยอด และผลออนเพื่อคัดเลือกจุลินทรียทีม่ี

ศักยภาพในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวง เนื่องจากจุลินทรียที่มีแหลงกําเนิดอยู
บริเวณผวิพืชสามารถครอบครองพื้นที่และใชแรธาตุอาหารจากบริเวณผิวพืชไดดจีงึมีอิทธิพลตอ
เชื้อสาเหตุโรคที่อยูบริเวณดังกลาวทําใหมีประสิทธิภาพทีด่ีในการควบคมุโรคบริเวณผิวพืช 
(Andrews, 1992) การเก็บตวัอยางจากแหลงปลูกผลไมในเขตภาคกลางจํานวน  37 สวน สามารถ
รวบรวมแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีหลากหลายได 117 ไอโซเลต จากอาหารผิวหนา NGA ซ่ึงเปน
อาหารเลี้ยงเชือ้แบคทีเรียทั่วไป และจากการใชขั้นตอน enrichment technique โดยใชอาหารเหลว 
GYPB ที่มีสภาพเปนกรดเพือ่เพิ่มปริมาณยสีตที่มีปริมาณนอยกวาจุลินทรียชนิดอื่นในสภาพ
ธรรมชาติ และความเปนกรดของอาหารเหลวมีอิทธิพลยับยั้งการเพิ่มปริมาณของแบคทีเรียบน
ผิวหนาอาหาร GYPA จากการเก็บตัวอยางจากแหลงปลูกผลไมจํานวน 54 สวน สามารถประสบ
ความสําเร็จในการแยกยีสตทีม่ีลักษณะโคโลนีตางๆ ไดจํานวนมากถึง 176 ไอโซเลต จากทั้งหมด 
230 ไอโซเลต คิดเปน 76.52 เปอรเซ็นต โดยมีแบคทีเรียทีส่ามารถทนความเปนกรดไดเจริญบน
อาหารไดบาง ปริมาณจุลินทรียที่แยกไดจากสวนตางๆ ของพืชคือ ชอดอก ยอด และผลออน ขึ้นอยู
กับจํานวนตวัอยางสวนของพืชที่เก็บ โดยเปนที่สังเกตวาปริมาณจุลินทรียที่แยกไดจากชอดอกมี
มากกวาที่แยกไดจากยอด และผลออนในจํานวนตัวอยางที่เทากันเนื่องจากสภาพบนดอกมีอาหาร
สะสมประเภทน้ําหวานอยูอุดมสมบูรณเหมาะแกการเจริญของจุลินทรีย 

 
การทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียผิวพืชที่แยกไดจากผิวหนาอาหาร NGA ในการ

ยับยั้งการเจรญิของรา C. gloeosporiooides บนอาหาร PDA พบมีการยบัยั้งการเจริญของราแตกตาง
กัน 2 รูปแบบ คือการที่จุลินทรียมีประสิทธิภาพสูงในการใชอาหารที่มีอยูและผลิตสาร secondary 
metabolite หรือปฏิชีวนสาร (ศิริลักษณ, 2545; สุพจน, 2545) ทําใหเกิดบริเวณยับยั้ง (inhibition 
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zone) ระหวางโคโลนีของราสาเหตุโรคและจุลินทรียทดสอบซึ่งพบไดมากกวาการทีจุ่ลินทรีย
เจริญเติบโตไดอยางรวดเร็วจนสามารถขยายขนาดโคโลนีไดกวางจํากดัการเจริญของโคโลนีของรา
สาเหตุโรค  

