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5. บทคัดย่อ 

โรคผลเน่าของเงาะ (Nephelium lappaceum L.) สาเหตุจากการเข้าท าลายของเชื้อราหลายชนิด คือ 
เชื้อรา Lasiodiplodia theobromae, Gliocephalotrichum spp., Colletotrichum gloeosporioides, 
Pestalotiopsis sp. และ Phomopsis sp. เป็นปัญหาส าคัญที่ท าให้คุณภาพของผลเงาะลดลง อายุการเก็บรักษา
สั้น งานวิจัยนี้ได้ศึกษาประสิทธิภาพแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมโรคผลเน่าของเงาะ แบคทีเรียปฏิปักษ์แยก
จากเมล็ดถั่วลิสง ล าไยอบแห้ง ขั้วหวีของกล้วย และ เมล็ด ถั่วแดง ได้แบคทีเรียปฏิปักษ์จ านวน 10 สายพันธุ์ เมื่อ
น ามาทดสอบประสิทธิภาพการควบคุมโรคผลเน่าที่เกิดจากการปลูกเชื้อรา L. theobromae เป็นเวลา 18 ชั่วโมง 
หลังจากนั้นพ่นด้วยแบคทีเรียปฏิปักษ์ ความเข้มข้น 108 cfu/ml เปรียบเทียบกับพ่นด้วยน้ า (กรรมวิธีควบคุม) 
และ โปรคลอราช ความเข้มข้น 500 มก./ล. วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (CRD) พบว่า แบคทีเรียปฏิปักษ์ 
สายพันธุ์ DL9, PN10 และ DL7 สามารถยับยั้งความรุนแรงของโรคผลเน่าของเงาะที่ปลูกเชื้อรา L. theobromae 
ได้ 57.82, 55.82 และ 52.97 % ตามล าดับ และมีประสิทธิภาพในการยับยังความรุนแรงของโรคได้ดีกว่าโปรคลอ
ราช 500 มก./ล.  

แบคทีเรียปฏิปักษ์ท้ัง 3 สายพันธุ์ (PN10, DL7 และ DL9) เป็นแบคทีเรยีรูปท่อน ติดสีแกรมบวก สร้าง
เอ็นโดสปอร์ และสามารถสร้างเอนไซม์คะตะเลส จัดอยู่ในกลุ่ม Bacillus น าแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 3 สายพันธุ์ มา
จัดจ าแนกชนิดของแบคทีเรียด้วยชัดตรวจสอบ API test kit และ เทคนิคทางชีวโมเลกุล พบว่า สายพันธุ์ DL7 มี
ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA gene เหมือนกับแบคทีเรีย Bacillus siamensis 100.00 % ส่วน PN 10 
และ DL 9 มีล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA gene เหมือนกับแบคทีเรีย 2 ชนดิ 99.91 และ 99.86 % 
ได้แก่ Bacillus siamensis  และ Bacillus amyloliquefaciens sub sp. plantarum แบคทีเรียปฏิปักษ์ 
PN10, DL7 และ DL9 สามารถสร้างสารต้านเชื้อรา (antifungal) ที่มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งเส้นใยและสปอร์
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ของเชื้อรา จากการทดสอบในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ท าการแยกสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ 3 สายพันธุ์ คือ 
PN10, DL7 และ DL9 บนแผ่น TLC ซึ่งมเีพสเคลื่อนที่ (mobile phase) คือ คลอโรฟอร์ม : เมทานอล : น้ า 
(65:25:4 v/v/v) มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการงอกของสปอร์เชื้อรา C. gloeosporioides ได้ 3 ต าแหน่ง ที่ Rf 
เฉลี่ย 0.47, 0.61 และ 0.70 ท าการวิเคราะห์ชนิดของสารด้วยเครื่อง MS-MS ได้สาร 2 ชนิด คือ iturin และ 
surfactin เมื่อน าสารสกัดหยาบของแบคทีเรียปฏิปักษ์ PN10, DL7 และ DL9 จ านวน 3 สายพันธุ์ มาทดสอบ
ความเป็นพิษต่อเซลล์ ไม่พบความเป็นพิษต่อเซลล์ไตลิง (African green monkey kidney)  

