
รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ

โโคครรงงกกาารร    ““กกาารรขขยยาายยผผลลกกาารรใใชชจุจุลิลินนททรีรียย  BBaacciilllluuss  ssuubbttiilliiss
สําสําหหรัรับบกกาารรคคววบบคุคุมมโโรรคคไไมมผผลล””

        II    ควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคโคนและรากเนา
และกลุมราโรคผลเนาของทุเรียน

โดย  ผศ.ดร. วิจิตรา  ลีละศุภกุล และคณะ

1  พฤศจิกายน   2543    ถึงวันที่ 31   ธันวาคม  2544

สนับสนุนโดยสาํนักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย



สัญญาเลขที่ RDG4420003
รายงานวิจัยฉบับสมบูรณ

โโคครรงงกกาารร    ““กกาารรขขยยาายยผผลลกกาารรใใชชจุจุลิลินนททรีรียย  BBaacciilllluuss  ssuubbttiilliiss
สําสําหหรัรับบกกาารรคคววบบคุคุมมโโรรคคไไมมผผลล””

    II    ควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคโคนและรากเนา
         และกลุมราโรคผลเนาของทุเรียน

คณะผูวิจัย
1. ผศ.ดร. วิจิตรา ลีละศุภกุล ภาควิชาชีวเคมี
2. รศ.ดร. เสาวลักษณ พงษไพจิตร ภาควิชาจุลชีววิทยา

คณะวิทยาศาสตร
3. ผศ. เสมอใจ  ชื่นจิตต ภาควิชาการจัดการศัตรูพืช

คณะทรัพยากรธรรมชาติ
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร

สนับสนุนโดยสาํนักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย
ชุดโครงการไมผลและผลิตภัณฑจากผลไม
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หนาสรุปโครงการ
1. ช่ือโครงการ    การขยายผลการใชจุลินทรีย   B.  subtilis   ในการควบคุมโรคไมผล

 (I)  ควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคโคนและรากเนาและกลุมราโรคผลเนาของทุเรียน
2.ช่ือหัวหนาโครงการ ผศ.ดร. วิจิตรา ลีละศุภกุล

ภาควิชาชีวเคมี   คณะวิทยาศาสตร
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร อ.หาดใหญ จ. สงขลา 90112

 โทรศัพท/โทรสาร  074 – 446420, 074-446656
e-mail : jwichitr@ratree.psu.ac.th

3. หลักการและเหตุผล
การผลิตผลไมตั้งแตระยะการปลูกตลอดจนหลังการเก็บเกี่ยว เกษตรกรของประเทศไทยยัง

นิยมใชสารเคมีในการแกปญหาเรื่องโรคโดยเฉพาะในทุเรียนซึ่งมีปญหาหลักก็คือโรคโคนและ
รากเนาจากเชื้อราสาเหตุหลักคือ Phytophthora palmivora (Butler) และในชวงระยะหลังการ
เก็บเกี่ยวมีการรักษาผลทุเรียนใหปลอดจากรากอโรคผลเนา คือ Lasiodiplodia theobromae,
Phomopsis sp., และ Collectotrichum gloeosporioides สารเคมีที่ใชมีหลากหลายชนิด ซ่ึงทําให
เพิ่มตนทุนการผลิต และมีผลเสียทั้งในดานฤทธิ์ตกคาง เกิดผลกระทบตอส่ิงแวดลอมและมี
โอกาสที่จะเกิดผลขางเคียงตอผูบริโภคได และเปนปญหาหลักที่จะเกิดการกีดกันในการสง
ทุเรียนออกไปยังตลาดตางประเทศ   ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จึงมุงเนนที่จะศึกษาการควบคุมโรค
โคนและรากเนาในทุเรียนดวยชีววิธี คือใชเชื้อ B. subtilis ที่คัดแยกจากธรรมชาติซ่ึงไมมีผล
อันตรายตอมนุษยและสัตว มาปองกันโรคชนิดนี้ในสวนทุเรียน ขณะเดียวกันก็สามารถใชสาร
ออกฤทธิ์ที่ผลิตโดยเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้มาทดแทนสารเคมีที่ใชในการปองกันโรคผลเนาของ
ทุเรียนเมื่อออกสูทองตลาด ทําใหผูบริโภคมีความปลอดภัยจากสารเคมีอันตรายและไรกังวล

4. วัตถุประสงค
4.1 คัดเลือกสายพันธุ B. subtilis ปฏิปกษตอเชื้อราสาเหตุโรคโคนและรากเนา    และรากลุม

สาเหตุโรคผลเนาบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ
4.2 ทดสอบประสิทธิภาพทั้งจากตัวเชื้อและน้ําเลี้ยงเชื้อและสารสกัดหยาบของจุลินทรีย

ปฏิปกษดังกลาว ตอราทั้ง 2 กลุมโรค บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ
4.3 ทดสอบประสิทธิภาพของน้ําเลี้ยงเชื้อของจุลินทรียปฏิปกษตอราโรคผลเนาบนผลทุเรียน

ที่ติดเชื้อตามธรรมชาติและที่ปลูกเชื้อ เปรียบเทียบกับชุดควบคุม
5. ขอบเขตและวิธีการศึกษา

5.1 แยกสายพันธุ B.subtilis จากจุลินทรียสายพันธุอ่ืนๆจากตัวอยางดินที่เก็บไดจากสวนทุเรียน
ในภาคใตใหบริสุทธิ์
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5.2 ทดสอบฤทธิ์การยับยั้งของ B. subtilis สายพันธุที่มีแนวโนมประสิทธิภาพดี จํานวน 25 สาย
พันธุตอเชื้อราโรคโคนและรากเนา (P.palmivora) ที่แยกไดจากเปลือกตนทุเรียนจากสวน
ภาคตะวันออก(จันทบุรี) จํานวน 1 สายพันธุ และจากภาคใต(ชุมพร) จํานวน 2 สายพันธุบน
จานอาหารเลี้ยงเชื้อ

5.3 ทดสอบการออกฤทธิ์ของตัวเชื้อ B subtilis ทั้ง 25 สายพันธุตอเชื้อรา 3 ชนิดอยางละ 2 สาย
พันธุ  (L theobromae, Phomopsis sp. และ C.gloeosporioides) ซ่ึงเปนสาเหตุของโรคผล
เนาที่แยกไดจากผลทุเรียนบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ

5.4 คัดเลือกกลุม B.subtilis ที่มีศักยภาพสูงสุดจํานวน 5 สายพันธุในการยับยั้งราสาเหตุโรค
โคนและรากเนา และกลุมราโรคผลเนาในทุเรียนดังกลาว โดยทดสอบน้ําเลี้ยงเชื้อ
B.subtilis จํานวน 20 สายพันธุ บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ

5.5 สกัดสารออกฤทธิ์อยางหยาบจากน้ําเล้ียงเชื้อ B.subtilis  สายพันธุที่คัดเลือกแลวทั้ง 5 สาย
พันธุ ที่เพาะเลี้ยงนาน 3 วัน

5.6 ทดสอบปฏิกิริยาการยับยั้งการเจริญของเสนใยราโดยน้ําเลี้ยงเชื้อและสารสกัดหยาบจากน้ํา
เล้ียงเชื้อ B. subtilis ทั้ง 5 สายพันธุ

5.7 ทดสอบความรุนแรงของเชื้อ L.theobromae ที่ทําใหเกิดโรคผลเนาบนเปลือกผลทุเรียน
5.8 ทดสอบการยับยั้งของสารออกฤทธิ์จาก B.subtilisสายพันธุที่ดีที่สุด ตอการเจริญของเชื้อรา

โรคผลเนาบนผลทุเรียนซึ่งติดเชื้อ L.theobromae โดยวิธีปลูกเชื้อและผลทุเรียนที่ติดเชื้อรา
นี้ตามธรรมชาติ

6. . ผลที่เกิดขึ้นจากโครงการ ผลที่เกิดขึ้นแบงออกเปน 2 ระยะ ๆ ละ 7 เดือน
ผลที่คาดวาจะไดรับในชวง 7 เดือนแรก

6.1 เชื้อ B.subtilis จากตัวอยางดินและจากโครงการ  ABS/TRF  จํานวนไมต่ํากวา 100 สาย
พันธุ  และเชื้อราโรคโคนและรากเนาจากเปลือกทุเรียนที่แยกไดจากสวนทุเรียน จ. จันทบุรี
และ จ. ชุมพร จํานวนไมต่ํากวา 3 สายพันธุ

6.2 เชื้อ B.subtilis จํานวนไมต่ํากวา 25 สายพันธุที่มีแนวโนมประสิทธิภาพดีในดานการยับยั้ง
เชื้อราโรคโคนและรากเนา, ราโรคผลเนาทั้ง 3 ชนิด หลังจากทดสอบบนจานอาหารเลี้ยง
เชื้อ

6.3 ไดสายพันธุ B.subtilis ที่ประสิทธิภาพดีที่สุดคัดเลือกจากเชื้อจํานวน 20 สายพันธุ เมื่อ
ทดสอบจากสารออกฤทธิ์ที่ผลิตและปลอยออกมาในน้ําเล้ียงเชื้อตอการเจริญของสายราโรค
ทุเรียนทั้ง 2 กลุม  เมื่อเจือจางความเขมขน 1:2 เปนลําดับ

6.4 ได B.subtilis ที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ปริมาณ 10 ลิตร จํานวน 1 สายพันธุ
ผลที่คาดวาจะไดรับในชวง 7 เดือนหลัง

6.5 ได culture ของ B.subtilis 5 สายพันธุซ่ึงเล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB อยางละ 10 ลิตร



Researches/Durian-TRF report/List of content

iii

6.6 ไดสารออกฤทธิ์สกัดอยางหยาบ ความเขมขนเปน 50 mg/ml   ไดคา EC50 ของสารสกัด
จาก B.subtilis ทั้ง 5 สายพันธุตอเชื้อราทั้ง 2 กลุม

6.7 ทราบคาความรุนแรงของราโรคผลเนา (L.theobromae; L.t.) ตอผลทุเรียนจริงๆ
6.8 ทราบผลการยับยั้งราโรคผลเนา (L.t.) ที่ความเขมขนของสารออกฤทธิ์บนผลทุเรียนที่

ปลูกเชื้อเปรียบเทียบกับเมื่อใชสารเคมี และผลทุเรียนที่ไมควบคุมเชื้อ
6.9 ผลเปรียบเทียบประสิทธิภาพของน้ําเล้ียงเชื้อ B.subtilis ตอการยับยั้งราโรคผลเนาบน

ทุเรียนที่ปลูกเชื้อและที่ติดเชื้อโดยธรรมชาติเมื่อทุเรียนสุก และคาวิเคราะหทางสถิติ
7. ระยะเวลา 14 เดือน
8. งบประมาณ รวม 682,000 บาท

คาตอบแทน 175,000 บาท
คาจาง 154,000 บาท
คาวัสดุ 245,000 บาท
คาใชสอย 108,000 บาท

9. ประโยชนที่คาดวาจะไดรับหลังจากสิ้นสุดโครงการแลว
1. ไดสายพันธุ B.subtilis (BS) ที่มีแนวโนมในการนําไปประยุกตใชควบคุมโรคเชื้อรา ใน

ทุเรียนตั้งแตระยะการปลูกตลอดจนถึงการเก็บรักษาผลทุเรียนใหปลอดเชื้อราในชวงหลัง
การเก็บเกี่ยว จนกระทั่งออกสูตลาดเพื่อทดแทนการใชสารเคมีฆารา

2. สามารถทําการวิจัยและพัฒนาตอไปในเรื่องการผลิตผลิตภัณฑสูตรเชื้อ B.subtilis สายพันธุ
ที่มีศักยภาพดังกลาว ในระดับที่จะนําไปสูการผลิตภาคอุตสาหกรรม โดยมุงเนนศึกษาเรื่อง
ความคุมทุนของผูใชตอราคาผลผลิตของผลิตภัณฑที่นําไปใช
3. การประยุกตใชสารออกฤทธิ์ของ B.subtilis ในการควบคุมโรคที่จะเปนสาเหตุของการ

สูญเสียมูลคาของกลุมผลไมที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจในระยะหลังการเก็บเกี่ยว
และสงออกยังตลาดตางประเทศ
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กิตติกรรมประกาศ

คณะวิจัยขอขอบคุณสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัยที่ใหการสนับสนุนงบประมาณและ
อํานวยโอกาสใหศึกษาโครงการนี้โดยเริ่มตนตั้งแตหาขอมูลเพื่อรับรูปญหา เห็นสภาพที่เกิดขึ้นจริงจาก
สวนทุเรียนและหลังจากการเก็บเกี่ยวพบปะรวมทั้งนักวิชาการที่เกี่ยวของเกษตรกรชาวสวนและกลุม
พอคาคนกลางจึงทําใหกลุมผูวิจัยสามารถตระหนักถึงแนวทางการพัฒนาวิจัยเพื่อใหเกิดประสิทธิผลที่
เปนประโยชนแทจริงแกเกษตรกรซึ่งมีผลกระทบถึงเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทยดวย
 ผลงานวิจัยนี้จะไมสามารถประสบความสําเร็จไดเลยถาไมไดรับการอนุเคราะหและมิตรภาพ
อันดียิ่งจากบุคคลดังตอไปนี้  รศ. ดร.พีรเดช  ทองอําไพ  ผูอํานวยการฝายเกษตร สกว.  รศ.ดร. จริงแท
ศิริพานิช ผูจัดการเครือขายวิจัยและพัฒนาพืชสวน สกว. รศ.ดร.สมสิริ  แสงโชติ ภาควิชาโรคพืช คณะ
เกษตรมหาวิทยาลัยเกษตร บางเขน ผูอํานวยการ ดร. สุขวัฒน  จันทรปรรณิก และคุณสุนี  ศรีสิงห ศูนย
วิจัยพืชสวน กรมวิชาการเกษตร จันทบุรี

สุดทายนี้มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร คณะวิทยาศาสตรและคณะทรัพยากรธรรมชาติได
สนับสนุนการทําวิจัยของคณะฯเปนอยางดีมาโดยตลอด

คณะผูวิจัย
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บทคัดยอ
การศึกษาเพื่อการขยายผลการใชจุลินทรีย B.subtilis ในการควบคุมโรคที่สําคัญของทุเรียน

คือโรคโคนและรากเนาและโรคผลเนา จําเปนตองทราบขอมูลจากหองปฏิบัติการแลวจึงประยุกต
สําหรับทดสอบในระดับแปลงทดลองเพื่อยืนยันผลที่ชัดเจน  จึงเริ่มตนจากเชื้อ B.subtilis ที่แยกจาก
ดินใหบริสุทธิ์  จํานวน 23 สายพันธุแสดงปฏิกิริยาปฏิปกษชัดเจนบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อตอเชื้อรา
Phytophthora palmivora ที่แยกไดจาก จ. ชุมพร (T1และ T2) จาก จ. จันทบุรี และเชื้อ Lasiodiplodia
theobromae, Phomopsis sp., และ Colletotrichum gloeosporioides อยางละ 2 สายพันธุ ประสิทธิ
ภาพของน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis ตอการยับยั้งเชื้อราทั้งสองกลุมแตกตางกัน  โดยP.palmivora ตานทาน
ไดสูงกวา L.theobromae, Phomopsis sp.และ C.gloeosporioides เมื่อพิจารณาคาเปอรเซ็นตการยับยั้ง
สําหรับ P.palmivora ทั้ง 3 ไอโซเลท ตองใชน้ําเล้ียงเชื้อแบคทีเรียในระดับความเขมขนที่เจือจางไป 4
เทา ในขณะที่ L.theobromae, Phomopsis sp. และ C.gloeosporioides ใชระดับที่เจือจางไปถึง 32-64
เทา   คา EC50 ของสารสกัดหยาบจากน้ําเล้ียงเชื้อ B.subtilis แตละสายพันธุ (ABS-D01, ABS-D02,
ABS-D03, ABS-D11 และ ABS-D12) มีคาแตกตางกันตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อราทั้งสองกลุม
จํานวน 9 ไอโซเลทที่ทดสอบ  คาเฉลี่ย EC50 ของ B.subtilis สายพันธุ ABS–D12 มีคาต่ําที่สุดคือ
115.9 µg/ml  และ B.subtilis ทั้งหาสายพันธุดังกลาวไมแสดงปฏิกิริยาปฏิปกษระหวางกันบนจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อจึงใชผสมรวมสําหรับทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งโรคที่เกิดจากเชื้อราโรคผลเนา
โดยใช L.theobromae 2-03 ซ่ึงกอโรครุนแรงสูงเมื่อปลูกเชื้อบนผลทุเรียนและที่เกิดตามธรรมชาติ
ผลวิเคราะหทางสถิติเปรียบเทียบในแตละกรรมวิธีพบวาประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคเมื่อ
ทําการปลูกเชื้อกอนแลวจึงจุมสารไมแตกตางจากชุดควบคุม ในขณะที่หากจุมสารแตละชนิดกอน
แลวจึงปลูกเชื้อพบวาแตกตางจากชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญโดยสารซึ่งมีคุณสมบัติดีที่สุดคือ 
imazalil 500 pm.รองลงมาคือสารผสมที่สกัดจากน้ําเล้ียงเชื้อของ  B.subtilis 5 สายพันธุในอัตราสวน
เทากัน  และเชื้อผสม B.subtilis  5 สายพันธุ (109cfu/ml) ซ่ึงสอดคลองกับผลระดับความรุนแรงของ
การเกิดโรค   การเกิดโรคผลเนาที่เกิดตามธรรมชาติพบวายับยั้งไดระดับหนึ่ง โดยน้ําเล้ียงเชื้อมีประ
สิทธิภาพสูงสุดสามารถลดการเกิดโรคได 50 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม รองลงมาคือ
สาร imazalil และสารสกัดซึ่งใหผลไมแตกตางในทางสถิติกับชุดควบคุมซึ่งจุมแชในน้ํา   โดยสรุป
เชื้อ B.subtilis ทั้ง 5 สายพันธุและสารสกัดจากน้ําเล้ียงเชื้อมีศักยภาพที่ใชควบคุมโรคที่สําคัญของ
ทุเรียนคือโรคโคนและรากเนาและโรคผลเนาได
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Abstract
A study of the application of  B.subtilis in the control of root rot and fruit rot diseases in