 
การปลูกรา C. gloeoesporioides  โดยไมมกีารทําแผลบนผิวพืชทดสอบในการทดลองครั้ง

นี้เปนการเลยีนแบบการเกิดโรคแอนแทรคโนสตามสภาพธรรมชาติเนื่องจากการตรวจเอกสารที่
ผานมาทําใหทราบวารา C. gloeoesporioides มีการพัฒนาโครงสรางสําหรับเขาทําลายพืชได
โดยตรงเมื่อมสีภาพแวดลอมที่เหมาะสมและเขาพักตวัอยูในผิวพืชเมื่อผลไมเกิดการสุกแกจึงเขา
ทําลายเซลลพืชทําความเสียหายโดยไมตองอาศัยแผลที่เกิดขึ้นบนผวิพชืเปนชองทางการเขาทําลาย 
(Jeffries et al., 1990)  ในการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการเขาทําลายเนื้อเยื่อพืชที่เกิดจากรา 
C. gloeoesporioides โดยใชใบมะมวงเปนพืชทดสอบ เปนวิธีเบื้องตนเพื่อคัดเลือกจุลินทรียปฏิปกษ
ที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมการเกิดโรคแอนแทรคโนสบนพืช เนือ่งจากสภาพแวดลอมบนผิว
พืชมีความแตกตางจากบนอาหารเลี้ยงเชื้อในปจจยัตางๆ เชน อุณหภูมิ ชนิดและปริมาณสารอาหาร 
และปฏกิิริยาของพืชตอจุลินทรียปฏิปกษและราสาเหตุโรคที่มีอิทธิพลตอการเจริญเพิม่ปริมาณและ
ดําเนินกิจกรรมของจุลินทรียปฏิปกษ (วราภรณ, 2545) 

 
นําจุลินทรียทีแ่ยกไดจากอาหาร GYPA รวมกับ enrichment technique จํานวน 230 ไอโซ

เลต ทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการงอกของสปอรรา เพื่อเปดโอกาสสําหรับจุลินทรียที่มีกลไก
การยับยั้งแตกตางจากการสราง secondary metaboliteหรือปฏิชีวนสารซึ่งพบในจุลินทรียปฏิปกษ
สวนใหญที่คัดเลือกโดยวิธี dual culture หลังจากนั้นจึงนําจุลินทรียที่คัดเลือกไดมาทดสอบเพื่อ
คัดเลือกจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพการยับยัง้การการเขาทาํลายโดยรา C. gloeosporioides โดยใชการ
สราง fruiting body ของราเปนดัชนี เชนเดยีวกับจุลินทรยีที่คัดเลือกไดจากอาหาร NGAโดยกลไก
การควบคุมโรคหลังการเกบเกี่ยวที่นาสนใจและสามารถประสบความสําเร็จได คือการเจริญ
ครอบครองพื้นที่ผิวพืชและสามารถแขงขันใชสารอาหารไดรวดเรว็ โดยมีหลายรายงานที่ประสบ
ความสําเร็จในการควบคุมโรคหลังการเก็บเกี่ยวโดยกลาวถึงการใชยีสตที่สามารถเพิ่มปริมาณและ
แขงขันใชสารอาหารบนผิวผลไม ตลอดจนการเขาเปนปรสิตกับราสาเหตุโรคโดยตรง (Jeffries and 
Kooman, 1992; Arras et al., 1998; Ipolito et al., 2000; Saligarias et al., 2002) จากการศึกษา
ประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษในการยับยั้งการเขาทําลายเนื้อเยื่อพืชโดยใชผลชมพูเปนพืช
ทดสอบ ดวยวธีิการปลูกราสาเหตุโรคแบบไมทําแผล พบวาไอโซเลตที่ยับยั้งการสราง fruiting body 
บน leaf disk ไดดีที่สุดไมสามารถควบคุมการเกิดโรคแอนแทรคโนสบนผลชมพูได อาจเนื่องจาก
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ไมสามารถปรับตัวดํารงชวีิตหรือดําเนินกิจกรรมการเปนปฏิปกษตอราสาเหตุโรคในสภาพแวดลอม
บนผิวพืชได 

 
การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรีย 3 ไอโซเลต ที่คัดเลือกได คือ  3103 3107 และ

3503 และยีสต 1 ไอโซเลต คือ D4113 ในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงน้ําดอกไมที่
เกิดจาก artificial inoculation โดยการหยดสปอรแขวนลอยของรา C. gloeosporioiodes และเซลล
แขวนลอยของจุลินทรียปฏิปกษลงบนผิวมะมวงโดยไมไดทําแผล ในการทดลองไดลําดับการใช     
จุลินทรียปฏิปกษกอน หลัง และพรอมกับการเขาถึงเนื้อเยื่อพืชของราสาเหตุโรคเพื่อศกึษา
ประสิทธิภาพการปองกัน และควบคุมการระบาดลุกลามของโรค ผลการทดลองพบวา ยีสต D4113 
และแบคทีเรีย 3107 สามารถลดการเกิดโรคไดอยางมีประสิทธิภาพเมื่อทําการควบคุมกอนหรือ
พรอมกับการปลูกรา ในขณะที่การใชแบคทีเรีย 3503 พบการเกิดโรคสูงที่สุดทั้งที่เปนแบคทีเรียที่มี
ประสิทธิภาพดีที่สุดในการยบัยั้งการการเขาทําลายใบมะมวงโดยรา (ตารางที่ 5)  