น าแบคทีเรียปฏิปักษ์ 3 สายพันธุ์ มาพัฒนาชีวภัณฑ์ในรูปผง 3 รูปแบบ หลังจากเก็บขีวภัณฑ์ ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 6 เดือน พบว่า สูตรชีวภัณฑ์ที่มีส่วนผสม แป้งข้าวเจ้า 100 กรัม น้ ามันถั่วเหลือง 1 
มิลลิลิตร และซูโครส 10 กรัม มีอัตราการอยู่รอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ PN10, DL7 และ DL9 สูง เท่ากับ  
7.55 x 108, 3.73 x 108 and 8.53 x 107 cfu/g ตามล าดับ ชีวภัณฑ์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ PN10, DL7 และ 
DL9 มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคผลเน่าของเงาะที่ปลูกเชื้อรา L. theobromae ได้ดีเช่นเดียวกับการใช้
แบคทีเรียปฏิปักษ์โดยตรง  

Abstract 
 Fruit rot disease of rambutan caused by Lasiodiplodia theobromae, Gliocephalotrichum 
spp., Colletotrichum gloeosporioides, Pestalotiopsis sp. and Phomopsis sp. is the major problem 
of rabutan which reduces both its quality and shelf life. This research was conducted to study 
the effectiveness of bacterial antagonists to control fruit rot disease. Bacterial antagonists were 
isolated from peanut, dried longan, crown of banana and red kidney bean by 10 isolations The 
pre-inoculated treatment was conducted by spraying 10 isolates of bacterial antagonists at 108 
cfu/ml on rambutan fruits for 18 hours comparing with spraying water or prochloraz at 500 mg/l 
The experimental design was completely randomized design (CRD). The results showed that 
DL9, PN10 and  DL7 could inhibit disease severity by 57.82, 55.82 and 52.97 % respectively and 
the efficiency of these bacterial antagonists was better than prochloraz. 
 The 3 isolates of bacterial antagonist (PN10, DL7 and DL9) were identified as Bacillus 
which were gram-postive rods , endospore-forming and catalase positive. After that three 
Bacillus isolates were submitted for identification using API test kit and molecular analyzes. The 
identification results were showed that the 16S rDNA gene sequence of DL7 strain was similar to 
Bacillus siamensis by 100 % and PN10 and DL9 were closely related Bacillus siamensis and  B. 
amyloliquefaciens sub sp. Plantarum (99.91 and 99.86 % identity). Bacillus 3 isolates (PN10, 
DL7 and DL9) showed strong antifungal activity in vitro. In this study crude extract from cell free 
culture supernatant were separated by TLC using chloroform : methanol : water (65 : 25 : 4 
v/v/v) as mobile phase. These extracts were tested for their inhibition on the growth of 
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Colletotrichum gloeosporioides on developed TLC plates. The inhibition zones were found at Rf 
0.47, 0.61 and 0.70. Antifungal compounds at these Rf were further analyzed by MS-MS and 
they were indicated that these compounds were iturin and surfactin. After that crude extract 
were tested cytotoxicity against Vero cell (African green monkey kidney) and the resalt showed 
no cytotoxic.  

Three bacterial antagonist strains were individually developed into 3- different powder 
formulation types. After 6 months of storage at room temperature the survival of them were 
checked. The result showed that 100 g rice flour mixed with 1 ml soybean oil and 10 g sucrose 
was the best carrier to maintain bacterial survival. The survival of PN10, DL7 and DL9 were 7.55 
x 108, 3.73 x 108 and 8.53 x 107 cfu/g respectively. Therefore, the efficacy of this biocontrol 
agent was the same as using bacterial cells. 

6. ค าน า 
เงาะ (Nephelium lappaceum L.) เป็นผลไม้ท่ีมีการปลูกกันอย่างแพร่หลายทั้งภาคตะวันออกและ