Durian, using information obtained from laboratory tests and from experimental testing in the
field, is reported.  First B.subtilis was obtained from the field and screened on agar plates.
Twenty-three strains of the B.subtilis showed strong antagonistic activity against two groups of
fungi; the root rot disease caused by Phytophthora palmivora isolated from the field in Chumporn
(T1 and T2), in Chantabury province, and the fruit rot diseases caused by Lasiodiplodia
theobromae, Phomopsis sp. and Colletotrichum gloeosporioides.  Significant differences in the
efficiency of the culture filtrates of those strains of B.subtilis tested among the two groups of fungi
were observed.  P.palmivora was more resistant to B.subtilis than L.theobromae, Phomopsis sp.
and C.gloeosporioides.  Four-x dilutions of the culture filtrates were able to inhibit all three
isolates of P.palmivora, and thirty-two to sixty-four-x for L.theobromae, Phomopsis sp. and
C.gloeosporioides.  Variations in EC50 of the crude extracts of each strain of B.subtilis (ABS-D01,
ABS-D02, ABS-D03, ABS-D11 and ABS-D12) against nine isolates of those fungi were obtained.
B.subtilis ABS–D12 showed the lowest EC50of 115.9 µg/ml.  All five strains of B.subtilis were
non-competitive to each other on the agar plates.  Consequently, mixtures of the five cultures of
B.subtilis were used cooperatively to control the diseases on the durian fruits.   Inoculation of
L.theobromae 2-03 appeared to be the most virulent among the fungal isolates causing a rot disease
on the durian fruits. The efficiency of B.subtilis in controlling the disease of both artificially and
naturally infected fruits was also tested.  Dipping in various substances illustrated that the efficacy
of the B.subtilis as a preventative was greater than as a curative.  Significant differences of disease
occurrence from the control set were demonstrated in the treatment with imazalil 500 ppm and
mixtures of the extract from culture filtrates of B.subtilis and B.subtilis 5 strains (109cfu/ml).  The
incidence of the natural fungal infected disease treated with the culture filtrates was lowest at 50
%.  Dipping in water and others showed no inhibition.  In conclusion, B.subtilis and their filtrates
were potent in controlling of the root rot and fruit rot diseases of durian.
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1. การยับยั้งการเจริญของเชื้อราจากน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis ที่เจือจางความเขมขน 44
2. คา EC50 ของสารสกัดหยาบจากน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอการเจริญของสายรา 45
3. คาเฉลี่ยของแผลผลเนาของทุเรียนจากการปลูกเชื้อ L. theobromae (2-03) 45
   และจุมสารตาง ๆ
4. เปอรเซ็นตของการเกิดโรคผลเนาของทุเรียนจากการปลูกเชื้อ L. theobromae (2-03) 46
    และจุมสารตาง ๆ
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รายการรูป
รูปท่ี หนา

1. เปลือกตนทุเรียนที่เกิดแผลจากเชื้อรากอโรคโคนและรากเนา (P.palmivora) 4
2. การทดสอบฤทธิ์การตานราของของสารบนสไลดหลุมซึ่งประกอบดวย 8

จานอาหารเลี้ยงเชื้อขนาดเสนผานศูนยกลาง 14 cm. กระดาษกรองและ
สไลดหลุมขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.5 cm. วางเชื้อราขนาด 1.0 mm.
ตรงกลางหลุมบนอาหารทดสอบ

3. การยับยั้งของ B. subtilis ตอการเจริญของเสนใยราที่เปนสาเหตุของ 14
โรคทุเรียน (A=P.palmivora, B=L.theobromae, C=Phomopsis sp.,
D=C.gloeosporioides)

4. แผนภูมิเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 19
P.palmivora (จันทบุรี, T1 และ T2) ของน้ําเล้ียงเชื้อ B.subtilis
5 สายพันธุ (ABS-D01, D02, D03, D11, และ D12) ที่เจือจาง 4 เทา

5. แผนภูมิเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 26
L.theobromae (2-01, 2-03) ของน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis 5 สายพันธุ
(ABS-D01, D02, D03, D11, และ D12) ที่เจือจาง 32 เทา

6. แผนภูมิเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 27
Phomopsis sp. (1-01, 1-02) ของน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis 5 สายพันธุ
(ABS-D01, D02, D03, D11, และ D12) ที่เจือจาง 64 เทา

7. แผนภูมิเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 28
C.gloeosporioides (3-03, 3-05) ของน้ําเล้ียงเชื้อ B.subtilis 5 สายพันธุ
 (ABS-D01, D02, D03, D11, และ D12) ที่เจือจาง 64 เทา
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ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทําการวิจัย
ประชากรโลกในปจจุบันนี้ไดคํานึงถึงความปลอดภัยจากการใชสารเคมีในชีวิตประจําวันเปน

อยางสูง ผลกระทบตอส่ิงแวดลอม ความเปนอยูและสุขอนามัยของทั้งผูผลิตและผูใชการผลิตผลไมใน
ประเทศไทยไดมีการใชสารเคมีในการจัดการศัตรูพืชโดยเฉพาะดานโรคที่มีสาเหตุจากเชื้อราเปน
จํานวนมากมาอยางชานานและแพรหลาย ซึ่งเปนการเพิ่มตนทุนการผลิตและปญหาที่ตามมาคือ การ
เกิดผลขางเคียง เชน การดื้อยา หรือการปนเปอนที่กอใหเกิดมลภาวะในสิ่งแวดลอม และการตกคาง
ของสารเคมีในผลิตผลที่ออกไปสูผูบริโภคทั้งในและตางประเทศ โดยเฉพาะผูบริโภคในตางประเทศมี
ความตื่นตัวในการบริโภคผลิตภัณฑที่ปลอดภัยจากสารพิษ   ดังนั้นในหลายประเทศที่เปนผูบริโภคจึง
ไดมีมาตรการกําหนดมาตรฐานการปนเปอนของสารเคมีในผลิตภัณฑที่นําเขา โดยเฉพาะผลไมจาก
ประเทศผูผลิต ดังนั้นผูผลิตซึ่งเปนเกษตรกรและผูสงออก จึงตองมีการพัฒนาการจัดการศัตรูพืช โดย
ลดการใชสารเคมีใหมากที่สุด และหันมา  สนใจการใชวิธีการควบคุมโรคทางชีวภาพ โดยใชสารที่ได
จากธรรมชาติ เชน สมุนไพร หรือ วิธีการที่ศึกษากันอยางแพรหลาย คือ การใชจุลินทรียที่ไมกอโรค
(Van Driesche, and Bellows, 1996 ; สมคิด ดิสถาพร, 2540)มาทําการวิจัยและพัฒนาการ
ประยุกตใชต้ังแตกระบวนการผลิตและการสงออกตางประเทศ

จุลินทรีย B.subtilis เปนสารควบคุมชีวภาพชนิดหนึ่งที่ไดมีผูนํามาศึกษาเพื่อใชในการทด
แทนสารเคมีปองกันและกําจัดโรค ในโครงการ “ การพัฒนา Antagonist  B.subtilis  สําหรับการควบ
คุมโรคขาว ”  ไดรวบรวมจุลินทรีย B.subtilis หลายสายพันธุที่มีศักยภาพในการควบคุมโรคสาเหตุ
จากทั้งเชื้อราและแบคทีเรียของพืช ผูวิจัยจึงมีจุดมุงหมายในการนําจุลินทรียสายพันธุที่เก็บรวบรวมไว
และสายพันธุที่คนหาเพิ่มเติมมาขยายผล เพื่อใชประโยชนในการควบคุมโรคจากสาเหตุเชื้อราของพืช
เศรษฐกิจ โดยเฉพาะทุเรียน ซึ่งจัดอยูในกลุมผลไม 5 ชนิดที่ทํารายไดสูงสุดของประเทศในปจจุบันนี้

การจัดการโรคเชื้อราในทุเรียนเปนปญหาใหญต้ังแตการปลูกจนกระทั่งการสงผลผลิตออกสู
ตลาด โรคสําคัญที่พบไดมากที่สุดในการทําสวนทุเรียนคือ โรคโคนและรากเนา อันเกิดจากเชื้อรา
Phytophthora palmivora (Butler)  มีผลทําใหตนแสดงอาการเหนือระดับตนชัดเจนคือ ใบเหี่ยว
เหลืองทั้งตน และรวงไปหมด ในกรณีที่เกิดโรครุนแรงจะเกิดอาการเนาที่ราก และลุกลามที่เปลือก
บริเวณโคนตนทําใหทุเรียนตาย  P.palmivora สามารถสรางสปอรหลายชนิดทั้งผนังบางและหนา
(Erwin and Ribeiro, 1996) ซึ่งอาศัยอยูในดินเปนเวลานานๆ เมื่อสภาพแวดลอมเหมาะสม โดย
เฉพาะในฤดูฝนหรือขณะที่มีความชุมชื้นสูง ซึ่งภูมิอากาศดังกลาวนั้นก็เปนแหลงปลูกทุเรียนไดดีอยู
แลวจึงเปนสภาพที่พรอมที่จะใหเชื้อรางอกเขาทําลายตามบริเวณโคนลําตน กิ่ง ราก โดยสปอร
สามารถแพรระบาดไปกับน้ําและงอกเขาทําลายตนอื่นใหเกิดไดอีก นอกจากนี้ในบางครั้งลมและ
แมลงเปนพาหะนําเชื้อโรคไดอีกเหมือนกันดวย การปองกันและกําจัดสามารถทําไดโดยการใชสาร
เคมีฉีดพนเพื่อปองกันและกําจัดเชื้อราซ่ึงใหผลดีในเริ่มแรก คือ metalaxyl หรือphosethylaluminum
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โดยผสมหรือสลับกับสาร mancocep ใหทั่วทั้งตนถึงใบและผล ซึ่งสามารถควบคุมโรคในทุเรียนได
ระยะหนึ่ง (เอื่ยน  ศิลายอย, 2536) แตเมื่อใชซ้ําหลายๆครั้ง ก็พบวาไมสามารถควบคุมโรคไดอีกตอไป
(ขอมูลจากทั้งเกษตรกรและกรมวิชาการเกษตร) ในระยะหลังมีผูสนใจและนําชีววิธีมาใชในการควบ
คุมโรคดังกลาวของทุเรียน เชนใชเชื้อรา Trichoderma spp.แพรพันธุขยายเขาทําลายเชื้อราสาเหตุ
ของโรคก็เปนการชวยลดปริมาณเชื้อโรค (inoculum) ไดอยางมาก แตอยางไรก็ตามเชื้อราควบคุมโรค
ดังกลาวมีขอจํากัดในการใชคืออายุของเชื้อราที่มีประสิทธิภาพในระยะเพียง 6 เดือน จําเปนตองใช
บอยขึ้น และสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเพิ่มจํานวนของเชื้อรา Trichoderma spp. และสภาวะ
ของการแพรของเชื้อราสาเหตุโรคโคนและรากเนาของทุเรียนเกิดขึ้นในชวงที่ตางกัน ทําใหผลการควบ
คุมไมสอดคลองกัน จึงเห็นผลไมดีเทาที่ควรและรูปแบบของการใชก็จํากัดเพราะกําจัดเชื้อราที่อยูใน
บริเวณรากและดินเทานั้น ไมสามารถครอบคลุมถึงบริเวณที่เกิดโรคตรงสวนอื่นๆของตนได     ขณะ
เดียวกันปญหาโรคผลเนาของทุเรียนที่พบอยูเสมอ คือ โรคที่เกิดจากเชื้อราจําพวก L. theobromae,
Phomopsis sp. และ C.gloeosporioides กอใหเกิดการสูญเสียของผลทุเรียนเปนอยางมากถึง 40,
40 และ 8 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เชื้อสาเหตุเหลานี้จะเขาทําลายผลทุเรียนตั้งแตระยะที่อยูในสวนและ
หลังจากเก็บเกี่ยวมาแลว เชื้อรา L.theobromae และ Phomopsis sp. สามารถมีชีวิตอยูรอดไดบน
ผลทุเรียนที่ถูกตัดแตงและหลนอยูบนพื้นดิน   สําหรับ C.gloeosporioides เปนเชื้อที่พบไดจากใบ
ทุเรียนและดิน ซึ่งจะกอใหเกิดโรคกับผลทุเรียนที่อยูในระดับตํ่า การกําจัดโรคสามารถทําไดโดยการ
จุมผลทุเรียนในสารเคมี เชน imazalil เปนตน อยางไรก็ตามการกําจัดแหลงของเชื้อที่ติดอยูบนผล
ทุเรียนที่รวงหลนและเนาอยูตามบริเวณโคนตนทําไดยากซึ่งโดยปกติชาวสวนมักจะปลอยทิ้งไวใหผล
ทุเรียนที่ใชไมไดยอยสลายไปตามธรรมชาติ จึงทําใหเกิดเปนแหลงกําเนิดเชื้อในรอบตอไป (สมศิริ
แสงโชติ, 2539 ; Pongpisutta and Sangchote, 1994)

การแกไขปญหาที่เกิดขึ้นนี้โดยการใชสารเคมี จะมีผลตอการกีดกันทางการคาในแงมาตร
ฐานของสารเคมีตกคางในผลิตภัณฑโดยประเทศผูส่ังเขาซึ่งจะเกิดอันตรายตอผูบริโภค ดังนั้นในงาน
สวนนี้คณะวิจัยจึงไดสนใจที่จะประยุกตการใชสารออกฤทธิ์ควบคุมเชื้อรา ซึ่งผลิตโดยจุลินทรีย
B.subtilis มาใชผสมเปนสารเคลือบผิวของเปลือกทุเรียนดังกลาว ทั้งนี้โดยความรูพื้นฐานที่ทราบกัน
แพรหลายวา B.subtilis สามารถสรางสารหลายชนิดในการกําจัดหรือควบคุมการเจริญของเชื้อรา
และแบคทีเรีย (Sandrin et.al., 1990, Sinclair, 1989) โดยเฉพาะขอมูลที่ไดจากโครงการ “ การ
พัฒนา Antagonist  B.subtilis  สําหรับการควบคุมโรคขาว ” (Jutidamrongphan, et.al., 1994,
1996, วิจิตรา จุติดํารงคพันธ และคณะ, 2542) พบวากลุมสารออกฤทธิ์ดังกลาว คือ สารจําพวก
Iturin A, Surfactin และ piplastatin A  ซึ่งสามารถสกัดไดจากน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis  โดยวิธีการที่
ไมยุงยากและใหผลการออกฤทธิ์ที่มีประสิทธิภาพสูง  เนื่องจากเชื้อ B.subtilis เปนเชื้อที่พบไดตามดิน
ไมกอใหเกิดโรคหรือทําอันตรายตอคนและสิ่งแวดลอมและสามารถสรางสารปฏิชีวนะจํานวนมาก
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สําหรับการยับยั้บการเจริญของเชื้ออ่ืนๆ ไดเปนอยางดี อีกทั้งเชื้อ B.subtilis สามารถเพาะเลี้ยงขยาย
จํานวนไดงายและทนทานอยูในรูปเอนโดสปอรเมื่อส่ิงแวดลอมไมเหมาะสม เพื่อการพัฒนาไปถึงเปา
หมายของการใชเปนสารชีวินทรียควบคุมโรค จึงจําเปนตองศึกษาตั้งแตระดับเบื้องตนของการควบ
คุมหรือยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรค กลไกการออกฤทธิ์ ตลอดจนการหาสูตรเหมาะสม
สําหรับการใชและการทดสอบประสิทธิภาพ ทั้งในสภาพหองปฏิบัติการและสภาพที่ใกลเคียงกับธรรม
ชาติที่สุด

วัตถุประสงค
1) หาสายพันธุ B.subtilis ที่เปนจุลินทรียปฏิปกษตอเชื้อราสาเหตุโคนและรากเนา และกลุมเชื้อรา

สาเหตุโรคผลเนาในทุเรียน ในระดับหองปฏิบัติการ
2) หาขอมูลการออกฤทธิ์และประสิทธิภาพของน้ําเลี้ยงเชื้อจุลินทรียปฏิปกษ B.subtilis ตอเชื้อรา