 
การเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษ ไอโซเลต 3103 3107 และยีสต

ปฏิปกษ D4113 กับการใชสารเคมี azoxystrobin ความเขมขน 500 ppm ในการควบคุมโรคแอน
แทรคโนสบนผลมะมวงโชคอนันต  พบวาสารเคมี azoxystrobin  แสดงประสิทธิภาพตอตานการ
เขาทําลายพืชของรา C. gloeosporioides ไดดี แตมีขอควรระวังในการใชเนื่องจากเปนสารเคมี
ประเภทดูดซมึ (systematic fungicide) จึงมีโอกาสสูงที่ราจะเกิดกลายพันธุตานทานตอสารเคมีได
เชนเดยีวกับทีพ่บในสารเคมกีลุม thiabendazole (Farungsang and Farungsang, 1992) และพบวา
ยีสต D4113 มีประสิทธิภาพควบคุมโรคบนผลไมไดดีกวาแบคทีเรีย 3103 และ 3107 อาจ
เนื่องมาจากคณุสมบัติในการปรับตัวครอบครองพื้นที่และใชสารอาหารที่มีอยูจํากัดบริเวณผิวพืชที่
แตกตางกันของจุลินทรียแตละชนิดรวมถึงปจจัยดานตางๆ เชน ชวงอายุที่เหมาะสมตอการแสดง
ประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษ อุณหภูมิ และสภาพบรรยากาศ เปนตน (ทัศวรรณ, 2547) 

 
ผลการทดลองที่สอดคลองกันในการทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษในการ

ควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงน้ําดอกไมและโชคอนันต แสดงใหเห็นถึงประสิทธิภาพ
ในการตอตานการเขาทําลายผลไมของยีสตที่สูงกวาแบคทีเรีย แมวาบางครั้งจะมีประสิทธิภาพต่ํา
กวาในขั้นตอนการคัดเลือกที่นิยมใชกันในปจจุบัน (นวลวรรณ และคณะ, 2537) และแนวทางใน
การใชจุลินทรยีปฏิปกษใหไดประสิทธิภาพสูงที่สุดคือการใชปองกันกอนที่จะมกีารเขาทําลายพืช
ของราสาเหตุโรค โดยการที่จลิุนทรียปฏิปกษสามารถครอบครองพื้นที่ผิวพืชไดกอนทีส่ปอรราจะ
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เขาถึงผิวพืชและงอก germ tube ทําใหจุลินทรียปฏิปกษมโีอกาสในการใชสารอาหารที่มีอยูบริเวณ
ผิวพืชและเจรญิเติบโตเพิ่มปริมาณหรือสรางสารพิษตามลักษณะกลไกการออกฤทธิ์จนสามารถ
ยับยั้งการเจรญิของราสาเหตุโรคจนไมสามารถเขาทําลายพืชได (Wisniewski et al., 1991; Fan and 
Tian, 2001) 

 
ศึกษากลไกการยับยั้งรา C. gloeoesporioides  ของจุลินทรียฺปฏิปกษ การใชเซลลแขวนลอย

ของแบคทีเรีย 3103 3107 และ 3503 สามารถยับยั้งการงอกของสปอรและการพัฒนาของเสนใยของ
ราไดดีกวาการใช culture filtrate อาจเปนเพราะแบคทีเรียสามารถเพิ่มปริมาณไดอยางตอเนื่องใน
เซลลแขวนลอยและยงัมีกระบวนการเมตาบอลิซึม (metabolism) เกิดขึน้ทําใหมกีารผลิตสาร 
secondary metabolites หรือปฏิชีวนสารไดเขมขนกวา culture filtrate หรือเซลลแบคทีเรียมีปฏิกิริยา
ยับยั้งโดยตรงตอราสาเหตุโรค สําหรับการใชเซลลแขวนลอยของยีสต D4113 สามารถลดอัตราการ
งอกและการพฒันาของเสนใยของราไดโดยไมทําใหราเกดิอาการผิดปกติ และการใช culture filtrate 
ไมสามารถยับยั้งการงอกและการพัฒนาเสนใยของราได กลไกการยับยัง้ราสาเหตุโรคของยีสต 
D4113 จึงนาจะเปนไปโดยการแขงขันใชสารอาหารและครอบครองพื้นที่ผิวพืช 