ภาคใต้ของประเทศ สาเหตุส าคัญท่ีท าให้ผลผลิตเสื่อมสภาพอย่างรวดเร็ว คือการเข้าท าลายของเชื้อราหลายชนิด
และก่อให้เกิดอาการผลเน่า (สมศิริ และคณะ, 2540) มีรายงานว่า พบเชื้อราเข้าท าลายหลายชนิด คือ  
Lasiodiplodia theobromae, Gliocephalotrichum spp., Greeneria sp., Colletotrichum 
gloeosporioides, Pestalotiopsis sp., Phomopsis sp. (บุญญวดี และสุภา, 2552) ก่อให้เกิดอาการผลเน่าเป็น
จุดสีน้ าตาลและเน่าลามอย่างรวดเร็วทั่วทั้งผล จากงานวิจัยของกรมวิชาการเกษตร โดยนักวิชาการสถาบันพืชสวน 
และศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี ได้ท าการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับการจัดการหลังการเก็บเกี่ยว การบรรจุ การขนส่งเงาะ 
ในกรณีที่การขนส่งทางเรือ ที่ใช้ระยะเวลานานกว่า 6-11 วัน จ าเป็นต้องใช้สารป้องกัน และก าจัดโรคพืชหลังการ
เก็บเก่ียวที่เกิดจากเชื้อราร่วมด้วย เพ่ือป้องกันการเน่าเสียจากเชื้อราในเงาะผลสดที่เก็บรักษาในถุง LDPE ที่
อุณหภูมิ 14 องศาเซลเซียส จะท าให้ยืดอายุการเก็บรักษาได้ยาวนานขึ้น (กรมวิชาการเกษตร, 2551) 
 ปัจจุบันเทคโนโลยีการเพ่ิมผลผลิตทางการเกษตรได้เจริญก้าวหน้ามากท าให้เกษตรกรสามารถผลิตได้
พอเพียงกับความต้องการของผู้บริโภค หลายครั้งที่ผลผลิตมีมากเกินความต้องการของผู้บริโภคดังนั้นผู้ผลิต และ
ผู้บริโภคจึงมุ่งเน้นไปที่คุณภาพของผลผลิตโดยเน้นเรื่องความปลอดภัยของผู้บริโภคเป็นหลัก ผู้ผลิตในปัจจุบันให้
ความส าคัญกับการลดการใช้สารเคมีในขบวนการผลิตตั้งแต่แปลงปลูกจนถึงผู้บริโภค เพราะนอกจากเป็นปัญหา
ของการตลาดภายในประเทศแล้วยังเป็นปัญหาในการส่งออกสินค้าเกษตรไทยไปต่างประเทศด้วยเพราะประเทศคู่
ค้าท้ังยุโรปและอเมริกาจะน าเอาเรื่องความปลอดภัยของอาหารมาเป็นเครื่องมือกีดกันทางการค้าด้วย เพ่ือ
หลีกเลี่ยงการใช้สารเคมีที่มีอันตรายในการควบคุมโรค จึงได้มีการศึกษาวิจัยหาวิธีการอ่ืนๆมาใช้ในการควบคุม 
ได้แก่ การใช้เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ การใช้สารกระตุ้นความต้านทาน การใช้วิธีทางกายภาพ การใช้สารกลุ่ม
ปลอดภัย (generally recognized as safe, GRAS) และ การใช้สารสกัดจากพืช มาทดแทน การใช้สารเคมี
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ป้องกันก าจัดเชื้อราเป็นอันตรายต่อผู้ผลิตและผู้บริโภค ก่อให้เกิดปัญหาเรื่องสารพิษตกค้างในผลิตผลและ
สภาพแวดล้อม   
 การควบคุมโรคด้วยเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์มีกลไกการยับยั้งหรือควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืช 4 รูปแบบ คือ 
1) การแข่งขนั (Competition) หมายถึง การแข่งขันระหว่างสิ่งมีชีวิตสองหรือมากกว่าสองชนิดที่มาอยู่รวมกันใน
ด้านต่างๆ เช่น ที่อาศัย แหล่งอาหาร โดยจุลินทรีย์ปฏิปักษ์จะไปแย่งอาหารและพ้ืนที่ในการเจริญเติบโตกับเชื้อโรค 
2) การสร้างสารปฏิชีวนะ (Antibiotic) เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์สร้างสารเคมีที่มีผลยับยั้งการงอกของสปอร์และการ
เจริญของเชื้อโรค 3) การเป็นปรสิต (Parasitism) เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์สามารถเข้าท าลายเชื้อโรคพืช เช่น เชื้อรา
ไตรโคเดอร์ม่าพันรัดและแทงเข้าไปในเส้นใยของเชื้อโรคพืช เส้นใยเชื้อโรคพืชที่ถูกพันรัดจะเกิดช่องว่างหรือเหี่ยว
แฟบแล้วสลายตัวไปในที่สุด เป็นต้น 4) การชักน าให้ต้านทานต่อโรค (Induced resistance) เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์
ไปกระตุ้นให้ผลิตผลสร้างความต้านทานต่อเชื้อโรค มีการใช้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์หลายชนิดในการควบคุมโรคผลเนา่
ของเงาะหลังการเก็บเกี่ยว จากการศึกษาของวารินและคณะ (2548) ทดสอบเชื้อรา T. harzianum จ านวน 5 
สายพันธุ์ ที่มีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมโรคเน่าระดับดินของแตงกวา สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา 
L. theobromae ได้สูง 79 เปอร์เซ็นต์ และใช้สารสกัดจากเชื้อรา T. harzianum strain T- 35-wt ความเข้มข้น 
1,000 ppm ควบคุมโรคผลเน่าของเงาะพันธุ์โรงเรียน พบว่าสารสกัดมีประสิทธิภาพสูงมากในการควบคุมโรค โดย
พบความรุนแรงของโรคเพียง 12.5 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่กรรมวิธีควบคุม (เมทานอล ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์) มี
ความรุนแรงของโรค 79.5 เปอร์เซ็นต์ และทัศวรรณ (2547) ได้ท าการคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย์ผิวพืชจากส่วนต่างๆ 
ของทรงพุ่มต้นเงาะ ในการควบคุมการเกิดโรคผลเน่าที่เกิดจากรา L. theobromae พบว่า ยีสต์ Candida krusei 
(ไอโซเลท 44-52/2) แสดงประสิทธภาพที่ดีในการควบคุมการเกิดโรค เมื่อมีการใช้ยีสต์ก่อนการปลูกราสาเหตุของ
โรค โดยมีการยับยั้งการเกิดโรค 42.6 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้มีการใช้แบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus ทีม่ีคุณสมบัติใน
การสร้างสารต้านเชื้อรา ในการควบคุมโรคผลเน่าหลังเก็บเกี่ยวกับผลไม้หลายชนิด เช่น การใช้แบคทีเรีย Bacillus 
amyloliqufaciens PPCB004 ร่วมกับ น้ ามันตะไคร่ ในสภาพบรรยากาศดัดแปร (MAP) ควบคุมโรคหลังการเก็บ
เกี่ยวของผลพีชได้ดี (Arrebola et al., 2009) วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้ เพ่ือหาวิธีการควบคุมโรคผลเน่าของ
เงาะโดยแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีมีประสิทธิภาพ ทดแทนการใช้สารเคมี เพ่ือลดการเน่าเสีย ยืดอายุการเก็บรักษา และ
ส่งออกไปยังตลาดต่างประเทศต่อไป  
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7. วิธีด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1.  ผลเงาะพันธุ์โรงเรียน  
2. เอทิล แอลกอฮอล์ (ethyl alcohol), สารอิมาซาลิล (imazalil), คลอร็อกซ์ (Clorox),  