สาเหตุโคนและรากเนาและกลุมเชื้อราสาเหตุผลเนาของทุเรียนในระดับหองปฏิบัติการ
3) ทดสอบฤทธิ์ของน้ําเลี้ยงเชื้อตอการยับยั้งเชื้อราสาเหตุสําคัญของโรคผลเนากับผลทุเรียน
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วิธีการทดลอง
 I   การคัดแยกสายพันธุเชื้อราสาเหตุโรค และ การคัดแยกสายพันธุ B.subtilis ที่มีแนวโนมดี

 จากตัวอยางดินและที่ไดจากโครงการ ABS/TRF
1. การคัดเลือกสายพันธุเชื้อราสาเหตุโรค

1.1 เชื้อรา P.palmivora โรคโคนและรากเนา ไดจาก 2 แหลง คือ
1.1.1 สวนทุเรียน จ. ชุมพร  ทําการเก็บเปลือกลําตนทุเรียนบริเวณแผลที่เกิดโรคโคนและราก

เนา เหนือจากบริเวณพื้นดินขึ้นไปประมาณ 50 เซนติเมตร เก็บตัวอยางขนาด 1 ตารางนิ้ว  นําตัว
อยางเปลือกทุเรียนจากทุเรียน (รูปที่ 1 ) ตนที่ 1 และตนที่ 2 มาลอกเปลือกและตัดเปนชิ้นเล็กๆนําไป
วางบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ Modified Carrot Agar (MCA) บมในตูบมเชื้อราอุณหภูมิ 20 0C ทิ้งไวจน
กระทั่งเห็นเสนไยเชื้อราเจริญบนอาหาร แลวจึงถายเชื้อราลงบนจานอาหาร MCA จานใหม จนไดเชื้อ
ราที่บริสุทธิ์ ตรวจดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเสนใยราและรูปรางของ sporangium วาเปนชนิด
ของเชื้อรา P.palmivora ที่ถูกตอง คัดเลือกได 2 สายพันธุ คือ สายพันธุชุมพร-01 (T1) และชุมพร-02
(T2)

1.1.2 สวนทุเรียน จ. จันทบุรี  ไดรับความอนุเคราะหจากคุณสุนี ศรีสิงห ศูนยวิจัยพืชสวน
กรมวิชาการเกษตร   อ. ขลุง จ. จันทบุรี

1.2 เชื้อราสาเหตุโรคผลเนา (L.theobromae, Phomopsis sp. และ C.gloeosporioides)
ไดรับความอนุเคราะหจาก รศ.ดร. สมศิริ แสงโชติ ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร ม.
เกษตรศาสตร บางเขน

รูปที่ 1  เปลือกตนทุเรียนที่เกิดแผลจากเชื้อรากอโรคโคนและรากเนา (P.palmivora)
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2.การคัดแยกสายพันธุเชื้อแบคทีเรีย B subtilis
2.1 การคัดเก็บตัวอยางดิน

ทําการเก็บตัวอยางดินในสวนเกษตรจําพวกผลไม เชน ทุเรียน มังคุดและสม เปนตน ใน
บริเวณจังหวัดทางภาคใต โดยสุมเก็บจากบริเวณตนที่เปนโรคตอตนปกติในอัตราสวน 1:4
เก็บดินบริเวณผิวหนาดิน หางจากโคนตน 1 เมตร จํานวนตัวอยางละ 250 กรัม

2.2 การแยกเชื้อแบคทีเรียใหบริสุทธิ์
ใชวิธี dilution plate count บนอาหาร Nutrient agar โดยทําการเจือจางตัวอยางดินดวยสาร
ละลาย 0.85% NaCl นําไปแชในอางน้ําอุนอุณหภูมิ 80 0C นาน 30 นาที เพื่อกําจัดเชื้ออ่ืน
ทั่วๆไปในดิน แลวจึงนํามาเจือจางและแยกบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ บมที่ 37 0C นาน 24 ชั่ว
โมง คัดเลือกโคโลนีโดยการยอมติดสีแกรมบวก ยายเชื้อไปเขี่ยแยกใหเปนโคโลนีเดี่ยวจํานวน
120 โคโลนี ทําการจําแนกชนิดของเชื้อ B.subtilis ตามปฏิกิริยาชีวเคมีในหลอดทดลองและ
นําไปทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคตอไป

II   ปฏิกิริยาปฏิปกษของ B. subtilis ตอเชื้อราโรคทุเรียนบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ
1. เชื้อราที่นํามาทดสอบ มี 4 ชนิด รวม 9 ไอโซเลต ดังนี้

1. P.palmivoraจํานวน 3 สายพันธุ ไดแก จันทบุรี, T1 และ T2
2. L.theobromae   2 สายพันธุ ไดแก   L.theobromae 2-01 และ   L.theobromae (2-03)
3. Phomopsis sp. 2 สายพันธุ ไดแก Phomopsis sp (1-01) และ Phomopsis sp. (1-02)
4. C.gloeosporioides 2 สายพันธุ ไดแก C.gloeosporioides(3-03) และ C.

gloeosporioides(3-05)
2. เชื้อแบคทีเรีย

B.subtilis  จํานวน 140 สายพันธุ เปนสายพันธุที่คัดแยกไดจากดินจํานวน 120 สายพันธุ และ
จํานวน 20 สายพันธุเปน B.subtilis ที่มีประสิทธิภาพสูงสําหรับยับยั้งราโรคขาวจากโครงการ “การ
พัฒนา Antagonist Bacillus subtilis  สําหรับการควบคุมโรคขาว” ซึ่งสนับสนุนโดย สกว. ป 2538-
2543

วิธีการทดสอบ
ทําการทดสอบโดยวิธี dual culture technique (Tuite, 1969) โดยเพาะเลี้ยงเชื้อรา Phomopsis

และ C.gloeosporioides บนอาหาร PDA (จานเพาะเลี้ยงขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 ซม.) เปนเวลา
1 วัน สวนเชื้อราโรคโคนและรากเนา คือ P.palmivora เพาะเลี้ยงบนอาหาร MCA เปนเวลา 1 วันกอน
เชนกัน แลวใชหวงถายเชื้อแตะแบคทีเรียที่จะทดสอบที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร Potato Dextrose Agar
(PDA) ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชั่วโมง มาแตะเปนจุด หรือขีดเปนแนวยาว ใหหางจากขอบโคโลนี



F:wichitra backup\Durian-project\Durian-TRFreport-f

6

เชื้อรา 1 ซม. สําหรับเชื้อราโรคผลเนาคือ L.theobromae ตองเพาะเลี้ยงเชื้อราและแบคทีเรียในวัน
เดียวกัน ทําการทดสอบชุดละ 2 ซ้ํา นําจานเพาะเชื้อไปบมเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 วัน
สังเกตผลทุกวัน โดยวัดรัศมีของราดานที่อยูใกลกับแบคทีเรีย เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมไดแตะ
แบคทีเรีย ถาแบคทีเรียสามารถยับยั้งเชื้อราได จะพบ inhibition zone หรือบริเวณเชื้อราเจริญมาชน
แนวแบคทีเรีย แตไมสามารถเจริญขามแบคทีเรียไปได

III   การทดสอบประสิทธิภาพของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอการยับยั้งการเจริญของสายรา
1. การเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย B.subtilis
เพาะเลี้ยงแบคทีเรีย B.subtilis  23 สายพันธุที่แสดงศักยภาพการยับยั้งรากอโรคโคนและราก
เนาที่คัดเลือกจากจํานวน 140 สายพันธุในอาหารเหลว Luria–Bertani broth (LB) จํานวน 100
มล. (10% inoculum) บนเครื่องเขยา 200 rpm ที่อุณหภูมิ 37 0C เปนเวลา 3 วัน ปนแยกเซลล
แบคทีเรียที่ 8,000 rpm 20 นาที แยกน้ําเลี้ยงเชื้อไว
. อาหารเลี้ยงเชื้อ

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ Luria Bertani (LB) (ตอ 1 ลิตร)
10 g. Sodium Chloride
 5 g. Bacto-yeast extract
10 g. Bacto-tryptone

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ Luria Bertani (LA) (ตอ 1 ลิตร)
10 g. Sodium Chloride
 5 g. Bacto-yeast extract
10 g. Bacto-tryptone
15 g  Bacto- agar

2. การทดสอบการยับยั้งการเจริญของสายรา
นําน้ําเลี้ยงเชื้อที่ไดมาเจือจางแบบลําดับสอง (serial 2-fold dilution) ไดเปนน้ําเลี้ยงเชื้อไมเจือ
จาง และนําเลี้ยงเชื้อเจอจาง 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 และ 1:32 แลวผสมกับอาหารวุนอาหาร PDA
(double strength) ยกเวนการทดสอบกับเชื้อรา P.palmivora ใชอาหารวุน MCA โดยผสมใน
อัตราสวน 1:2 ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 และ 1:64 ตามลําดับ
นําไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121 0C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที และเท
ในจานไรเชื้อ ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 cm ปลอยใหเย็น จากนั้นนํากอนเชื้อราที่เจาะจาก
บริเวณขอบโคโลนี (1 วันสําหรับ L. theobromae, 2 วันสําหรับ P. palmivora และ Phomopsis
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sp. และ 3 วันสําหรับ C. gloeosporioides) ไดกอนเชื้อราขนาดเสันผานศูนยกลาง 6 mm. มา
เพาะเลี้ยงบนกึ่งกลางวุนอาหารนี้ (ความเขมขนละ 3 ซ้ํา) สําหรับชุดควบคุมใชอาหารเหลว LB
ที่ไมไดเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแทนน้ําเลี้ยงเชื้อ นําจานทั้งหมดบมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 25 0C จนกวา
เชื้อในชุดควบคุมจะเจริญจนเกือบเต็มจาน วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนีราชุดทดสอบ
และชุดควบคุม โดยวัด 2 แนวตั้งฉากกัน  นําคาเฉลี่ยมาคํานวณคาเปอรเซ็นตการยับยั้ง
3. การคํานวณ

คาเปอรเซ็นตการยับยั้งคํานวณจากสูตร    (Gamliel et.al.,1989)
คาเปอรเซ็นตการยับยั้ง  =  100 –(R2 x  100)

r2

R  และ r  เปนคาเฉลี่ยของรัศมีโคโลนีชุดทดสอบและชุดควบคุมตามลําดับ

 IV   การทดสอบประสิทธิภาพสารสกัดหยาบจากน้ําเลี้ยงเชื้อแบคที่เรียที่มีศักยภาพสูงตอการ
ยับยั้งการเจริญของเสนใยรา

1. การเตรียมสารสกัดหยาบ
นําน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่แสดงประสิทธิภาพดีที่สุดในการยับยั้งการเจริญของเสนใยรา

จํานวน 5 สายพันธุซึ่งเพาะเลี้ยงในอาหาร LB ชนิดละ10 ลิตร ตามวิธีในขอ III (1) มาทําการสกัดตาม
วิธีของ McKeen et.al.  (1986)   นําสารสกัดหยาบมาละลายใน 80 %  ethanol  ใหไดความเขมขน
50 mg/ml ทําการทดสอบประสิทธิภาพของสารสกัดหยาบตอการยับยั้งการเจริญของสายราบนสไลด
หลุมตามวิธีของ Picman et.al., (1990)

2. การทดสอบการยับยั้งการเจริญของสายรา
นําสารสกัดหยาบมาผสมกับ PDA ในอัตราสวน 1:10 (สําหรับการทดสอบกับเชื้อ

P.palmivora ใชอาหาร MCA) ใหไดความเขมขนตางๆ 7-8 ความเขมขน และทําการทดสอบเชนเดียว
กับขอ 2 แตทําในสไลดหลุมโดยใช micro haematocrit capillary tubes เจาะเชื้อราไดกอนเชื้อขนาด
เสันผานศูนยกลางประมาณ 1 mm (รูปที่ 2) ปริมาตรหลุมละ 100 µl ความเขนขนละ 8 ซ้ํา แทนการ
ทดสอบในจานเพาะเชื้อ สําหรับชุดควบคุมใช 80% ethanol ที่ไมมีสารสกัด วัดขนาดเสนผานศูนย
กลางของโคโลนีราชุดทดสอบและชุดควบคุมในแตละหลุม ดวย micrometer ภายใตกลองจุลทรรศน
แบบ stereozoom หลังจากวางเชื้อรา 16-24 ชั่วโมง ยกเวน L. theobromae ใชเวลา 6 ชั่วโมง นําคา
ความเขมขนของสารสกัดหยาบและคาเปอรเซ็นตการยับยั้งไปเขียนกราฟ

3. การคํานวณ
หาคา EC50 จากสมการ regression จากเสนกราฟการตอบสนอง (dosage response

curve หรือ toxicity curve) เพื่อหาคา Effective concentration 50 (EC50) หรือคาความเขมขนของ
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สารที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราได 50% โดยการคํานวณจากกราฟ กราฟที่ไดจะถูกดัดแปลง
ใหเปนกราฟเสนตรง โดยคาความชันของกราฟจะขึ้นอยูกับคา R2 ที่เหมาะสมซึ่งควรจะมีคาอยูในชวง
0.8-1.0 และจากกราฟที่ไดนี้สามารถคํานวณหาคา EC50 ของสารไดจากสมการ linear regression

y  =  ax + b
โดย y  =  เปอรเซ็นตของการยับยั้งเชื้อรา มีคาเทากับ 50

a  =  คาความชันของกราฟ
b  =  จุดตัดบนแกน y
x  =  คาความเขมขนของสาร

รูปที่ 2  การทดสอบฤทธิ์การตานราของของสารบนสไลดหลุม ซึ่งประกอบดวยจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อขนาดเสนผานศูนยกลาง 14 cm. กระดาษกรองและสไลดหลุมขนาดเสน
ผานศูนยกลาง 1.5 cm. วางเชื้อราขนาด 1.0 mm. ตรงกลางหลุมบนอาหารทดสอบ



V   การทดสอบปฏิกิริยาปฏิปกษระหวางเชื้อแบคทีเรีย B.subtilis ทั้ง 5 สายพันธุ
เลี้ยงเชื้อ B.subtilis ทั้ง 5 สายพันธุในอาหารเหลว LB ปริมาตร 2 ml เขยาที่ 200 rpm

อุณหภูมิ 37 0C เปนเวลา 24 ชม แลวนําเชื้อ B.subtilis แตละสายพันธุ มาเจือจางดวยสารละลาย
0.85% NaCl ประมาณ 10 เทา 0.1 ml แลวเกลี่ย (spread) บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  LA จานละ
สายพันธุจากนั้นนําใช cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 ซม. เจาะหลุมบนจานอาหารเลี้ยง
เชื้อที่เกลี่ยเชื้อ B.subtilis แตละสายพันธุไวแลว โดยเจาะจานละ 4 หลุมใหหางกันพอสมควร  นํา
เชื้อ B.subtilis ที่เลี้ยงในอาหารเหลว LB ที่เหลือมาใสในหลุมที่เจาะไวหลุมละ 10 µl โดยเชื้อ
B.subtilis ที่นํามาหยอดหลุมเปนสายพันธุตางจากที่เกลี่ย ทํา 2 ซ้ําแลวนําไปบมที่ 37 0C เปนเวลา
24 ชม.  ดูการเกิดวงใสรอบหลุมที่ใสเชื้อ B.subtilis

VI  การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการเกิดโรคผลเนาบนผลทุเรียนจากเชื้อรา L.theobromae
(2-03) โดยเชื้อแบคทีเรีย B.subtilis  และสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียเปรียบเทียบกับ
สารเคมี (imazalil)

1. เตรียมเชื้อแบคทีเรียและสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย B.subtilis
1.1 สารสกัดชุดที่ 1 (สารสกัดน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis 5 สายพันธุ)

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย B.subtilis สายพันธุที่ใหผลการยับยั้งเชื้อรากอโรคผลเนาทุเรียนไดดี
จากการทดลองบนอาหารวุน ไดแกเชื้อ ABS-D01, ABS-D02, ABS-D03, ABS-D11 และ
ABS-D12 โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแตละสายพันธุในอาหารเหลว (3% molasses + 0.5%
NaCl + 0.1% trace element (MnSO4.H2O, CuSO4.5H2O, FeSO4.7H2O) ปรับ pH เปน
7.5  ดวย 5N NaOH   ปริมาณเชื้อละ 10 ลิตร ในสภาวะเขยาดวยความเร็ว 200 rpm
อุณหภูมิ 37 0C เปนเวลา 3 วัน แลวปนเหวี่ยงดวยความเร็วต่ําแยกเซลลและน้ําเลี้ยงเชื้อ

1.2 นําสวนของน้ําเลี้ยงเชื้อมาตกตะกอนดวยการเติม 5 N HCl ใหมีคา pH อยูในชวง 2.0-2.5
ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองใหสารตกตะกอนนอนกนจนหมด เทสวนใสทิ้งไปเหลือสวนที่เปน
ตะกอนนํามาละลายกลับโดยปรับ pH ดวย 5 N NaOH ใหมีคา pH ประมาณ 7.0 นําสาร
จากน้ําเลี้ยงที่ไดของเชื้อแบคทีเรียแตละชนิด (ชนิดละประมาณ 1 ลิตร) มาผสมรวมกันได
สารผสมของสารจากน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 5 สายพันธุปริมาตร 5 ลิตร ผสมสารจับใบลง
ไปกอนนําไปใช