 
ถึงแมวาจากการทดลองสามารถแยกจุลินทรียจากชอดอกไดจํานวนมากซึ่งมาจากความ

อุดมสมบูรณของสารอาหารจากชอดอก (Wisniewski et al., 1991) แตจุลินทรียปฏิปกษที่คัดเลือก
ไดทั้ง 4 ไอโซเลต มีแหลงทีม่าจากสวนยอดออนของมะมวง  จากสวนมะมวง อ. ปากชอง                 
จ. นครราชสีมา  (ไอโซเลต 3103 3107 และ 3503) และ อ. เมือง จ. ราชบุรี (ไอโซเลต D4113) โดย
ทั้ง 2 แหง เปนสภาพสวนธรรมชาติที่ไมมีการใชสารเคมีกําจัดศัตรูพืช จึงยังคงมีความหลากหลาย
ของชนิดจุลินทรีย และนับเปนแหลงเก็บตัวอยางสําหรบัการคัดเลือกจุลินทรียปฏิปกษที่ดี                                            

 
การจําแนกชนดิของแบคทีเรียในเบื้องตน พบวาทั้ง 3 ไอโซเลต คือ 3103 3107 และ3503  

เปนแบคทีเรียแกรมบวกโดยติดสีมวงของ crystal violet เมื่อทําการจําแนกชนิดของไอโซเลต 3103 
3107 และ3503 ดวยการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี พบวาทุกไอโซเลตคือแบคทีเรีย Bacillus 
megaterium สําหรับไอโซเลต D4113 จําแนกดวยระบบ Biolog Microlog System พบวาคือยีสต 
Cryptococcus humicolus 
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รายงานจํานวนมากกลาวถึง Bacillus spp. การควบคุมโรคโดยชีววิธีโดยสวนใหญมีกลไก
การยับยั้งโรคโดยการผลิตปฏิชีวนสารซึ่งสวนใหญเปนสารประกอบโพลีเปปไทด สามารถตอตาน
แบคทีเรียและรา โดยผลิตจาก B. subtilis และแบคทีเรียในสกุลใกลเคียง (Pusey, 1989) 
รายงานการใช Bacillus ควบคุมโรคหลังการเก็บเกีย่วโดย Korsten และคณะ (1993) ถึงการใช       
B. stearatermorphilus, B. megaterium และ B. lichenformis ยับยั้งราสาเหตุโรคผลเนาในผลไม
หลายชนิด ไดแก Phomopsis sp., Pestalotia sp., Alternaria alternata และ  Penicillium sp.  

 
รายงานการใชยีสต Cryptococcus  spp. ควบคุมโรคพืชหลังการเก็บเกีย่วโดย Roberts 

(1990)  ถึงการใชเซลลแขวนลอยของ C. laurentii ในการควบคุมโรคผลเนาที่เกิดจากรา Botrytis 
cinera บนผลแอปเปล โดยพบวาการใช culture filtrate ของยีสต ไมสามารถยับยั้งการเกิดโรคได  
Fan and Tian (2001) รายงานการใช Cryptococcus albidus ปองกันโรคผลเนาที่เกิจากรา B. cinera 
และ Penicillium expansum บนผลแอปเปลไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 
จุลินทรียปฏิปกษที่คัดเลือกไดจากการทดลองครั้งนี้สามารถนํามาศึกษาเพิ่มเติมเพื่อเปน

แนวทางในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสอยางมีประสิทธิภาพ โดยยีสต C. humicolus ซ่ึงแสดง
ประสิทธิภาพควบคุมการเกดิโรคบนผลมะมวงไดดี ควรศึกษาความเปนไปไดในการใชรวมกับการ
ควบคุมปจจยัทางกายภาพ ในการมีชีวิตรอดของยีสตภายใตสภาพอณุหภูมิต่ํา การลดปริมาณ
ออกซิเจนและเพิ่มคารบอนไดออกไซดในระหวางการเกบ็รักษาผลไมกอนการจําหนาย และสําหรับ
แบคทีเรีย B. megaterium ซ่ึงแสดงประสทิธิภาพยับยั้งการเขาทําลายของราบนใบมะมวงไดดีควร
ศึกษาประสิทธิภาพการใช ในสภาพแปลงปลูกเพื่อลดปริมาณการเขาทําลายแฝงของรา                     
C. gloeoesporioides ในผลผลิตที่อยูในแปลง 
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สรุป 
 