เอทิลอะซิเตท (ethyl acetate), เมทิล แอลกอฮอล์ (methyl alcohol), 
3. อาหารเลี้ยงเชื้อรา Potato Dextrose Agar (PDA) , อาหารเลี้ยงแบคทีเรีย NA (Nutrient Agar),  

NB (Nutrient Broth), TSB (Tryptic Soy Broth)   
4. ผงทัลคั่ม, แคลเซียม, carboxymethyl cellulose (CMC), magnesium sulfate 
5. น้ ามันฝรั่ง น้ ามันถั่วเหลือง แป้งข้าวเจ้า ซูโครส 
6. จานเลี้ยงเชื้อ  กระบอกตวง  บีกเกอร์ หลอดทดลอง 
7. เข็มเขี่ยเชื้อ  ปากคีบ  กรรไกร  มีด 
8. ตะกร้า  ถุงพลาสติก  ถังพลาสติก 
9. ตะเกียงแอลกอฮอล์   

10. พาราฟิลม์  กระดาษทิชชู  กระดาษหนังสือพิมพ์   กระดาษฟาง 
11. ปิเปตต์ (pipettes)  
12. หม้อนึ่งความดันไอ  (autoclave)   
13. กล้องจุลทรรศน์ 
14. กล้องจุลทรรศน์ แบบสเตริโอ 
15. ตู้ฆ่าเชื้อแบบความร้อนแห้ง   (Hot air oven) 
16. เครื่องชั่ง 2 ต าแหน่ง 
17. นาฬิกาจับเวลา 
18. ตู้เขี่ยเชื้อ 
19.  แผ่น thin layer chromatography (TLC) 