1.3 สารชุดที่ 2 (เซลลของ B.subtilis 5 สายพันธุ)
สวนของเซลลแบคทีเรีย B.subtilis แตละสายพันธุ (ABS-D01, ABS-D02, ABS-03,
ABS-D11 และ BAS-D12) ที่ไดจากขอ 1.1 นํามาใสรวมกับเชื้อแบคทีเรีย ABS-D11 ที่
เลี้ยงในอาหารเหลวดังขอ 1.1 ปริมาตร 5 ลิตร โดยคํานวณเชื้อแบคทีเรียแตละชนิดที่ใส
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เมื่อผสมแลวความเขมขนของเชื้อแตละชนิดประมาณ 5.0 x 108 cfu/ml ความเขมขนสุด
ทายเปน 109 cfu/ml แลวผสมสารจับใบกอนใช

2. เตรียมสารละลาย imazalil ความเขมขน 500 ppm. จํานวน 5 ลิตร
3. ทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อรากอโรคผลเนาทุเรียน (L.theobromae2-03) บนผลทุเรียน

3.1 การเตรียมผล
คัดเลือกผลทุเรียนหมอนทองน้ําหนักเฉล่ียผลละ 1.5-2 กิโลกรัม จากสวนเกษตรกร อ.
เมือง จ.ชุมพร  ซึ่งไมมีการใชสารเคมีกําจัดโรคพืชหรือแมลง แตละผลมีความสุกประมาณ
70% จํานวน 120 ผล วางแผนการทดลองแบบ CRD 8 กรรมวิธี ๆ ละ 15 ผล
3.2 การดําเนินงานทดลอง แบงการทดลองเปน 2 กลุม

กลุมที่ 1  ทําการปลูกเชื้อราใหติดผลกอนเปนเวลา 9 ชั่วโมง แลวจึงจุมสารคือชุดการ
  ทดลองที่ 1, 3, 5 และ 7

กลุมที่ 2  ทําการจุมสารแตละชนิดไดแก น้ํา, สารเคมี imazalil ความเขมขน 500 ppm,
เซลลของ B.subtilis  5 สายพันธุ (น้ําเชื้อ) และสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis 5 สายพันธุ
ผ่ึงใหแหงแลวจึงทําการปลูกเชื้อคือ ชุดการทดลองที่ 2, 4, 6 และ 8

3.2.1 นําผลทุเรียนทําแผลดวยกลุมเข็มซึ่งเตรียมโดยใชเข็มหมุด 5 อัน เสียบที่จุกยางใหเปน
วงกลมขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ปลายแหลมยาวประมาณ 0.5 เซนติเมตรเชนกัน
ทําแผลผลละ 2 แผล ที่พูตรงกันขาม  จากนั้นใชเข็มเขี่ย ๆ เชื้อรา L.theobromae (2-03)  ซึ่ง
เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เปนเวลา 5 วัน เจาะใหขาดจากกันดวย cork borrer ขนาดเสน
ผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร วางบนรอยแผลใหดานที่มีเสนใยสัมผัสกับรอยแผล ปดทับดวย
เทปใสเบา ๆ เพื่อมิใหชิ้นวุนหลุดรวงขณะเคลื่อนยาย ใหความชื้นโดยบรรจุแตละผลในถุง
พลาสติกที่พรมน้ําเล็กนอย มัดปากถุงพลาสติกบมเชื้อไวเปนเวลา 9 ชั่วโมง ใชเข็มเขี่ยเขี่ยกอน
เชื้อออกจากผล  จากนั้นนําไปจุมในน้ําสะอาด (ชุดทดลองที่ 1) จุมสารเคมี imazalil  (ชุดการ
ทดลองที่ 3) จุมเชื้อ B.subtilis 5 สายพันธุ  (ชุดการทดลองที่ 5) และจุมสารสกัดจากน้ําเลี้ยง
เชื้อ B.subtilis 5 สายพันธุ (ชุดการทดลองที่ 7) โดยจุมเปนเวลา 3 นาทีในทุกการทดลอง ผ่ึงให
แหง รอการบมใหสุก

3.2.2 นําผลทุเรียนที่คัดเลือกแลวจุมในสารแตละชนิดคือ จุมในน้ําสะอาด (ชุดการทดลองที่
2, จุมในสารเคมี imazalil (ชุดการทดลองที่ 4) จุมเชื้อ B.subtilis 5 สายพันธุ (ชุดการทดลองที่
6) และจุมในสารสกัดน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis 5 สายพันธุ (ชุดการทดลองที่ 8) เปนเวลา 3 นาที
ผ่ึงใหแหง จากนั้นจึงทําการปลูกเชื้อ L. theobromae (2-03) วิธีการเชนเดียวกับการทดลองขอ
3.2.1 บมเชื้อไวและใหความชื้นในถุงพลาสติกเปนเวลา 9 ชั่วโมง เมื่อครบกําหนดนําออกจากถุง
เขี่ยกอนเชื้อออกและนํามาบมใหสุก
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3.3 การบม
นําผลในแตละชุดการทดลองที่ทําการทดลองและติดเครื่องหมายเรียบรอยแลวมากองรวมกัน
แบบสุมจนครบทุกชุดการทดลอง ปดดวยกระดาษหนังสือพิมพจากนั้นฉีดพนดวย ethrel ความ
เขมขน 2,000 ppm. จํานวน 5 มิลลิลิตร ปดกระดาษอีกครั้งใหมิดชิด บมไวที่อุณหภูมิหอง 3-4
วัน เมื่อผลสุกจึงเปดออกเพื่อทําการตรวจผล
3.4 การตรวจผล
วัดขนาดของแผลทั้งแนวตั้งและแนวนอนของผลที่สุก  บันทึกภาพและวิเคราะหผลทางสถิติ

และเปรียบเทียบเฉพาะกลุม (orthogonal contrast analysis) ในขณะเดียวกันนับจํานวนผล
และแผลที่แสดงอาการโรคเพื่อวิเคราะหเปอรเซ็นตของการเกิดโรค

(VII) ทดสอบประสิทธิภาพของสารในการยับยั้งการเกิดโรคผลเนาจากเชื้อ L.theobromae  ที่เกิด
ข้ึนตามธรรมชาติ

1.1 ทําการทดลองโดยใชผลทุเรียนหมอนทองจากสวนเกษตรกร อ.เมือง จ.ชุมพร  ซึ่งไมมีการ
ใชสารเคมีกําจัดศัตรูพืช จุมในสารเคมี imazalil 500 ppm. น้ําเลี้ยงเชื้อของ B. subtilis 5 
สายพันธุและสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อของ B. subtilis 5 สายพันธุ สวนชุดควบคุมจุมใน
น้ําเปนเวลา 1 นาทีทุกกรรมวิธี ผ่ึงใหแหงจากนั้นทําการบมดวย ethrel  ความเขมขน 
2,000 ppm ปดคลุมทุเรียนดวยกระดาษหนังสือพิมพหลาย ๆ ชั้น  ทั้งนี้วางแผนการ
ทดลองแบบสุมตลอดกรรมวิธีละ 30 ผล

1.2 เมื่อผลสุก ทําการนับผลที่เปนโรคผลเนาจากเชื้อ L.theobromae บันทึกภาพและวิเคราะห
ขอมูล
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ผลการทดลองและวิจารณ
1. ปฏิกิริยาปฏิปกษของ B.subtilis ตอเชื้อราโรคทุเรียนบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ

เชื้อ B.subtilis สวนใหญที่นํามาทดสอบฤทธิ์ตานรากอโรคในทุเรียนโดยวิธี dual culture
technique แยกสายพันธุที่มีฤทธิ์ตานหรือครอบคลุมการเจริญของรากอโรคในทุเรียนไดมากที่สุด
ไดจํานวน 23 สายพันธุ (ตารางที่ 1)   ซึ่งแบคทีเรียสายพันธุตางๆเหลานี้อาจสรางสารออกมา
ยับยั้งเสนใยรา ทําใหเห็น inhibition zone หรือกันไมใหเชื้อราเจริญขามแบคทีเรียไปได แบคทีเรีย
บางชนิดเจริญเร็วสามารถเจริญโอบลอมเชื้อราได (รูปที่ 3) มีเพียง ABS-D14 ที่ไมยับยั้งเชื้อรา
อยางไรก็ตามวิธีการนี้เปนเพียงการทดสอบเบื้องตนเทานั้น ไมสามารถเปรียบเทียบฤทธิ์ตานราได
อยางชัดเจน จึงไดทําการทดสอบประสิทธิภาพของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
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ตารางที่ 1   ผลการยับยั้งรากอโรคในทุเรียนโดย B. subtilis ดวยวิธี dual culture technique

แบคทีเรีย
Pp

(จันทบุรี)
Pp

(T1)
Pp

(T2)
Lt

(2-01)
Lt

(2-03)
Ps

(1-01)
Ps

(1-02)
Cg

(3-03)
Cg

(3-05)
ABS-D01 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + +
ABS-D02 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
ABS-D03 ND ND ND + + ND ND ++ +
ABS-D04* ++ + ++ + + + + + +
ABS-D05* ++ + ++ + + ++ + + +
ABS-D06 ND ND ++ ND + ++ ++ + ND
ABS-D07 ++ + ++ + + ++ ++ + ++
ABS-D08 ND ND ++ ++ + ++ ++ + ++
ABS-D09 ND ND - + + ++ ++ ND +
ABS-D10 ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
ABS-D11 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
ABS-D12 +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
ABS-D13 ND ND ++ ++ + + ++ ND ND
ABS-D14* ND ND +/- +/- +/- +/- +/- +/- -
ABS-D15* ND ND ++ ++ + ++ ++ ++ ++
ABS-D16* ND ND ++ ++ + ++ ++ ++ ++
ABS-D17* ND ND ++ ++ + ++ ++ ++ ++
ABS-D18* ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++ ++
ABS-D19 ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++ ++
ABS-D20 +++ ++ ++ + + ++ + + +
ABS-D21 ++ ++ ++ + + ++ + + +
ABS-D22 ++ ++ ++ + + ++ ++ + +
ABS-D23 ND ND ++ + + ++ + ++ ++

Pp = .P.palmivora, Lt = L. theobromae,  Cg = C. gloeosporioides, Ps = phomopsis sp. , +/- trace inhibition, + มีฤทธิ์
ยับยั้ง เช้ือราเจริญไปติดแบคทีเรีย แตไมเจริญขามแบคทีเรีย, ++ มีฤทธิ์ยับยั้ง เกิด inhibition zone 0.1-0.9 ซม.,  +++ มีฤทธิ์
ยับยั้ง เกิด inhibition zone ≥1.0 ซม.  *= เช้ือจากโครงการ ABS/TRF
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   A    B

C   D

รูปที่ 3   การยับยั้งของ B. subtilis ตอการเจริญของเสนใยราที่เปนสาเหตุของโรคทุเรียน
(A=P.palmivora, B=L.theobromae, C=Phomopsis sp., D=C.gloeosporioides)
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2.  ประสิทธิภาพของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอการยับยั้งการเจริญของเสนใยรา
จากการทดสอบพบวา น้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ระดับความเขมขน 1:2 สามารถยับยั้งการเจริญ

ของรากอโรคในทุเรียนทั้ง 9 ไอโซเลตได 25–100 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 2-10) น้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
11-13 สายพันธุ จาก 19 สายพันธุ คิดเปน 57.9–68.4 เปอรเซ็นตที่ระดับความเขมขน 1:2
สามารถยับยั้ง P.palmivora ไดดี โดยมีคาเปอรเซ็นตการยับยั้งมากกวา 70 (ตารางที่ 2-4)   โดยมี
น้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 6 ชนิดที่ยับยั้ง P.palmivora ทั้ง 3 สายพันธุไดดีที่ระดับความเขมขน 1:4 ได
แก ABS-D01, ABS-D02, ABS-D03, ABS-D11, ABS-D20 และ ABS-D12    (ตารางที่ 5 และรูป
ที่ 4)

สําหรับเชื้อ L.theobromae, Phomopsis sp. และ C.gloeosporioides นั้นไวตอน้ําเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรียมากกวา P palmivora  โดยที่น้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 17-20 สายพันธุที่ระดับความเขมขน
1:2 สามารถยับยั้งการเจริญไดมากกวา 70 เปอรเซ็นต  (ตารางที่ 6-11)   และมีบางชนิดที่ระดับ
ความเขมขน 1: 64 ยังสามารถยับยั้งเชื้อราไดมากกวา 50 เปอรเซ็นตไดแก น้ําเลี้ยงเชื้อ ABS-D01,
ABS-D03, ABS-D11 และ ABS-D12 กับเชื้อรา L.theobromae น้ําเลี้ยงเชื้อ ABS-D01, ABS-
D03 และ ABS-D22 กับเชื้อรา Phomopsis sp. และ น้ําเลี้ยงเชื้อ ABS-D01, ABS-D03, ABS-
D11 และ ABS-D22 กับเชื้อรา C.gloeosporioides

เมื่อพิจารณาผลของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอราทั้ง 9 ไอโซเลต พบวา มีน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
5 สายพันธุที่มีศักยภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราทั้งหมดที่ทดสอบ (ตารางที่ 12-14 และ
รูปที่ 5-7) ไดแก ABS-D01, ABS-D02, ABS-D03, ABS-D11 และ ABS-D12 จึงไดนําแบคทีเรีย
ทั้ง 5 สายพันธุนี้มาทําการเพาะเลี้ยงเพิ่มในอาหารเหลวเพื่อสกัดสารและทดสอบหาคา EC50 ตอไป
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ตารางที่ 2   ผลของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอการเจริญของเชื้อรา P.palmivora (จันทบุรี)

 เปอรเซ็นตการยับยั้งเชื้อราของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ความเขมขนตางๆ แบคทีเรีย
 1:2  1:4  1:8  1:16  1:32  1:64

 ABS-D01  100.00  92.39  10.07  0  0  0
 ABS-D02  100.00  77.52  13.32  3.42  0  0
 ABS-D03  100.00  92.39  14.91  0  0  0
 ABS-D04  59.50  2.41  0  0  0  0
 ABS-D05  79.88  30.05  0  0  0  0
 ABS-D06  52.26  9.46  0  0  0  0
 ABS-D07  56.36  23.83  2.41  0  0  0
 ABS-D08  70.25  24.89  2.41  0  0  0
 ABS-D09  47.56  17.13  9.42  0  0  0
 ABS-D10  58.73  28.01  1.21  0  0  0
 ABS-D11  100.00  91.90  31.51  0  0  0
 ABS-D12  96.72  34.33  10.08  0  0  0
 ABS-D13  99.82  23.28  9.42  0  0  0
 ABS-D17  85.88  28.01  8.30  0  0  0
 ABS-D18  47.10  22.77  2.41  0  0  0
 ABS-D19  66.15  30.05  7.14  0  0  0
 ABS-D20  99.69  48.55  8.10  0  0  0
 ABS-D22  60.27  12.89  0  0  0  0
 ABS-D23  82.00  34.04  14.01  0  0  0
 ABS-D20  99.69  48.55  8.10  0  0  0
 ABS-D22  60.27  12.89  0  0  0  0
 ABS-D23  82.00  34.04  14.01  0  0  0
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 ตารางที่ 3   ผลของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอการเจริญของเชื้อรา P.palmivora (T1)

 เปอรเซ็นตการยับยั้งเชื้อราของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ความเขมขนตางๆแบคทีเรีย
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64

ABS-D01 100.00 100.00 40.10 16.63 5.15 3.45
ABS-D02 100.00 54.00 22.86 3.45 1.73 0
ABS-D03 100.00 91.26 28.85 6.83 6.83 1.73
ABS-D04 56.39 8.61 1.25 0 0 0
ABS-D05 77.15 28.97 9.81 0 0 0
ABS-D06 48.59 4.97 0 0 0 0
ABS-D07 57.21 19.11 7.40 0 0 0
ABS-D08 85.28 24.67 7.40 4.96 0 0
ABS-D09 44.82 20.28 1.42 0 0 0
ABS-D10 74.68 33.15 4.97 0 0 0
ABS-D11 100.00 87.29 22.86 0 0 0
ABS-D12 100.00 37.38 27.37 13.43 5.15 0
ABS-D13 99.67 27.75 17.71 0 0 0
ABS-D17 94.58 39.20 12.18 2.50 0 0
ABS-D18 63.54 24.66 9.81 0 0 0
ABS-D19 90.88 46.77 10.99 0 0 0
ABS-D20 99.98 64.00 8.38 0 0 0
ABS-D22 42.08 24.67 2.49 0 0 0
ABS-D23 70.74 60.44 15.68 4.97 0 0
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ตารางที่ 4   ผลของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอการเจริญของเชื้อรา P.palmivora (T2)