 รวบรวมจุลินทรียผิวพืชจากสวนชอดอก ยอด และผลออน จากแหลงปลูกผลไมเขตรอนใน
เขตภาคกลางและ จ. นครราชสีมา ไดแก มะมวง ลําไย ชมพู กระทอน เงาะ และองุน ไดทั้งหมด 347 
ไอโซเลต แบงเปนแยกไดจากอาหาร NGA จํานวน 117 ไอโซเลตเปนแบคทีเรียทั้งหมด และแยกได
โดยการใช enrichment technique รวมกับอาหาร GYPA จํานวน 230 ไอโซเลต เปนยสีต 176 ไอโซ
เลต และเปนแบคทีเรีย 54 ไอโซเลต 

 
การคัดเลือกจลุินทรียปฏิปกษตอรา Colletotrichum gloeosporioides ในสภาพ

หองปฏิบัติการพบวา จุลินทรียปฏิปกษที่แยกไดจากอาหาร NGA จํานวน 85 ไอโซเลต สามารถ
ยับยั้งการเจรญิของเสนใย เมื่อนํามาทดสอบการยับยั้งการสราง fruiting body ของราพบวามี
แบคทีเรีย 12 ไอโซเลต ทําใหราไมสามารถสราง fruiting body ได และในจํานวนนีม้ี 3 ไอโซเลต 
คือ 3103 3107 และ 3503 ที่สามารถยับยั้งการเขาทําลายของเนื้อเยื่อพืชของราโดยใชใบมะมวงเปน
พืชทดสอบ  ขณะทีก่ารคัดเลือกจลิุนทรียทีแ่ยกไดจากอาหาร GYPA พบวามีจํานวน 54 ไอโซเลต 
สามารถยับยั้งการงอกของสปอรราไดดี โดยแบงเปนแบคทีเรีย 25 ไอโซเลตและยีสต 30 ไอโซเลต  
เมื่อนํามาทดสอบการยับยั้งการสราง fruiting body และทดสอบการคุมกันเนื้อเยื่อพืชโดยใชผลชมพู
เปนพืชทดสอบสามารถคัดเลือกจุลินทรียที่มีคุณสมบัติในการเปนปฏปิกษตอรา C. gloeosporioides 
ได 1 ไอโซเลตคือยีสต D4113  

 
การทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษ 4 ไอโซเลต ไดแก 3103 307 3503 และ

D4113  ในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงน้ําดอกไม โดยวิธีการปลูกเชื้อสาเหตุโรค
แบบไมทําแผลพบวายีสต D4113 และแบคทีเรีย 3107 สามารถควบคุมโรคไดดี เมื่อใชจุลินทรีย
กอนและพรอมการปลูกราสาเหตุโรคจะมปีระสิทธิภาพควบคุมโรคดีกวาการใชจุลินทรียหลังการ
ปลูกรา จุลินทรียปฏิปกษ 3 ไอโซเลต ไดแก 3103 3107 และ D4113 แสดงประสิทธิภาพการควบคุม
โรคแอนแทรคโนสบนผลมะมวงโชคอนนัตแตไมเทียบเทากับการใชสารเคมี azoxystrobin ความ
เขมขน 500 ppm โดยยีสต D4113 สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีกวาแบคทีเรีย การควบคุมโรคจะมี
ประสิทธิภาพดีเมื่อทําการควบคุมกอนและพรอมการปลูกราสาเหตุโรคและประสิทธิภาพจะลดลง
หากทําการควบคุมภายหลังจากการปลูกรา  
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แบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลต 3103 3107 และ 3503 มีกลไกการยับยั้งอัตราการงอกและการ
พัฒนาของเสนใยของรา C. gloeosporioides โดยการผลิต secondary metabolite หรือปฏิชีวนสารทํา
ให germ tube และเสนใยของราโปงพองและเจริญผิดรูป และพบวาการใชเซลลแขวนลอยมี
ประสิทธิภาพมากกวาการใช culture filtrate  สําหรับยีสตปฏิปกษไอโซเลต D4113 สามารถยับยั้ง
การงอกและลดความยาวของเสนใยของราโดยไมทําใหเสนใยเจริญผิดรูป และการใช culture 
filtrate ไมสามารถยับยั้งการเจริญของราได 