 
วิธีการ  
 1. การแยกเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าหลังการเก็บเกี่ยวของเงาะ 

น าผลเงาะท่ีเน่าเสียหลังเก็บเกี่ยว มาแยกเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าด้วยวิธี  tissue transplanting โดยตดั
เนื้อเยื่อบริเวณรอยต่อระหว่างเนื้อเยื่อปกติและเนื้อเยื่อที่แสดงอาการของโรคผลเน่า ขนาด 5x5 ตารางมิลลิเมตร 
น าชิ้นเนื้อเยื่อแช่ในสารละลายคลอร็อกซ์ (clorox) 10 เปอร์เซ็นต์ นาน 5 นาที แล้วน ามาวางในจานเลี้ยงเชื้อที่มี
อาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง จนเชื้อราเจริญออกมาจากชิ้นเนื้อเยื่อ แยกเชื้อราจน
ได้เชื้อบริสุทธิ์  
  บันทึกลักษณะของเชื้อราและจ าแนกชนิดของเชื้อราสาเหตุโรค และลักษณะอาการของโรคผลเน่าของ
เงาะที่เกิดจากเชื้อราสาเหตุแต่ละชนิด 
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 2. คัดเลือกแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
  2.1 การแยกแบคทีเรียจากผลิตผลเกษตร  
   แยกแบคทีเรียจากผลิตผลเกษตรหลังการเก็บเกี่ยว เช่น ถั่วลิสง ถั่วแดง ล าไยอบแห้ง และกล้วย
หอม เป็นต้น โดยวิธี tissue transplanting น าชิ้นเนื้อเยื่อหรือเมล็ดแช่ในคลอรอกซ์ 10 เปอร์เซ็นต์ นาน 5 นาที 
วางชิ้นเนื้อเยื่อหรือเมล็ดในจานเลี้ยงเชื้อที่มีอาหาร PDA บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง คัดเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งเชื้อรา สังเกตจากการเกิดบริเวณยับยั้ง (clear zone) ที่เกิดขึ้น 
  2.2 ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรค
ผลเน่าของเงาะ 

น าแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆ ที่คัดเลือกได้จากข้อ 2.1 มาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญ
ของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าของเงาะ ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ด้วยวิธี Dual culture test วางแผนการทดลอง
แบบสุ่มตลอด (CRD) เปรียบเทียบ 11 กรรมวิธี จ านวน 5 ซ้ า โดยการน าเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าของเงาะ ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร วางตรงกลางจานอาหารเลี้ยงเชื้อ หลังจากนั้นน าแบคทีเรียทที่มีอายุ 24 ชั่วโมง มาแตะบนจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ 4 จุด (ภาพที่ 1) บ่มเชื้อไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน บันทึกผลโดยการวัดเส้นผ่านศูนย์กลาง
โคโลนีของเชื้อรา น ามาค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญโดยใช้สูตร 

เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง = [ ( A – B ) / A ] x 100   
 A = ค่าเฉลี่ยของเส้นผ่านศนูย์กลางของโคโลนีเชื้อราที่เจริญบนอาหาร PDA (กรรมวิธีควบคุม)  
 B = ค่าเฉลี่ยของเส้นผา่นศนูย์กลางของโคโลนีเชื้อราที่มีแบคทีเรียบนอาหาร 4 จุด (แบคทีเรีย 10 สายพันธุ์) 

 
 
 
 
 

ภาพที ่1  ทดสอบการเป็นปฏิปักษ์ของแบคทีเรียต่อการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรค (Dual culture test) 

  2.3 ทดสอบประสิทธิภาพสารจากแบคทีเรียปฏิปักษใ์นการยับย้ังการงอกของสปอร์เชื้อราสาเหตุโรค
ผลเน่าของเงาะ  
   2.3.1 เตรียมสารจากแบคทีเรีย 
    น าแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆ ที่คัดเลือกได้จากข้อ 2.1 มาเลี้ยงบนอาหาร Nutrient Agar (NA) 
อายุ 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นน าแบคทีเรียมาขีดเป็นเส้น 3 เส้น ห่างเท่ากัน ในจานเลี้ยงเชื้อบนอาหาร NA บ่มไว้ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 วัน ตัดชิ้นวุ้นที่มีสารจากแบคทีเรีย ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร (ภาพที่ 2) 
ส าหรับน ามาวางในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่ผสมสารแขวนลอยสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าของเงาะ 
  