 เปอรเซ็นตการยับยั้งเชื้อราของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ความเขมขนตางๆแบคทีเรีย
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64

ABS-D01 100 100 23.80 9.91 8.29 3.36
ABS-D02 100 65.80 16.23 6.66 3.36 0
ABS-D03 100 98.96 22.32 5.02 0 0
ABS-D04 71.55 29.91 11.00 7.40 0 0
ABS-D05 86.69 46.77 15.68 15.68 9.81 0
ABS-D06 60.44 27.91 21.36 6.19 0 0
ABS-D07 67.24 40.15 21.35 6.19 0 0
ABS-D08 69.37 34.17 20.24 17.97 16.83 0
ABS-D09 46.93 23.58 9.05 0 0 0
ABS-D10 74.05 41.12 14.52 4.97 0 0
ABS-D11 100 98.96 31.02 5.02 3.36 0
ABS-D12 99.13 49.32 31.02 14.67 3.36 0
ABS-D13 98.06 32.56 17.68 0 0 0
ABS-D17 80.06 41.12 14.52 8.61 3.73 0
ABS-D18 65.05 44.92 19.11 8.61 0 0
ABS-D19 93.35 46.77 15.68 4.97 0 0
ABS-D20 99.37 50.72 10.31 0 0 0
ABS-D22 69.36 32.12 13.35 8.61 0 0
ABS-D23 81.71 65.05 20.24 9.81 0 0
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ตารางที่ 5   ผลของน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis 5 สายพันธุ ที่ระดับความเขมขน 1:4  ตอการยับยั้ง
การเจริญของเชื้อรา P.palmivora

เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อราจากน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis
เจือจาง 4 เทา

เชื้อรา

ABS-D01 ABS-D02 ABS-D03 ABS-D11 ABS-D12
P.palmivora (จันทบุรี) 92.39 77.52 92.39 91.90 34.33
P.palmivora (T1) 100.00 54.00 91.26 87.29 37.38
P.palmivora (T2) 100.00 65.80 98.96 98.96 49.32

รูปที่ 4  แผนภูมิเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา P.palmivora (จันทบุรี, T1
      และ T2) ของน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis 5 สายพันธุ (ABS-D01, D02, D03, D11, และ D12)

ที่เจือจาง 4 เทา
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ตารางที่ 6 ผลของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอการเจริญของเชื้อรา L.theobromae (2-01)

 เปอรเซ็นตการยับยั้งเชื้อราของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ความเขมขนตางๆ แบคทีเรีย
 1:2  1:4  1:8  1:16  1:32  1:64

 ABS-D01  93.93  92.78  88.72  88.21  76.47  53.88
 ABS-D02  100  100  97.96  75.79  69.13  34.46
 ABS-D03  97.77  94.65  87.70  81.26  79.95  70.32
 ABS-D04  42.83  39.08  27.12  16.34  16.34  0
 ABS-D05  62.81  44.66  33.24  25.03  18.56  11.82
 ABS-D06  100  94.80  96.25  70.37  67.55  16.93
 ABS-D07  100  100  61.47  42.45  31.51  8.43
 ABS-D08  99.63  94.63  88.34  88.34  81.78  -
 ABS-D09  99.46  97.08  94.05  85.71  78.52  67.14
 ABS-D10  99.37  98.08  96.08  92.85  61.09  9.65
 ABS-D11  100  100  100  97.34  71.63  61.61
 ABS-D12  100  100  100  99.93  81.42  54.78
 ABS-D13  79.95  71.13  47.60  27.62  11.58  0
 ABS-D15  100  99.85  90.77  21.48  0  0
 ABS-D16  88.34  71.21  40.97  33.24  31.23  22.90
 ABS-D17  100  100  100  100  73.25  57.07
 ABS-D18  100  100  92.72  59.67  57.63  31.85
 ABS-D19  100  100  100  99.94  61.77  46.68
 ABS-D20  91.24  87.24  68.50  61.25  39.86  38.26
 ABS-D21  90.00  70.75  50.43  41.43  24.77  -
 ABS-D22  99.04  97.75  94.79  93.19  90.74  66.81
 ABS-D23  94.35  77.41  46.32  40.36  24.08  15.21
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ตารางที่ 7   ผลของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอการเจริญของเชื้อรา L.theobromae (2-03)

 เปอรเซ็นตการยับยั้งเชื้อราของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ความเขมขนตางๆ แบคทีเรีย
 1:2  1:4  1:8  1:16  1:32  1:64

 ABS-D01  92.28  85.59  73.11  72.14  60.36  58.00
 ABS-D02  100  100  96.95  63.62  15.24  0
 ABS-D03  91.22  86.96  84.87  77.70  72.14  68.10
 ABS-D04  62.82  44.66  33.24  25.03  18.56  11.82
 ABS-D05  62.59  51.13  42.65  39.67  18.47  1.93
 ABS-D06  100  95.32  94.72  92.69  80.11  33.75
 ABS-D07  100  100  74.01  55.55  50.17  1.95
 ABS-D08  93.13  85.66  76.43  73.52  51.13  -
 ABS-D09  94.11  87.09  80.91  63.76  49.77  20.21
 ABS-D10  98.58  98.76  85.49  73.39  50.10  45.52
 ABS-D11  100  100  98.92  81.94  66.88  56.38
 ABS-D12  100  100  100  100  83.04  44.48
 ABS-D13  87.62  65.97  33.61  12.54  5.48  0
 ABS-D15  100  100  93.41  46.75  36.43  20.45
 ABS-D16  87.78  57.68  44.11  33.48  27.00  0
 ABS-D17  100  100  100  99.04  69.86  45.93
 ABS-D18  100  100  91.34  58.13  5.79  11.42
 ABS-D19  100  100  100  89.53  39.25  11.42
 ABS-D20  87.98  84.00  67.13  50.06  31.16  0
 ABS-D21  87.98  60.73  50.06  44.25  24.89  -
 ABS-D22  ND  ND  ND  ND  ND  ND
 ABS-D23  95.74  90.90  67.35  59.69  54.49  16.50

 หมายเหตุ: ND = not determined
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 ตารางที่ 8   ผลของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอการเจริญของเชื้อรา Phomopsis sp.(1-01)

 เปอรเซ็นตการยับยั้งเชื้อราของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ความเขมขนตางๆ แบคทีเรีย
 1:2  1:4  1:8  1:16  1:32  1:64

 ABS-D01  83.42  70.41  80.19  92.15  95.17  83.91
 ABS-D02  100  100  96.20  82.73  30.91  0
 ABS-D03  82.10  80.68  85.62  94.42  95.64  91.19
 ABS-D04  55.29  45.09  38.67  35.80  34.84  26.82
 ABS-D05  75.60  70.60  45.09  33.86  23.70  15.05
 ABS-D06  78.26  58.50  51.94  47.59  24.10  7.57
 ABS-D07  100  100  89.59  48.72  16.07  0
 ABS-D08  86.59  80.41  89.60  90.30  81.36  -
 ABS-D09  81.83  65.17  63.20  55.55  53.34  36.35
 ABS-D10  90.28  87.90  82.00  72.33  52.62  20.86
 ABS-D11  100  99.82  98.78  94.56  71.51  43.98
 ABS-D12  100  100  100  100  98.85  66.28
 ABS-D13  67.35  39.12  52.07  15.80  27.47  22.71
 ABS-D15  100  94.56  93.04  76.51  20.86  17.56
 ABS-D16  93.40  81.83  54.08  35.47  10.63  9.59
 ABS-D17  100  100  100  100  75.32  16.07
 ABS-D18  100  100  100  85.81  59.50  24.74
 ABS-D19  100  100  100  99.73  76.90  12.56
 ABS-D20  58.08  54.27  36.23  24.22  17.83  16.52
 ABS-D21  79.46  74.64  70.10  70.10  66.04  -
 ABS-D22  82.08  76.51  90.96  92.03  86.90  51.08
 ABS-D23  75.64  73.01  47.11  30.91  26.53  14.98
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 ตารางที่ 9   ผลของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอการเจริญของเชื้อรา Phomopsis sp.(1-02)
 

 เปอรเซ็นตการยับยั้งเชื้อราของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ความเขมขนตางๆ แบคทีเรีย
 1:2  1:4  1:8  1:16  1:32  1:64

 ABS-D01  92.38  92.03  91.68  91.33  90.59  87.33
 ABS-D02  100  100  91.00  65.48  53.12  4.94
 ABS-D03  93.98  91.68  90.21  90.21  89.02  87.34
 ABS-D04  25.79  19.43  10.55  3.58  0  0
 ABS-D05  46.87  23.70  19.43  16.15  10.55  7.10
 ABS-D06  83.49  74.21  71.78  65.67  40.18  24.80
 ABS-D07  99.98  91.25  76.39  18.74  9.41  5.55
 ABS-D08  92.65  91.98  91.28  89.02  87.79  -
 ABS-D09  89.42  87.37  83.22  80.13  66.55  45.98
 ABS-D10  99.81  98.29  95.88  76.43  72.78  39.88
 ABS-D11  100  98.67  94.96  91.17  76.47  65.23
 ABS-D12  100  100  100  97.37  83.32  48.40
 ABS-D13  72.80  62.36  57.71  33.42  26.23  14.18
 ABS-D15  96.18  93.75  89.23  54.86  13.57  10.64
 ABS-D16  90.56  80.13  45.98  29.88  10.55  8.25
 ABS-D17  100  100  99.76  92.06  66.65  13.58
 ABS-D18  100  100  84.98  52.73  0  0
 ABS-D19  100  100  100  80.86  51.00  4.93
 ABS-D20  79.60  74.02  59.20  37.03  25.26  21.88
 ABS-D21  59.20  36.00  34.90  33.92  23.01  -
 ABS-D22  90.44  88.88  84.94  88.87  85.86  70.20
 ABS-D23  95.27  77.81  54.58  34.88  34.13  20.56
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 ตารางที่ 10   ผลของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอการเจริญของเชื้อรา C.gloeosporioides (3-03)
 

 เปอรเซ็นตการยับยั้งเชื้อราของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ความเขมขนตางๆ แบคทีเรีย
 1:2  1:4  1:8  1:16  1:32  1:64

 ABS-D01  86.42  84.42  83.57  82.71  82.27  78.06
 ABS-D02  100  95.00  81.05  50.17  35.99  20.05
 ABS-D03  87.56  85.64  83.14  82.71  82.27  79.51
 ABS-D04  35.51  32.23  26.28  21.88  20.08  10.80
 ABS-D05  64.48  62.65  52.12  40.29  31.39  29.71
 ABS-D06  93.31  90.37  85.61  77.79  62.89  38.91
 ABS-D07  91.0  80.31  51.00  18.73  16.73  6.15
 ABS-D08  91.35  90.46  88.56  87.54  80.53  -
 ABS-D09  96.06  94.80  91.77  87.54  83.64  57.17
 ABS-D10  80.57  79.39  68.73  58.18  57.76  29.97
 ABS-D11  100  98.81  93.12  87.38  69.54  50.13
 ABS-D12  100  100  93.75  91.37  71.78  31.94
 ABS-D13  76.04  60.11  51.00  26.40  8.24  0
 ABS-D15  99.73  95.23  81.91  58.57  35.26  32.46
 ABS-D16  81.18  67.10  49.13  40.30  39.25  33.38
 ABS-D17  100  100  91.73  77.44  43.75  16.73
 ABS-D18  100  98.62  75.58  41.52  26.24  11.42
 ABS-D19  100  100  92.03  74.41  48.50  20.05
 ABS-D20  60.19  58.67  57.90  49.82  46.39  44.64
 ABS-D21  50.97  29.56  48.13  48.98  37.33  -
 ABS-D22  86.19  86.59  87.38  86.99  79.92  56.28
 ABS-D23  56.72  36.63  18.76  11.49  0  0
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 ตารางที่ 11   ผลของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอการเจริญของเชื้อรา C.gloeosporioides (3-05)
 

 เปอรเซ็นตการยับยั้งเชื้อราของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ความเขมขนตางๆ แบคทีเรีย
 1:2  1:4  1:8  1:16  1:32  1:64

 ABS-D01  85.26  74.10  73.18  72.25  70.33  65.27
 ABS-D02  100  100  97.38  68.77  36.94  22.14
 ABS-D03  85.94  83.13  80.86  80.86  77.60  73.18
 ABS-D04  46.43  41.00  32.95  30.55  16.63  8.50
 ABS-D05  70.46  69.67  68.87  62.95  47.49  43.20
 ABS-D06  81.38  77.01  66.89  53.08  30.17  10.66
 ABS-D07  98.22  96.00  88.89  41.11  15.97  6.56
 ABS-D08  91.94  89.17  82.41  75.96  73.36  -
 ABS-D09  85.01  84.51  77.21  67.76  54.98  29.65
 ABS-D10  75.00  71.20  68.25  59.69  59.69  48.98
 ABS-D11  100  100  100  91.20  73.27  55.18
 ABS-D12  100  100  100  96.00  88.89  48.64
 ABS-D13  63.14  45.08  42.40  29.56  28.05  13.77
 ABS-D15  96.83  96.05  93.22  69.97  37.96  31.31
 ABS-D16  75.96  70.63  65.53  61.64  60.83  56.69
 ABS-D17  100  100  99.16  91.00  84.00  48.64
 ABS-D18  98.94  97.61  93.75  52.22  19.52  2.92
 ABS-D19  99.65  99.65  98.25  96.34  75.00  22.14
 ABS-D20  35.40  44.10  55.27  41.27  32.36  30.81
 ABS-D21  45.49  24.46  27.67  50.58  10.90  -
 ABS-D22  77.47  70.58  68.71  68.71  57.42  52.88
 ABS-D23  70.01  68.25  69.13  55.55  57.65  53.41
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ตารางที่ 12   ผลของน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis 5 สายพันธุ ที่ระดับความเขมขน 1:32 ตอการยับยั้ง
         การเจริญของเชื้อรา L.theobromae

เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อราจากน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis
เจือจาง 32 เทา

เชื้อรา

ABS-D01 ABS-D02 ABS-D03 ABS-D11 ABS-D12
L.theobromae (2-01) 76.47 69.13 79.95 71.63 81.42
L.theobromae (2-03) 60.36 15.24 72.14 66.88 83.04

 

 

 

 

รูปที่ 5  แผนภูมิเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา L.theobromae (2-01,
2-03) ของน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis 5 สายพันธุ (ABS-D01, D02, D03, D11, และ D12)
 ที่เจือจาง 32 เทา
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ตารางที่ 13   ผลของน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis 5 สายพันธุ ที่ระดับความเขมขน 1:64 ตอการยับยั้ง
         การเจริญของเชื้อรา  Phomopsis sp.

เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อราจากน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis
เจือจาง 64 เทา

เชื้อรา

ABS-D01 ABS-D02 ABS-D03 ABS-D11 ABS-D12
Phomopsis sp.(1-01) 83.91 0 91.19 43.98 66.28
Phomopsis sp.(1-02) 87.33 4.94 87.34 65.23 48.40

 

 

 

รูปที่ 6  แผนภูมิเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Phomopsis sp.
ของน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis 5 สายพันธุ (ABS-D01, D02, D03, D11, และ D12)

 ที่เจือจาง  64 เทา
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ตารางที่ 14   ผลของน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis 5 สายพันธุ ที่ระดับความเขมขน 1:64 ตอการยับยั้ง
         การเจริญของเชื้อรา C.gloeosporioides

เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อราจากน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis
เจือจาง 64 เทา

เชื้อรา

ABS-D01 ABS-D02 ABS-D03 ABS-D11 ABS-D12
C.gloeosporio (3-03) 78.06 20.05 79.51 50.13 31.94
C.gloeosporio (3-05) 65.27 22.14 73.18 55.18 48.64

 

 

 

 

รูปที่ 7  แผนภูมิเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา C.gloeosporioides
(3-03, 3-05) ของน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis 5 สายพันธุ (ABS-D01, D02, D03, D11,
และ D12) ที่ระดับเจือจางความเขมขน 64 เทา
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 3. การทดสอบประสิทธิภาพสารสกัดหยาบจากน้ําเลี้ยงเชื้อแบคที่เรียที่มีศักยภาพสูงตอการยับยั้ง
การเจริญของเสนใยรา

 เมื่อนําสารสกัดหยาบของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทั้ง 5 ชนิด มาทดสอบการยับยั้งการเจริญของ
เสนใยราในสไลดหลุม เพื่อหาคา EC50 ไดผลดังตารางที่ 15 สารสกัดหยาบจาก ABS-D12, ABS-
D11 และ ABS-D01 มีฤทธิ์ยับยั้ง P. palmivora สายพันธุจันทบุรี, T1 และ T2 ตามลําดับไดดีที่สุด
ABS-D02 ยับยั้ง L. theobromae ทั้ง 2 สายพันธุไดดีที่สุด และ ABS-D12 ยับยั้ง Phomopsis sp.
ทั้ง 2 สายพันธุ และ C. gloeosporioides ทั้งสองสายพันธุไดดีที่สุด โดยที่สารสกัดหยาบจาก ABS-
D12 มีคาเฉลี่ยของ EC50  ตอเชื้อราทั้ง 9 ไอโซเลตต่ําที่สุด เทากับ 115.9 µg/ml รองลงมาไดแก
ABS-D02 และ ABS-D01 ซึ่งมีคาเฉลี่ยของ EC50 ใกลเคียงกัน คือ 132.0 และ 136.0 µg/ml ตาม
ลําดับ สวนสารสกัดหยาบ ABS-D11 มีคาเฉลี่ย 206.7 µg/ml และสารสกัดหยาบ ABS-D03 มีคา
เฉลี่ยมากที่สุดเทากับ 944.7 µg/ml

 

 ตารางที่ 15 คา EC50 ของสารสกัดหยาบจากน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอการเจริญของสายรา
 

 คา EC50 ของสารสกัดหยาบจากน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย (µg/ml) เชื้อรา
 ABS-D01  ABS-D02  ABS-D03  ABS-D11  ABS-D12

 P. palmivora (จันทบุรี)  231.0  64.4  547.0  730.0  31.0
 P. palmivora (T1)  180.0  325.0  179.0  138.0  236.0
 P. palmivora (T2)  345.0  544.0  538.0  >800  665.0

 L. theobromae (2-01)  27.9  28.9  >2,000  43.0  <12.5
 L. theobromae (2-03)  139.0  29.0  1,540  64.0  48.0
 Phomopsis sp.(1-01)  58.0  26.0  555.0  20.0  8.0
 Phomopsis sp.(1-02)  49.0  11.0  >2,000  <12.5  <12.5

 C. gloeosporioides (3-03)  64.0  28.9  167.0  16.0  18.0
 C. gloeosporioides (3-05)  130.0  131.0  976.0  36.7  12.4

 คาเฉลี่ย  136.0  132.0  944.7  206.7  115.9
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 จากการทดสอบผลของน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียพบวา ABS- D01, ABS- D03 และ ABS-
D11 สามารถยับยั้ง P. palmivora ไดดีใกลเคียงกัน  ABS- D02 ยับยั้งไดปานกลาง และ ABS-
D12 ยับยั้งไดตํ่าสุด แต ABS- D12 ยับยั้ง L. theobromae ไดดีที่สุด นอกจากนี้ ABS- D01 และ
ABS- D03 ยังยับยั้ง Phompsis sp. และ G. gloeosporioides ไดดีอีกดวย สําหรับ ABS- D02 นั้น
พบวาสารสกัดหยาบมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง L. theobromae และ Phompsis sp.โดยมีคา
EC50 ตํ่าสุด ดังนั้นจึงนําเชื้อทั้ง 5 สายพันธุมาผสมกันเพื่อใหมีประสิทธิภาพครอบคลุมในการยับยั้ง
เชื้อกอโรคทั้งหมดในการทดลองขั้นตอไป

4   การทดสอบปฏิกิริยาปฏิปกษระหวางเชื้อแบคทีเรีย B.subtilis ทั้ง 5 สายพันธุ
ไมพบปฏิกิริยาปฏิปกษระหวาง B.subtilis ทั้งหาสายพันธุดังในตารางดานลางบนจาน

อาหารเลี้ยงเชื้อจึงสามารถใชผสมรวมกันสําหรับทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งโรคที่เกิดจากเชื้อ
ราโรคผลเนาโดยใช L.theobromae  บนผลทุเรียน

ผลการทดลอง
วงใส (inhibition zone) บริเวณหลุมที่ใสเชื้อ B.subtilis สายพันธุตางๆเชื้อ B.subtilis

ที่เกลี่ยบนอาหาร
LA

ABS-D01 ABS-D02 ABS-D03 ABS-D11 ABS-D12

ABS-D01 ND - - - -
ABS-D02 - ND - - -
ABS-D03 - - ND - -
ABS-D11 - - - ND -
ABS-D12 - - - - ND

ND =  ไมตองทดสอบ,
- =  ไมเกิดวงใส
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5.  การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการเกิดโรคผลเนาบนผลทุเรียนจากเชื้อรา L.theobromae
(2-03) โดยเชื้อแบคทีเรีย B.subtilis  และสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย  เปรียบเทียบกับสาร
เคมี (imazalil)

จากการทดสอบประสิทธิภาพของสาร imazalil 500 ppm, น้ําเชื้อของ B.subtilis 5 สาย
พันธุ และสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis  5 สายพันธุ ในการยับยั้งการเกิดโรคผลเนาของ
ทุเรียนที่เกิดจากเชื้อ L.theobromae โดยใชไอโซเลท 2-03 ซึ่งกอโรครุนแรงสูงสุดเมื่อปลูกเชื้อบน
ผลทุเรียน  พบวาสารทั้ง 3 ชนิดมีประสิทธิภาพในการยับยั้งและปองกันการเขาทําลายของเชื้อ
อยางมีนัยสําคัญ โดยสารที่มีคุณสมบัติดีที่สุดคือ imazalil 500 pm.  รองลงมาคือสารสกัดจากน้ํา
เลี้ยงเชื้อของ  B.subtilis 5 สายพันธุ  และน้ําเชื้อของ B.subtilis  5 สายพันธุตามลําดับ (ตารางที่
17)

และเมื่อวิเคราะหเปรียบเทียบ (orthogonal  contrast  analysis) ในแตละกรรมวิธีพบวา
ประสิทธิภาพของสารทั้ง 3 ในการยับยั้งการเกิดโรค เมื่อทําการปลูกเชื้อกอนแลวจึงจุมสารใหผลไม
แตกตางจากชุดควบคุม (ตารางที่ 18)     ในขณะที่หากจุมสารแตละชนิดกอนแลวจึงปลูกเชื้อพบวา
แตกตางจากชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญแสดงวาในการใชสารทั้ง 3 ชนิด ควรใชกอนที่จะมีการเขา
ทําลายของเชื้อ   สวนการเปรียบเทียบความรุนแรงของการเกิดโรคในชุดควบคุมที่ทําการปลูกเชื้อ
กอนและหลังจากจุมแชในน้ําใหผลแตกตางอยางชัดเจน โดยผลทุเรียนที่จุมน้ํากอนแลวปลูกเชื้อเกิด
โรครุนแรงมาก ทั้งนี้อาจเนื่องจากความชื้นที่ยังคงตกคางอยูที่ผิวสงเสริมใหเชื้อราเจริญไดดี ในขณะที่
กรรมวิธีที่ใชสารแตละชนิดระดับการเกิดโรคไมแตกตางกัน

และเมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสาร imazalil  500 ppm. ตอน้ําเชื้อ และสารสกัดจาก
เชื้อพบวาในกรณีที่จุมสารกอนปลูกเชื้อใหผลแตกตางที่ระดับ 95 เปอรเซ็นต สวนการปลูกเชื้อกอน
จุมสารใหผลแตกตางที่ระดับ 99 เปอรเซ็นต ซึ่งสอดคลองกับการเปรียบเทียบเวลาในการปลูกเชื้อ
หรือการเขาทําลายของเชื้อวา หากเชื้อเขาทําลายกอนแลว การเกิดโรคจะรุนแรงกวา ประสิทธิภาพ
ของสารในการยับยั้งจะลดลงและจากการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของน้ําเชื้อและสารสกัดจากเชื้อ
ในการยับยั้งการเกิดโรคในผลทุเรียนใหผลไมแตกตางกัน

และเมื่อทําการศึกษาประสิทธิภาพในการยับยั้งหรือลดความรุนแรงการเกิดโรคโดยวิเคราะหจาก
เปอรเซ็นตของการเกิดโรคพบวาการปลูกเชื้อแลวจุมในสาร imazalil 500 ppm. ใหผลดีที่สุด รองลงมาคือ
การจุมสาร imazalil 500 ppm. แลวปลูกเชื้อโดยไมแตกตางกันทางสถิติ ลําดับที่ 3 คือ การใหสารสกัดน้ํา
เลี้ยงเชื้อ B.subtilis  5 สายพันธุ แลวจึงปลูกเชื้อ (ตารางที่ 19, 20) ซึ่งผลการทดลองไมแตกตางกันในทาง
สถิติกิจกรรมวิธีการใหสาร imazalil แลวจึงปลูกเชื้อ  ในขณะที่ทั้ง 3 กรรมวิธีนี้แตกตางจากกรรมวิธีอ่ืน
อยางมีนัยสําคัญใกลเคียงกับการวิเคราะหโดยศึกษาจากระดับความรุนแรงของการเกิดโรค
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ตารางที่ 17 คาเฉลี่ยของแผลอาการผลเนาจากการปลูกเชื้อ L.theobromae (2-03) และจุมดวย
สารตาง ๆ

กรรมวิธี คาเฉลี่ยของแผล (มม.)
T2  จุมน้ํา ปลูกเชื้อ 57.905  A
T7  ปลูกเชื้อ  สารสกัด 30.839  B
T5  ปลูกเชื้อ  น้ําเชื้อ 27.140  B
T1  ปลูกเชื้อ  น้ํา 24.729  B
T6  น้ําเชื้อ  ปลูกเชื้อ 24.315  B
T8  สารสกัด  ปลูกเชื้อ 11.676  B        C
T3  ปลูกเชื้อ  สาร imazalil 4.367              C
T4  สาร imazalil   ปลูกเชื้อ 1.098              C

      ตัวอักษรที่เหมือนกันไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นตดวย DMRT

ตารางที่ 18 คาวิเคราะหเปรียบเทียบความรุนแรงของอาการผลเนาจากการปลูกเชื้อ
L.theobromae (2-03)   และจุมดวยสารตาง ๆ

Source DF SS MS F Pr>F
Treatment (3) 18981.29134
T1 VS T2 1 16501.41168 16501.41168 13.90 0.0002
T3 VS T8 1 801.46840 801.46840 0.68 0.4121
T4 VS T8 1 1678.41126 1678.41126 1.41 0.2356
Error 232 275362.20246 1186.90605
Total 239 343033.46275
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ตารางที่ 19 เปอรเซ็นตของการเกิดโรคผลเนาของทุเรียนจากการปลูกเชื้อ L.theobromae (2-
03) และจุมดวยสารตาง ๆ

กรรมวิธี เปอรเซ็นตของการเกิดโรค
T2  จุมน้ํา ปลูกเชื้อ 93.3                 A
T1  ปลูกเชื้อ  น้ํา 86.7      B        A
T7  ปลูกเชื้อ  สารสกัด 70         B        A
T6  น้ําเชื้อ  ปลูกเชื้อ 70         B        A
T5  ปลูกเชื้อ  น้ําเชื้อ 63.3      B        A
T8  สารสกัด  ปลูกเชื้อ 40                   C
T4  สาร imazalil   ปลูกเชื้อ 26.7      D       C
T3  ปลูกเชื้อ   สาร imazalil 13.3      D

     ตัวอักษรที่เหมือนกันไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต โดย DMRT

ตารางที่ 20  คาวิเคราะหเปรียบเทียบเปอรเซ็นตของการเกิดโรคผลเนาของทุเรียนจากการปลูก
      เชื้อ L.theobromae  (2-03) และจุมดวยสารตาง ๆ

Source DF SS MS F Pr>F
Treatment (3) 18981.29134
T1 VS T2 1 16501.41168 16501.41168 13.90 0.0002
T3 VS T8 1     801.46840     801.46840 0.68 0.4121
T4 VS T8 1   1678.41126   1678.41126 1.41 0.2356
Error 232 275362.20246  1186.90605
Total 239 343033.46275
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6  ประสิทธิภาพของสารในการยับยั้งการเกิดโรคผลเนาจากเชื้อ L.theobromae  ที่เกิดขึ้นตาม
ธรรมชาติ

จากการทดสอบประสิทธิภาพของสาร imazalil 500 ppm. เชื้อผสมของ B.subtilis 5 สาย
พันธุและสารสกัดจาก B.subtilis 5 สายพันธุในการยับยั้งการเกิดโรคผลเนาของเชื้อ L.
theobromae  ที่เกิดตามธรรมชาติ (ตารางที่ 21)  พบวาสารทั้ง 3 ชนิดมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง
การเกิดโรคไดระดับหนึ่ง โดยน้ําเลี้ยงเชื้อมีประสิทธิภาพสูงสุดสามารถลดการเกิดโรคได 50
เปอรเซ็นตเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม รองลงมาคือสาร imazalil และสารสกัดซึ่งใหผลไมแตก
ตางในทางสถิติกับชุดควบคุมซึ่งจุมแชในน้ํา ใกลเคียงกับการทดสอบประสิทธิภาพของสารทั้ง 3
ชนิดในการยับยั้งการเกิดโรคผลเนาโดยการปลูกเชื้อ L. theobromae (2-03) กอนเแลวจึงจุมสาร
ซึ่งพบวาเชื้อ B.subtilis ใหผลการทดลองที่ดีกวาการใชสารสกัดเล็กนอย  อนึ่งการทดสอบประ
สิทธิภาพของสารทั้ง 3 ชนิดในการควบคุมการเกิดโรคผลเนาซึ่งมีการติดเชื้อตามธรรมชาติคร้ังนี้ทํา
การทดลองกรรมวิธีละ 30 ผล อีกทั้งของการเกิดโรคตามธรรมชาติคอนขางนอยเพียง 26.68
เปอรเซ็นตจึงควรทําการทดสอบเพิ่มเติมโดยใชจํานวนผลทุเรียนมากกวานี้

จากการวิเคราะหประสิทธิภาพของสารทั้ง 3 ชนิดในการลดความรุนแรงของโรคและการ
ยับยั้งการเกิดโรคของเชื้อ L. theobromae (2-03) พบวาสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis  5
สายพันธุมีศักยภาพสูงในการลดความรุนแรงและยับยั้งการเกิดโรคโดยมีประสิทธิภาพต่ํากวา 
imazalil เล็กนอย  โดยตองใหสารสกัดนี้ในระยะที่ผลกําลังเจริญกอนที่พืชถูกเชื้อเขาทําลาย หาก
เชื้อเขาทําลายแลวประสิทธิภาพของสารนี้ลดลง ในทางปฏิบัติจึงควรฉีดพนในแปลงกอนการเก็บ
เกี่ยว ในขณะที่เชื้อ B.subtilis  5 สายพันธุคอนขางมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคผลเนา
ที่ติดเชื้อตามธรรมชาติ

ตารางที่ 21  เปอรเซ็นตของการเกิดโรคผลเนาของทุเรียนจากเชื้อ L.theobroma ตามธรรมชาติ
หลังจากจุมในสารตาง ๆ

กรรมวิธี เปอรเซ็นตของการเกิดโรค
น้ํา 26.68 A
สารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อ B. subtilis 5 สายพันธุ 23.34 A   B
สารเคมี imazalil 500 ppm. 16.66 C   B
เชื้อ B. subtilis 5 สายพันธุ 13.32 C

ตัวอักษรที่เหมือนกันไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นตโดย DMRT



F:wichitra backup\Durian\Durian-TRFreport-f

35

สรุปผลการวิจัย
เชื้อ B.subtilis ที่คัดเลือกจากดินและที่ไดจากโครงการ “ การพัฒนา Antagonist B.subtilis

สําหรับควบคุมโรคขาว” จํานวน 23 สายพันธุจากทั้งหมด 140 สายพันธุที่แสดงปฏิกิริยาปฏิปกษบนจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อตอเชื้อราโรคโคนและรากเนา (P.palmivora) สายพันธุที่แยกไดจากสวนทุเรียน จ. ชุมพร
2 ไอโซเลต และจากสวน จ. จันทบุรี 1 ไอโซเลต  และเชื้อรากลุมผลเนา (L.theobromae, Phomopsis
sp., C.gloeosporioides) อยางละ 2 ไอโซเลต     ผลการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งของสารออก
ฤทธิ์ในน้ําเลี้ยงเชื้อของ B.subtilis ที่คัดเลือกไดตอการเจริญของสายราทั้งสองกลุม พบวาเมื่อเจือจางไป
4 เทา B.subtilis สายพันธุ ABS-D01, ABS-D03, ABS-D11, ABS-D02 และ ABS-D12 สามารถยับยั้ง
การเจริญของเชื้อรา  P.palmivora ทั้ง 3 ไอโซเลตไดดีตามลําดับ (92-100%), (91-99%), (87-99%),
(54-77%) และ (34-49%)   ในขณะที่เชื้อรากลุมโรคผลเนาจะถูกยับยั้งไดสูงกวาเชื้อราโรคโคนและราก
เนา เมื่อพิจารณาจากคาเปอรเซ็นตการยับยั้งที่ไดมากกวา 50 เปอรเซ็นตเมื่อเจือจางน้ําเลี้ยงเชื้อของ
แบคทีเรียทั้ง 5 สายพันธุดังกลาวเปน 64 เทา    ศักยภาพการยับยั้งของเชื้อ B.subtilis ทั้ง 5 สายพันธุตอ
การเจริญของสายราสาเหตุโรคทั้งสองกลุมชัดเจนยิ่งขึ้น เมื่อไดคา EC50 ของสารสกัดหยาบจากน้ําเลี้ยง
เชื้อแบคทีเรียซึ่งทดสอบบนสไลดหลุม โดยเชื้อ B.subtilis ABS-D12 จะแสดงคา EC50 เฉลี่ยตอการ
ยับยั้งเชื้อราทั้ง 9 ไอโซเลต เทากับ 115.9 µg/ml และไมพบปฏิกิริยาระหวางสายพันธุ B.subtilis ทั้งหา
บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งทําใหสามารถใชรวมกันไดเปนการชวยเพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้งใหครอบ
คลุมเชื้อราทั้งสองกลุมไดมากที่สุด