 
การจําแนกชนดิของจุลินทรียปฏิปกษไอโซเลต 3103 3107 และ3503 ดวยการทดสอบ

คุณสมบัติทางชีวเคมี จากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
กระทรวงสาธารณสุข พบวาทุกไอโซเลตคือแบคทีเรีย Bacillus megaterium สําหรับไอโซเลต 
D4113 จําแนกดวยระบบ Biolog Microlog System จากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรแหงประเทศไทย 
พบวาคือยีสต Cryptococcus humicolus 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรียท่ีใชในการทดลอง 
 
 สูตรอาหารเหลานี้ผสมกับน้ํากล่ัน 1 ลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
 
1.  Potato Dextrose Agar (PDA)
 
 มันฝร่ัง     200   กรัม 
 Dextrose      20   กรัม 
 วุน       12   กรัม 
 
2.  Potato Carrot Agar (PCA)
 
 มันฝร่ัง     20   กรัม 
 แครอท     20   กรัม 
 วุน     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 
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4.  Glucose Yeast Extract Peptone Agar (GYPA) (Beech et al., 1971) 
 
 Glucose Yeast Extract Peptone Broth (GYPB) 1,000 มิลลิลิตร 
 วุน           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 
 วุน          12   กรัม 
 
7.  Nutrient Broth (NB) 
 

Beef extract     3   กรัม 
 Bacto-peptone     5   กรัม 
 
8.  Nutrient Agar (NA)  
  
 Nutrient Broth   1,000   มลิลิลิตร 
 วุน    12   กรัม 
 
9.  1% Peptone
  
 Peptone    10   กรัม  
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10.  Motility Test Medium
 
 Bacto-tryptone   10   กรัม 
 Yeast extract     5   กรัม 
 วุน      5   กรัม 
 
 เปนอาหารสําหรับตรวจการเคลื่อนที่ของแบคทีเรียโดยการ stab เชื้อลงในอาหาร บมเชื้อ
เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง สังเกตวาเชื้อแบคทเีรียสามารถเจริญออกนอกบริเวณปลูกเชื้อแสดงวา
สามารถเคลื่อนที่ได 
 
11.  Starch Agar (Starch Hydrolysis)
 
 Bacto-tryptone   10   กรัม 
 Yeast extract     5   กรัม 
 Soluble syarch   10   กรัม 

วุน    12   กรัม 
 
ทดสอบโดยการstreak แบคทีเรียบนผิวหนาอาหารบมเชื้อ 3-5 วัน หยดน้ํายาไอโอดนีใหทัว่

จานเลี้ยงเชื้อ ถาเกิดบริเวณใสรอบๆ โคโลนี แสดงวาแบคทีเรียนั้นสามารถสรางเอนไซมยอยแปงได 
 
12. สูตรอาหารสําหรับทดสอบ Oxygen Relationship
 
 เตรียมอาหาร NGA ในหลอดทดสอบปริมาตรหลอดละ 5 มลิลิลิตร นึ่งฆาเชื้อที่ความดันไอ
น้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ปลอยใหอาหารเย็นโดยไม
ตองเอียง จากนั้น stab แบคทีเรียที่อายุ 24 ช่ัวโมงในอาหารสังเกตการเจริญและตําแหนงการเจริญ
ของแบคทีเรีย 
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13.  การศึกษาการผลิตเอนไซม Catalase
 
 เล้ียงแบคทีเรียบนอาหาร NGA บมเชื้อ 48 ช่ัวโมงหยดสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด
เขมขน 3 เปอรเซ็นต (3% H2O2) ลงบนโคโลนี ถาเกิดฟองอากาศแสดงวาแบคทีเรียสามารถสราง
เอนไซม Catalase ได 
 
14.  Hydrolysis of Gelatin (Gelatin Liquefaction) 
  
 Beef extract   10   กรัม 
 Bacto-peptone     5   กรัม 
 Glucose    2.5   กรัม 
 Gelatin    12   กรัม 
 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําอุน แบงใสหลอดละ 10 มลิลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ  
 