การทดสอบความรุนแรงของเชื้อ L.theobromae ที่ปลูกบนทุเรียน ไอโซเลต Lt 2-03 กอโรคได
รุนแรงมาก และเมื่อเปรียบเทียบกอนและหลังจากจุมแชในน้ําก็ใหผลการเกิดโรคแตกตางอยางชัดเจน
โดยผลทุเรียนที่จุมน้ํากอนแลวปลูกเชื้อเกิดโรครุนแรงไดสูงมากกวาปลูกเชื้อแลวจุมน้ํา  จากการทดสอบ
ประสิทธิภาพของสาร imazalil 500 ppm, เชื้อ B.subtilis 5 สายพันธุ และสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อ
B.subtilis  5 สายพันธุ ในการยับยั้งหรือปองกันการเกิดโรคผลเนาที่เกิดจากปลูกเชื้อL.theobromae (2-
03) บนทุเรียนพบวาแตกตางกันเมื่อวิเคราะหเปรียบเทียบในแตละกรรมวิธี  การยับยั้งการเกิดโรคเมื่อทํา
การปลูกเชื้อกอนแลวจึงจุมสารใหผลไมแตกตางจากชุดควบคุม ในขณะที่หากจุมสารแตละชนิดกอน
แลวจึงปลูกเชื้อพบวาปองกันการเกิดโรคไดแตกตางจากชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญ โดย สาร  imazalil
500 pm แสดงคุณสมบัติดีที่สุด  รองลงมาคือสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อของ  B.subtilis 5 สายพันธุ  และ
เชื้อ B.subtilis  5 สายพันธุ ซึ่งสอดคลองกับผลที่ไดจากวิเคราะหระดับความรุนแรงของการเกิดโรค

การยับยั้งการเกิดโรคผลเนาของเชื้อ L. theobromae  ที่เกิดตามธรรมชาติพบวาสารทั้ง 3 ชนิด
มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคไดระดับหนึ่งโดยสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อมีประสิทธิภาพสูงสุด
สามารถลดการเกิดโรคได 50 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม รองลงมาคือสาร imazalil และ
สารสกัดซึ่งใหผลไมแตกตางในทางสถิติกับชุดควบคุมซึ่งจุมแชในน้ํา ใกลเคียงกับการทดสอบประสิทธิ
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ภาพของสารทั้ง 3 ชนิดในการยับยั้งการเกิดโรคผลเนาโดยการปลูกเชื้อ L. theobromae (2-03) กอน
เแลวจึงจุมสารซึ่งพบวาเชื้อ B.subtilis  ใหผลการทดลองที่ดีกวาการใชสารสกัดเล็กนอย

กลาวโดยสรุปจากการวิเคราะหประสิทธิภาพในการลดความรุนแรงของโรคและการยับยั้งการ
เกิดโรคของเชื้อ L.theobromae (2-03) พบวาสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis  5 สายพันธุ มีศักย
ภาพสูง ในการลดความรุนแรงและยับยั้งการเกิดโรคโดยมีประสิทธิภาพต่ํากวา imazalil เล็กนอย หากมี
การพัฒนาเพิ่มประสิทธิภาพจะเปนประโยชนอยางยิ่งตอเกษตรกร
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ภาคผนวก
การทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรีย B.subtilis ตอการควบคุมโรคผลเนาที่
เกิดจากเชื้อรา P. palmivora บนผลทุเรียน
โดยความรวมมือระหวางคณะวิจัย กับ รศ ดร. สมศิริ แสงโชติภาควิชาโรคพืช

คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน
วิธีการทดลอง
1. การเตรียมเชื้อและสารสกัด

1.1 การเตรียมเชื้อรา P. palmivora
 นํา isolate ของเชื้อรา P. palmivora ซึ่งเปนเชื้อที่แยกมาไดจากผลทุเรียนที่เปนโรค ที่เก็บ
รวบรวมไวที่ หนวยตรวจสอบโรคผลิตผลเกษตรและเมล็ดพันธุ  ภาควิชาโรคพืช  มาเลี้ยงลงบน
อาหาร V-8 juice agar เปนระยะเวลา 7 วัน ภายใตแสง near ultraviolet สลับมืด 12 ชม. เปน
ระยะเวลา 7 วัน จากนั้นนําเอาจานเลี้ยงเชื้อที่ไดมาลางเอา sporangia โดยการ เอานํากลั่นนึ่งฆา
เชื้อแลวใสลงในจานเลี้ยงเชื้อดังกลาว แลวขูดที่ผิวหนาเบาๆ ดัวยแทงแกวเพื่อให sporangia หลุด
ออกมา แลัวจึงรวบรวมน้ําที่ไดมากรองผานผาขาวบาง น้ํากรองที่ไดจะใชสําหรับการปลูกเชื้อตอไป

1.2 เตรียมเชื้อแบคทีเรีย  B.subtilis และสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย B.subtilis
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย B.subtilis สายพันธุที่ใหผลการยับยั้งเชื้อรากอโรคผลเนาทุเรียนไดดี

จากการทดลองบนอาหารวุน ไดแกเชื้อ ABS-D01, ABS-D02, ABS-D03, ABS-D11 และ ABS-
D12  ในอาหารเหลว และเตรียมสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อตามวิธีในขอ VI (1.1 และ 1.2)

การทดลอง   แบงออกเปน 2 แบบ
แบบที่ 1  ปลูกเชื้อบนผลทุเรียนทุกกลุมดวยวิธีฉีดพนสารแขวนลอย sporangium ของเชื้อ

P.palmivora 12,000 sporangim/cm2 บมไวในสภาพที่มีความชื้นสูง (มากกวา 98%) เปนระยะ
เวลา 48 ชั่วโมง แลวจึงนํามาจุมใน (1) น้ํา (2)  เชื้อแบคทีเรียแขวนลอย B.subtilis  (3) สารสกัด
จากน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย B.subtilis และ (4) สารเคมี fosetyl-Al ความเขมขน 2,000 ppm นาน 3
นาที โดยไมใชสารจับใบบมทุเรียนภายใตความชื้นพอเหมาะ จนกระทั่งแสดงอาการของโรค วาง
แผนการทดลองแบบ CRD โดยใชผลทุเรียน 50 ผล ตอการทดลอง ( 10 ผลตอซ้ํา)

แบบที่ 2  จุมผลทุเรียนแตละกลุมใน (1) น้ํา (2) เชื้อแบคทีเรียแขวนลอย B.subtilis  (3)
สารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย B.subtilis และ (4) สารเคมี fosetyl-Al ความเขมขน 2,000
ppm นาน 3 นาที  โดยไมมีสารจับใบแลวจึงปลูกเชื้อตอไปดวยการฉีดพน sporangium ของเชื้อ
P.palmivora 12,000 sporngim/cm2 โดยไมใชสารจับใบบมทุเรียนภายใตความชื้นพอเหมาะ จน
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กระทั่งแสดงอาการของโรคหรือมีแผลเกิดขึ้น จนกระทั่งแสดงอาการของโรค วางแผนการทดลอง
แบบ CRD โดยใชผลทุเรียน 50 ผล ตอการทดลอง ( 10 ผลตอซ้ํา)

ผลการทดลอง
ในชุดการทดลองที่นําผลทุเรียนจุมน้ํา เชื้อ P.palmivora สามารถแสดงผลความรุนแรง

ของการเกิดโรคไดสูงสุดของการทดลองในทั้งสองแบบ โดยเฉพาะในแบบที่สองซ่ึงเกิดจากการที่
เชื้อรามีโอกาสรุกรานหรือแทรกซึมผลทุเรียนไดระยะนานกวาในแบบที่หนึ่ง ซึ่งในแบบที่หนึ่งนั้น
จํานวนเชื้อราที่ขยายอยูบนผลทุเรียนอาจจะถูกชะลางออกไดบาง เมื่อนําผลทุเรียนที่ปลูกเชื้อแลว
มาจุมในสารละลายตางๆ  สําหรับสารเคมี fosethyl-Al ที่ใชในปริมาณ 2,000 ppm แสดงประสิทธิ
ภาพยับยั้งการเกิดโรคไดสูงสุดแตไมทั้งหมด ขณะที่เชื้อ B.subtilis และสารสกัดจากเชื้อนั้น
สามารถยับยั้งการเกิดโรคบนผลทุเรียนสําหรับการทดลองแบบที่ 1 ไดดีกวาในแบบที่ 2 ไดคือเกิด
โรค 38-55% และ 52-68% ตามลําดับ

ตารางที่ 1  คาเฉลี่ยของเปอรเซ็นตการเกิดโรคโคนและรากเนาบนผลทุเรียนในชุดการทดลอง
      กลุมตางๆ

ชุดการทดลองจุมสาร % การเกิดโรค
แบบที่ 1 แบบที่ 2

1. น้ํา 45.0 a 95.0 a
2. เชื้อ B.subtilis 17.5 c 50.0 c
3. สารสกัดเชื้อ B.subtilis 25.0 b 65.0 b
4. สารเคมี Alliette 7.5 d 20.0 d

คาเฉลี่ยในแนวตั้งที่กํากับดวยอักษรที่ไมเหมือนกัน มีความแตกตางทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% โดยวิธี
DMRT

หมายเหตุ แบบที่1 คือ ปลูกเชื้อ P.palmivora กอน 48 ชั่วโมงจึงจุมสาร
แบบที่ 2 คือ จุมสารแลวตอดวยการปลูกเชื้อ P.palmivora
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บทความสําหรับเผยแพร
โครงการ “ การขยายผลการใชจุลินทรีย Bacillus subtilis สําหรับการควบคุมโรคไม
ผล

(I) ควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคโคนและรากเนาและกลุมราโรคผลเนาของ
ทุเรียน

คณะวิจัย :   ผศ.ดร. วิจิตรา ลีละศุภกุล*  รศ.ดร. เสาวลักษณ พงษไพจิตร** และ  ผศ. เสมอใจ ชื่นจิตต***
*ภาควิชาชีวเคมี **ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร ***ภาควิชาการจัดการศัตรูพืช คณะทรัพยากรธรรมชาติ
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร อ.หาดใหญ จ. สงขลา 90112   โทรศัพท/โทรสาร  074 – 446420, 446656
 e-mail : jwichitr@ratree.psu.ac.th
สนับสนุน    โดยสํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย

จุลินทรีย B.subtilis เปนสารควบคุมชีวภาพที่มีผูสนใจนํามาใชในการปองกันกําจัดโรคแทน
สารเคมีที่เปนอันตรายตอผูบริโภคและลดการปนเปอนตอส่ิงแวดลอม โครงการ”การพัฒนา
Antagonist B.subtilis สําหรับควบคุมโรคขาว” ไดรวบรวมจุลินทรีย B.subtilis สายพันธุที่มีศักยภาพ
ในการควบคุมโรคจากเชื้อราและแบคทีเรียของพืช  คณะผูวิจัยจึงมีจุดมุงหมายที่ตองการนําสายพันธุ
เหลานี้และคนหาสายพันธุเพิ่มเติมเพื่อขยายผลในการควบคุมโรคเชื้อราของพืชเศรษฐกิจของประเทศ
ไทยโดยเฉพาะทุเรียน ซึ่งปญหาโรคที่สําคัญและพบมากที่สุดคือโรคโคนและรากเนาอันเกิดจากเชื้อรา
Phytophthora palmivora (Butler) เปนสาเหตุทําใหตนทุเรียนตายในขณะที่โรคผลเนาของทุเรียนที่
พบอยูเสมอจากเชื้อราสาเหตุคือ Lasiodiplodia theobromae, Phomopsis sp. และ
Collectrotricum gloeosporioides ที่มีผลกระทบตอรายไดของเกษตรกรชาวสวนทุเรียนเปนอยางสูง
เชื้อราทั้งสองกลุมนี้ สามารถแพรระบาดไปกับน้ํา ลมและแมลงก็เปนพาหะนําโรคไดอยางดี การใช
สารเคมีจะควบคุมโรคไดระยะหนึ่งแตเมื่อใชบอยครั้งก็จะทําใหโรคดื้อยา และการจุมผลทุเรียนในสาร
เคมีกันเชื้อรากอนสงออกขายในตลาดสงผลใหผูบริโภคมีโอกาสที่จะไดรับอันตราย รวมทั้งระดับมาตร
ฐานของสารเคมีตกคางในผลไมที่สงออกไปยังตางประเทศก็เปนขอจํากัดอันหนึ่งที่ชวยปองกันการปน
เปอนของสารเคมีในผลิตภัณฑที่สงออก  ดังนั้นคณะวิจัยจึงมีความสนใจที่จะมุงเนนการประยุกตใช
สารออกฤทธิ์ควบคุมเชื้อราที่ผลิตโดยจุลินทรีย B.subtilis ซึ่งมีความปลอดภัยสูง สําหรับปองกันโรค
เชื้อราที่สําคัญดังกลาวตั้งแตระยะที่ปลูกจนกระทั่งควบคุมโรคหลังเก็บเกี่ยวทุเรียนดวย
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วัตถุประสงค:  หาสายพันธุ B.subtilis ที่แสดงศักยภาพดีตอการเปนจุลินทรียปฏิปกษตอเชื้อรา
สาเหตุโรคโคนและรากเนาและผลเนาของทุเรียน  หาขอมูลการออกฤทธิ์และทดสอบประสิทธิภาพ
ในระดับหองปฏิบัติการทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อราของสารที่ผลิตโดยจุลินทรปฏิปกษ B.subtilis
ตอโรคผลเนาของผลทุเรียน
การดําเนินการศึกษา:  คัดแยกสายพันธุจุลินทรีย B.subtilis จากชนิดอื่นๆจากตัวอยางดินที่เก็บ
จากสวนทุเรียนใหบริสุทธิ์ และคัดแยกเฉพาะสายพันธุที่แสดงปฏิกิริยาตอตานเชื้อราทั้งสองกลุม ซึ่ง
แยกไดจากสวนทุเรียนแถบภาคใตและภาคตะวันออก  ทดสอบประสิทธิภาพของน้ําเลี้ยงเชื้อหรือสาร
ออกฤทธิ์ที่จุลินทรีย B.subtilis ผลิตและปลอยออกมาในอาหารเหลว โดยเจือจางอยางเปนลําดับ
และผสมกับอาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อรา และตรวจดูการเจริญของเชื้อราบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสม
สารออกฤทธิ์  คัดเลือกจุลินทรีย B.subtilis ที่ใหผลดีในการยับยั้งจํานวน 5 สายพันธุ แลวนํามาเลี้ยง
ในอาหารเหลวที่เหมาะสมจํานวนมาก เพื่อสกัดสารออกฤทธิ์อยางหยาบ ซึ่งเปนสารจําพวกสาร
ปฏิชีวนะ  และทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อราทั้งสองกลุม จํานวน 9 ไอโซเลต หาคาเปอรเซ็นต
การยับยั้งแลวนํามาคํานวณหาคาความเขมขนของสารที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราได 50 %
คือคา Effective concentration (EC50) เพื่อยืนยันผลที่แนนอนไดในระดับหนึ่ง  จึงทําการเลี้ยงเชื้อจุ
ลินทรีย B.subtilis ในอาหารเหลวอยางงายมีตนทุนต่ําในปริมาณมาก ทําสารออกฤทธิ์ในอาหาร
เหลวที่เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทั้ง 5 สายพันธุใหเขมขน แลวนํามาทดสอบกับผลทุเรียนจากสวน ซึ่งไมมี
การใชสารเคมีกําจัดโรคพืชหรือแมลง  ปลูกเชื้อราสาเหตุโรคผลเนา (L.theobromae  สายพันธุ 2-03)
วางแผนการทดลองแบบ CRD 8 กรรมวิธี. กลุมที่ 1  ทําการปลูกเชื้อราใหติดผลกอนเปนเวลา 9 ชั่ว
โมง แลวจึงจุมสาร   กลุมที่ 2  ทําการจุมสารแตละชนิดไดแก น้ํา  เซลลของ B.subtilis 5 สายพันธุ
(ในน้ําเลี้ยงเชื้อ) และสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis ผ่ึงใหแหงแลวจึงทําการปลูกเชื้อ  วัดขนาด
ของแผลทั้งแนวตั้งและแนวนอนของผลที่สุกเทียบกับที่จุมสารเคมี (imazalil) 500ppm และน้ํา
บันทึกภาพและวิเคราะหผลทางสถิติ และเปรียบเทียบเฉพาะกลุม (orthogonal contrast analysis)
ในขณะเดียวกันนับจํานวนผลและแผลที่แสดงอาการโรค และวิเคราะหคาเปอรเซ็นตของการเกิดโรค
ผลการทดลอง เชื้อ B.subtilis ที่คัดเลือกจากดินและที่ไดจากโครงการ “ การพัฒนา Antagonist
B.subtilis สําหรับควบคุมโรคขาว” จํานวน 23 สายพันธุจากทั้งหมด 140 สายพันธุที่แสดงปฏิกิริยา
ปฏิปกษชัดเจนบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อตอเชื้อราโรคโคนและรากเนา (P.palmivora) สายพันธุที่แยก
ไดจากสวนทุเรียน จ. ชุมพร 2 ไอโซเลต และจากสวน จ. จันทบุรี 1 ไอโซเลต  และเชื้อรากลุมผลเนา
(L.theobromae, Phomopsis sp., C.gloeosporioides) อยางละ 2 ไอโซเลต     ผลการทดสอบประ
สิทธิภาพการยับยั้งของสารออกฤทธิ์ในน้ําเลี้ยงเชื้อของ B.subtilis ที่คัดเลือกไดตอการเจริญของสาย
ราทั้งสองกลุมดังตารางที่ 1  พบวาเมื่อเจือจางไป 4 เทา B.subtilis สายพันธุ ABS-D01, ABS-D03,
ABS-D11, ABS-D02 และ ABS-D12 สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา  P. palmivora ทั้ง 3 ไอโซ
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เลตไดดีตามลําดับ (92-100%), (91-99%), (87-99%), (54-77%) และ (34-49%)   ในขณะที่เชื้อ
รากลุมโรคผลเนาจะถูกยับยั้งไดสูงกวาเชื้อราโรคโคนและรากเนา   เมื่อพิจารณาจากคาเปอรเซ็นต
การยับยั้งที่ไดมากกวา50 เปอรเซ็นตจากการเจือจางน้ําเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรียทั้ง 5 สายพันธุดัง
กลาวเปน 64 เทา    ศักยภาพการยับยั้งของเชื้อ B.subtilis ทั้ง 5 สายพันธุตอการเจริญของสายรา
สาเหตุโรคทั้งสองกลุมชัดเจนยิ่งขึ้น เมื่อไดคา EC50 ของสารสกัดหยาบจากน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียซึ่ง
ทดสอบบนสไลดหลุม (ตารางที่ 2)  โดยเชื้อ B.subtilis ABS-D12 จะแสดงคา EC50 เฉลี่ยตอการ
ยับยั้งเชื้อราทั้ง 9 ไอโซเลต เทากับ 116 µg/ml และไมพบปฏิกิริยาระหวาง B.subtilis ทั้งหาสายพันธุ
บนจานอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งทําใหสามารถใชรวมกันไดเปนการชวยเพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้งให
ครอบคลุมเชื้อราทั้งสองกลุมไดมากที่สุด

จากผลการทดลองที่ไดเมื่อทดสอบในระดับหองปฏิบัติการทําใหสามารถคัดเลือก B. subtilis
จํานวน 5 สายพันธุเพื่อใชรวมกันสําหรับทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการเกิดโรคผลเนาโดยใช
L.theobromae  2-03 ซึ่งมีความรุนแรงสูงเมื่อปลูกเชื้อบนผลทุเรียน  ระหวาง imazalil 500 ppm, น้ํา
เชื้อของ B.subtilis 5 สายพันธุ และสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis  5 สายพันธุ  พบวาสารทั้ง 3
ชนิดมีประสิทธิภาพในการยับยั้งและปองกันการเขาทําลายของเชื้ออยางมีนัยสําคัญ โดยสารที่มีคุณ
สมบัติดีที่สุดคือ imazalil รองลงมาคือสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อของ  B.subtilis 5 สายพันธุ  และเชื้อ
ของ B.subtilis  5 สายพันธุตามลําดับ (ตารางที่ 3)   และเมื่อวิเคราะหเปรียบเทียบในแตละกรรมวิธี
พบวาประสิทธิภาพของสารทั้ง 3 ในการยับยั้งการเกิดโรคเมื่อทําการปลูกเชื้อกอนแลวจึงจุมสารให
ผลไมแตกตางจากชุดควบคุม ในขณะที่หากจุมสารแตละชนิดกอนแลวจึงปลูกเชื้อพบวาแตกตางจาก
ชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญแสดงวาในการใชสารทั้ง 3 ชนิด ควรใชกอนที่จะมีการเขาทําลายของเชื้อ
สวนการเปรียบเทียบความรุนแรงของการเกิดโรคในชุดควบคุมที่ทําการปลูกเชื้อกอนและหลังจากจุม
แชในน้ําใหผลแตกตางอยางชัดเจน โดยผลทุเรียนที่จุมน้ํากอนแลวปลูกเชื้อเกิดโรครุนแรงมาก ทั้งนี้
อาจเนื่องจากความชื้นที่ยังคงตกคางอยูที่ผิวสงเสริมใหเชื้อราเจริญไดดี ในขณะที่กรรมวิธีที่ใชสารแต
ละชนิดระดับการเกิดโรคไมแตกตางกัน  และเมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสาร imazalil  500
ppm. ตอเชื้อ B.subtilis และสารสกัดจากเชื้อ B.subtilis พบวาในกรณีที่จุมสารกอนปลูกเชื้อใหผล
แตกตางที่ระดับ 95 เปอรเซ็นต สวนการปลูกเชื้อกอนจุมสารใหผลแตกตางที่ระดับ 99 เปอรเซ็นต ซึ่ง
สอดคลองกับการเปรียบเทียบเวลาในการปลูกเชื้อหรือการเขาทําลายของเชื้อวา หากเชื้อเขาทําลาย
กอนแลว การเกิดโรคจะรุนแรงกวา ประสิทธิภาพของสารในการยับยั้งจะลดลง  และจากการเปรียบ
เทียบประสิทธิภาพของน้ําเชื้อและสารสกัดจากเชื้อในการยับยั้งการเกิดโรคในผลทุเรียนใหผลไมแตก
ตางกัน   และเมื่อทําการศึกษาประสิทธิภาพในการยับยั้งหรือลดความรุนแรงการเกิดโรคโดย
วิเคราะหจากเปอรเซ็นตของการเกิดโรค (ตารางที่ 4)  พบวาการปลูกเชื้อแลวจุมในสาร imazalil. ให
ผลดีที่สุด   รองลงมาคือ การจุมสาร imazalil. แลวปลูกเชื้อโดยไมแตกตางกันทางสถิติ   ลําดับที่ 3
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คือการใหสารสกัดจากน้ําเลี้ยงเชื้อ B. subtilis แลวจึงปลูกเชื้อ ซึ่งผลการทดลองไมแตกตางกันใน
ทางสถิติจากกรรมวิธีที่จุมสาร imazalil แลวจึงปลูกเชื้อ  ในขณะที่ทั้ง 3 กรรมวิธีนี้แตกตางจากกรรม
วิธีอ่ืนอยางมีนัยสําคัญใกลเคียงกับการวิเคราะหโดยศึกษาจากระดับความรุนแรงของการเกิดโรค
สรุป   จากการวิเคราะหประสิทธิภาพในการลดความรุนแรงของโรคและการยับยั้งการเกิดโรคของเชื้อ
ผลเนา  (L.theobromae 2-03) พบวาเชื้อ B.subtilis  5 สายพันธุที่ทดสอบ รวมทั้งสารสกัดจากน้ํา
เลี้ยงเชื้อมีศักยภาพสูงในการลดความรุนแรงและยับยั้งการเกิดโรคโดยมีประสิทธิภาพต่ํากวาสารเคมี 
imazalil เล็กนอย หากมีการพัฒนาเพิ่มประสิทธิภาพของเชื้อ B.subtilis  ก็จะเปนประโยชนอยางยิ่ง
ตอความปลอดภัยและตนทุนการผลิตของเกษตรกรสวนทุเรียน

ตารางที่ 1    การยับยั้งการเจริญของเชื้อราจากน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis ที่เจือจางความเขมขน

เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อราจากน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis เจือจาง 4 เทาเชื้อรา
ABS-D01 ABS-D02 ABS-D03 ABS-D11 ABS-D12

Pp (จันทบุรี) 92.39 77.52 92.39 91.90 34.33
Pp (T1) 100.00 54.00 91.26 87.29 37.38
Pp (T2) 100.00 65.80 98.96 98.96 49.32

เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อราจากน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis เจือจาง 32 เทา
Lt. (2-01) 76.47 69.13 79.95 71.63 81.42
Lt.(2-03) 60.36 15.24 72.14 66.88 83.04

เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อราจากน้ําเลี้ยงเชื้อ B.subtilis เจือจาง 64 เทา
Ps.(1-01) 83.91 0 91.19 43.98 66.28
Ps (1-02) 87.33 4.94 87.34 65.23 48.40
Cg (3-03) 78.06 20.05 79.51 50.13 31.94
Cg (3-05) 65.27 22.14 73.18 55.18 48.64

 หมายเหตุ Pp = P.palmivora, Lt = L.theobromae , Ps=Phomopsis sp., Cg
=C.gloeosporioides



F:wichitra backup\Durian\Durian-TRFreport-f

45

 ตารางที่ 2    คา EC50 ของสารสกัดหยาบจากน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียตอการเจริญของสายรา
 

 คา EC50 ของสารสกัดหยาบจากน้ําเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย (µg/ml) เชื้อรา
 ABS-D01  ABS-D02  ABS-D03  ABS-D11  ABS-D12

 P. palmivora (จันทบุรี)  231.0  64.4  547.0  730.0  31.0
 P. palmivora (T1)  180.0  325.0  179.0  138.0  236.0
 P. palmivora (T2)  345.0  544.0  538.0  >800  665.0

 L. theobromae (2-01)  27.9  28.9  >2,000  43.0  <12.5
 L. theobromae (2-03)  139.0  29.0  1,540  64.0  48.0
 Phomopsis sp.(1-01)  58.0  26.0  555.0  20.0  8.0
 Phomopsis sp.(1-02)  49.0  11.0  >2,000  <12.5  <12.5

 C. gloeosporioides (3-03)  64.0  28.9  167.0  16.0  18.0
 C. gloeosporioides (3-05)  130.0  131.0  976.0  36.7  12.4

 คาเฉลี่ย  136.0  132.0  944.7  206.7  115.9
 

ตารางที่ 3   คาเฉลี่ยของแผลผลเนาของทุเรียนจากการปลูกเชื้อ L. theobromae (2-03)    และ
จุมสารตาง ๆ

กรรมวิธี คาเฉลี่ยของแผล ( มม. )
T2  จุมน้ํา ปลูกเชื้อ 57.905  A
T7  ปลูกเชื้อ  สารสกัด 30.839  B
T5  ปลูกเชื้อ  น้ําเชื้อ 27.140  B
T1  ปลูกเชื้อ  น้ํา 24.729  B
T6  น้ําเชื้อ  ปลูกเชื้อ 24.315  B
T8  สารสกัด  ปลูกเชื้อ 11.676  B        C
T3  ปลูกเชื้อ  สาร imazalil 4.367              C
T4  สาร imazalil   ปลูกเชื้อ 1.098              C
ตัวอักษรที่เหมือนกันไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นต ดวย DMRT
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ตารางที่ 4   เปอรเซ็นตของการเกิดโรคผลเนาของทุเรียนจากการปลูกเชื้อ L. theobromae (2-03)
        และจุมสารตาง ๆ

กรรมวิธี เปอรเซ็นตของการเกิดโรค
T2  จุมน้ํา ปลูกเชื้อ 93.3                 A
T1  ปลูกเชื้อ  น้ํา 86.7      B        A
T7  ปลูกเชื้อ  สารสกัด 70         B        A
T6  น้ําเชื้อ  ปลูกเชื้อ 70         B        A
T5  ปลูกเชื้อ  น้ําเชื้อ 63.3      B        A
T8  สารสกัด  ปลูกเชื้อ 40                   C
T4  สาร imazalil   ปลูกเชื้อ 26.7      D       C
T3  ปลูกเชื้อ   สาร imazalil 13.3      D
ตัวอักษรที่เหมือนกันไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอรเซ็นต ดวย DMRT
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ผลที่เกิดขึ้นจากโครงการ (Output)
ผลที่เกิดขึ้นแบงออกเปน 2 ระยะ ๆ ละ 7 เดือนดังแสดงในตาราง

กิจกรรม Output
7 เดือนที่ 1
1. คัดแยกเชื้อราสาเหตุโรคและ B.subtilis

(BS) ที่มีแนวโนมดีจากตัวอยางดินและจาก
โครงการ (ABS/TRF)

2. ศึกษาสายพันธุ BS ที่แสดงปฏิกิริยาปฏิปกษ
ตอเชื้อราโรคทุเรียนบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ

3. ผลิตเชื้อ BS และแยกสารออกฤทธิ์สําหรับ
ทดสอบการเจริญของสายราในระดับจาน
อาหาร

4. ทดสอบประสิทธิภาพของน้ําเลี้ยงเชื้อหรือ
สารสกัดตอการยับยั้งการงอกของสายราใน
ระดับหองปฏิบัติการ

7 เดือนที่ 2
1. เลี้ยงเชื้อ BS ปริมาณมากและแยกน้ําเลี้ยง

เชื้อสําหรับใชทดลองกับการจุมผลทุเรียน
2. ทดสอบความรุนแรงของสายพันธุเชื้อราโรค

ผลเนาบนผลทุเรียน

3. สกัดสารออกฤทธิ์จากน้ําเลี้ยงเชื้อ BS.และ
ทดสอบประสิทธิภาพตอการยับยั้งโรคผล
เนาที่เกิดจากเชื้อ L.theobromae บนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ  บนผลทุเรียนที่ปลูกเชื้อ และจากที่
ติดเชื้อตามธรรมชาติ

1. ไดเชื้อ B.subtilis (BS)จากตัวอยางดินและจาก
โครงการ ABS/TRF จํานวน 140 สายพันธุ และ
เชื้อราโรคโคนและรากเนาจากเปลือกทุเรียน
จํานวน 3 สายพันธุ

2. ไดเชื้อ BS 23 สายพันธุ ที่มีแนวโนมประสิทธิ
ภาพดีในดานการยับยั้งเชื้อราโรคโคนและราก
เนา, โรคผลเนาทั้ง 3 ชนิด หลังจากทดสอบบน
จานอาหารเลี้ยงเชื้อ

3. ไดสายพันธุ BS ที่ประสิทธิภาพดีที่สุด จํานวน
5 สายพันธุ เมื่อทดสอบจากสารออกฤทธิ์ที่ผลิต
และปลอยออกมาในน้ําเลี้ยงเชื้อตอการเจริญ
ของสายราโรคทุเรียนทั้ง 2 กลุม

4. ได BS ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ปริมาณ
10 ลิตร จํานวน 5 สายพันธุ

1. ได culture ของ BS ครบ 5 สายพันธุ ซึ่งเลี้ยงใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ LB อยางละ 10 ลิตร

2. พบวาเชื้อรา L. theobromae สายพันธุ L2-03
มีความรุนแรงโรคผลเนาสูงเมื่อปลูกเชื้อบนผล
ทุเรียน

3. ไดสารออกฤทธิ์สกัดอยางหยาบ (BS) ทั้ง 5
สายพันธุและคา EC50 ตอเชื้อราทั้ง 2 กลุม
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4. วิเคราะหผล สรุป และรายงาน 4. ทราบผลการยับยั้งราโรคผลเนา (L.t.) ที่ความ
เขมขนของสารออกฤทธิ์ในน้ําเลี้ยงเชื้อเจือจาง 
บนผลทุเรียนที่ปลูกเชื้อเปรียบเทียบกับเมื่อใช
สารเคมีและผลทุเรียนที่ไมควบคุมเชื้อ

5. ไดผลเปรียบเทียบประสิทธิภาพของน้ําเลี้ยงเชื้อ 
BS ตอการยับยั้งราโรคผลเนาบนทุเรียนที่ปลูก
เชื้อและที่ติดเชื้อโดยธรรมชาติเมื่อทุเรียนสุก
และคาวิเคราะหทางสถิติ

ผลที่เกิดขึ้นจากโครงการสิ้นสุดมีดังนี้
1. ได B.subtilis (BS)  5 สายพันธุ ที่สามารถนําไปประยุกตใชควบคุมโรคเชื้อราใน

ทุเรียน ต้ังแตระยะการปลูกตลอดจนถึงการเก็บรักษาผลทุเรียนใหปลอดเชื้อราในชวง
หลังการเก็บเกี่ยว จนกระทั่งออกสูตลาดเพื่อทดแทนการใชสารเคมีฆารา

2. สามารถทําการวิจัยและพัฒนาตอไปในเรื่องการผลิตผลิตภัณฑสูตรเชื้อ B.subtilis
สายพันธุที่มีศักยภาพดังกลาว ในระดับที่จะนําไปสูการผลิตภาคอุตสาหกรรม โดยมุง
เนนศึกษาเรื่องความคุมทุนของผูใชตอราคาผลผลิตของผลิตภัณฑที่นําไปใช

3. การประยุกตใชสารออกฤทธิ์ของ B.subtilis (BS)  5 สายพันธุ ในการควบคุมโรคที่จะ
เปนสาเหตุของการสูญเสียมูลคาของกลุมผลไมที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจในระยะ
หลังการเก็บเกี่ยวและสงออกยังตลาดตางประเทศ
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