 เล้ียงแบคทีเรียในอาหารดังกลาวเปนเวลา 48 ช่ัวโมงในสภาพอุณหภูมหิอง แลวยายหลอด
เล้ียงเชื้อมาแชในตูเย็น อุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส สังเกตการแข็งตัวของเจลาติน ถา
แบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซม gelatinase ได อาหารทดสอบจะไมแขง็ตัว 
 
15.  Levan Formation
  

เตรียมอาหาร   NutrientAgar (NA) แลวเติมน้ําตาล sucrose ในอัตราสวน 5 เปอรเซ็นตของ
ปริมาตร นําไปนึ่งฆาเชื้อ แลวเทใสจานเลี้ยงเชื้อ ทิ้งใหผิวหนาอาหารแหง cross streak แบคทีเรียให
ไดโคโลนีเดี่ยว บมเชื้อที่อุณหภูมหิองนาน 3-5 วัน สังเกตลักษณะโคโลนี ถามีลักษณะนูนเยิ้ม
มากกวาปกตแิสดงวาผลการทดสอบเปนบวก 
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16.  Salt tolerance Medium Test
 
 เตรียมอาหาร NB ผสม NaCl ในอัตราสวนตางๆ ใหไดความเขมขนตามที่ตองการ (5  7 
และ 10 เปอรเซ็นต) แบงใสหลอดทดสอบหลอดละ 5 มลิลิลิตร นึ่งฆาเชื้อ แลวนํามาทดสอบ
ความสามารถในการเจริญของแบคที่เรีย 
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ภาคผนวก ข 
 

วิธีการและการเตรียมสารเคมีสําหรับการยอมส ี
 

1.  วิธีการและการเตรียมสารเคมีสําหรับการยอมสีแกรม
 

1.1  การเตรียมสารเคมีสําหรับการยอมสีแกรม 
  
 1.1.1  Ammonium oxalate crystal violet 
 
 Crystal violet    2   กรัม   
 95% ethanol  20   มิลลิลิตร 
   

ละลาย crystal violet ใน 95% ethanol ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แลวเจือจางใน 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

เปนเนื้อเดียวกนั จะไดสารละลายสีน้ําตาลเขม เกบ็ไวในขวดสีชาเพื่อปองกันแสง หากสารละลาย
เกาจะเปลี่ยนเปนสีเหลืองไมควรนํามาใชทดสอบ 
 

1.1.3  Safranin water solution 
 
 Safranin    2.5  กรัม 
 95% ethanol   100  มิลลิลิตร 
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 น้ํากลั่น    100  มิลลิลิตร 
 
  ละลาย safranin ใน 95% ethanol ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แลวเจือจางในน้ํากลั่น
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
   

1.2  วิธีการยอมสีแกรม 
 

smear แบคทีเรียที่มีอายุ 24-48 ชั่วโมง บนกระจกสไลดที่ผานการฆาเชื้อแลวปลอยใหแหง 
ตรึงเซลลแบคทีเรียโดยการลนผานเปลวไฟไปมา 2-3 คร้ัง หยด crystal violet ใหทวมรอย smear 
นาน 1 นาที ลางดวยน้ํา หยดแกรมไอโอดนีใหทวมนาน 1 นาที ลางดวย 95%ethanol นาน 15 วนิาท ี
ลางน้ําตามทันที ซับใหแหง ยอมทับดวย safranine-O นาน 1 นาที ลางดวยน้ําแลวซับใหแหง นําไป
ตรวจดูลักษณะเซลลและการติดสีแกรมดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา  
 
2.  วิธีการและการเตรียมสารเคมีสําหรับการยอมเอนโดสปอร
 
 2.1  การเตรียมสารเคมีสําหรับการยอมเอนโดสปอร 
 
  2.1.1  Malachite green solution 
 
 Malachite green     5  กรัม 
 น้ํากลั่น    95  มิลลิลิตร 
 
  ละลาย malachite green ในน้ํากลั่นปริมาตร 50 มิลลิลิตร จนเปนเนื้อเดียวกัน ปรับ
ปริมาตรดวยน้าํกลั่นที่เหลือ นําสารละลายที่ผานกระดาษกรอง (whatman No. 1) ไปใช 
 
  2.2  วิธีการยอมเอนโดสปอร 
 

smear แบคทีเรียที่มีอายุ 24-48 ช่ัวโมง บนกระจกสไลดที่ผานการฆาเชื้อแลวปลอยให
แหง ตรึงเซลลแบคทีเรียโดยการลนผานเปลวไฟไปมา 2-3 คร้ัง หยด malachite green ใหทวมรอย
smear อังสไลดบนไอน้ําเดือดหรือเปลวไฟ สลับกับปลอยใหเยน็ และคอยเติมสีอยาใหแหง เปน
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เวลา 10 นาที ลางดวยน้ํา แลวยอมทับดวย safranin-O นาน 15 วินาที ลางดวยน้ําซับใหแหง นําไป
ตรวจดดูวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา เซลลแบคทีเรียจะตดิสีแดงของ safranin-O และ
สปอรจะติดสีเขียวของ malachite green 
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ภาคผนวก ค 
 

การจําแนกชนดิจุลินทรียปฏปิกษ 
 

1.  การจําแนกชนิดแบคทีเรียโดยการทดสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีบางประการ
 

แบคทีเรียไอโซเลต 3103 3107 และ3503 ไดรับการจําแนกชนิดโดยการทดสอบคุณสมบัติ
ทางสัณฐานวทิยาและชวีเคมีบางประการ จากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรสาธารณสุข  
กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข  ดังรายละเอียดในตารางผนวกที่ 1 
 
ตารางผนวกที ่1  คุณสมบัติทางสัณฐานวทิยาและชวีเคมีของแบคทีเรียไอโซเลต 3103 3107 และ

3503 เปรียบเทียบกับ Bacillus megateriumและ B. subtilis 
 

แบคทีเรีย ปฏิกิริยา 
3103 3107 3503 BM6/ BS7/

ลักษณะเซลล ทอนส้ัน ทอนส้ัน ทอนส้ัน ทอนส้ัน ทอนส้ัน 
การติดสีแกรม +1/ + + + + 
รูปรางเอนโดสปอร รี รี รี รี รี 
ตําแหนงเอนโดสปอร C2/ C C C C 
การเคลื่อนที่ของเซลล + + + + + 
การใชออกซิเจน + + + + + 
การสรางเอนไซม catalase + + + + + 
การสรางเอนไซม urease + + + d4/ ND5/

การยอยแปง + + + + + 
การยอยเจลาตนิ + + + + + 
การทดสอบอินโดล –3/ – – – – 
การรีดิวซไนเตรท +/– +/– +/– – + 
การทดสอบ Voges-Proskauer  – – – – ND 
Egg-yolk lecithinase – – – – ND 
การเจริญในอาหารที่มเีกลือ 5% + + + + + 
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ตารางผนวกที ่1  (ตอ) 
 

แบคทีเรีย2/ ปฏิกิริยา 
3103 3107 3503 BM6/ BS7/

การเจริญในอาหารที่มีเกลือ 7% + + + + + 
การเจริญในอาหารที่มีเกลือ 10% + + + + + 
การทดสอบการใชคารบอนจาก
แหลงตางๆ 

     

การใช Citrate + + + + + 
การใช Propionate + + + + + 
การใชน้ําตาล Glucose +/– +/– +/– + + 
การใชน้ําตาล Manital + + + + + 
การใชน้ําตาล D-xylose + + + + + 
การใชน้ําตาล L-arabinose – + + + ND 
 
1/ +   90-100% ใหผลเปนบวก 
2/  C   เอนโดสปอรอยูบริเวณกลางเซลล 
3/  –   90-100% ใหผลเปนลบ 
4/  d   11-89% ใหผลเปนบวก 
5/  ND   ไมไดทดสอบ 
6/ BM Bacillus megaterium 
7/ BS B. subtilis 
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2.  การจําแนกชนิดยีสตโดยการตรวจวิเคราะหดวยระบบ Biolog Microlog System
 

 การจําแนกชนดิของยีสตไอโซเลต D4113 โดยการตรวจวิเคราะหคุณลักษณะ ดวย
ระบบ Biolog Microlog System จากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย      
ดังรายละเอยีดในตารางผนวกที่ 2 
 
ตารางผนวกที ่2  รายละเอียดคุณลักษณะของยีสตไอโซเลต  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  (ตอ) 
 

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

 
1/  +  ผลการทดสอบเปนบวก 
2/  –  ผลการทดสอบเปนลบ 

 
 
 
 
 