แบคทีเรีย 
เช้ือราสาเหตุโรคผลเน่า 
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ภาพที่ 2  การเตรียมสารจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ 

   2.3.2 ทดสอบสารจากแบคทีเรีย 
                               น าเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าของเงาะ ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA จนสร้างสปอร์ ใส่น้ ากลั่น
นึ่งฆ่าเชื้อในจานเลี้ยงเชื้อ แล้วใช้ spadula stainless ขูดสปอร์บริเวณผิวหน้าของอาหาร กรองผ่านผ้าขาวบางที่ผ่าน
การนึ่งฆ่าเชื้อ น าสารแขวนลอยสปอร์ผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่อุ่น เขย่าให้สปอร์และอาหารเลี้ยงเชื้อผสมให้เข้า
กัน หลังจากนั้นเทอาหารที่ผสมสปอร์ของเชื้อรา ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ลงในจานเลี้ยงเชื้อ ทิ้งไว้จนอาหารแข็ง น าชิ้นวุ้น
ที่มีสารจากแบคทีเรีย วางบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 4 จุด (ภาพที่ 3) บ่มเชื้อไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
บันทึกผลโดยการวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้ง (clear zone) 

 
 
 
 
 

ภาพที่ 3  ทดสอบสารจากแบคทีเรียในการยับยั้งสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรค  

  2.4 ทดสอบความเป็นพิษเบื้องต้นของสารจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ (cell free culture 
supernatant) 
   เตรียมสารจากแบคทีเรียปฏิปักษ์โดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหาร Nutrient Broth (NB) จ านวน 10 
สายพันธุ์ น าไปเขย่าบนเครื่อง rotary shaker ความเร็วรอบ 130 รอบต่อนาที (rpm) เป็นเวลา 4 วัน จากนัน้
น าไปปรับให้มีความเข้มข้น OD600 = 0.2 โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร หลังจาก
นั้นน า cell culture ที่ได้มาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 3,500 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนใสซึ่งมีสารที่
แบคทีเรียสร้าง (cell free culture supernatant) น าไปใช้ในการทดสอบความเป็นพิษ โดยน าเมล็ดข้าวเปลือก 
และเมล็ดถั่วเขียวแช่ในสารละลายส่วนใสที่แยกแบคทีเรียออก เป็นเวลา 5 นาที และ 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นน า
เมล็ดมาวางบนกระดาษเพาะชื้นในกล่องพลาสติก เปรียบเทียบกับเมล็ดข้าวเปลือก และเมล็ดถั่วเขียวที่แช่ในน้ า
กลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ วางแผนการทดลองแบบ CRD จ านวน 4 ซ้ า บันทึกผลการงอกของเมล็ด (%) 
  

ช้ินวุน้ท่ีมีสารจากแบคทีเรีย 
อาหารเล้ียงเช้ือผสมสารแขวนลอยสปอร์ 

ขีดแบคทีเรีย เป็นเส้นตรง  3 เส้น 

ช้ินวุน้ท่ีมีสารจากแบคทีเรีย 
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 3. ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมโรคผลเน่าของเงาะ 
  3.1 ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมที่เกิดจากการปลูกเชื้อราสาเหตุโรค
ผลเน่าของเงาะ 

น าผลเงาะท่ีสมบูรณ์ และไม่เป็นโรค จากสวนจังหวัดจันทบุรี ท าแผลโดยการตัดขนเงาะ 1 เส้น 
จากนั้นปลูกเชื้อรา L. theobromae (เชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าที่ท าให้เกิดอาการของโรครุนแรง) ลงบนผลเงาะ โดย
น าชิ้นวุ้นขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร ที่ได้จากการเลี้ยงเชื้ออายุ 7 วัน วางคว ่าผิวหน้าวุ้นลงที่บริเวณแผล
ที่ตัดขนเงาะออก เรียงใส่ตะกร้าหุ้มถุงพลาสติกท่ีพ่นด้วยน้ ากลั่น เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 18 ชั่วโมง เมื่อ
ครบก าหนดเวลาน าชิ้นวุ้นออก  หลังจากนั้นน าผลเงาะมาพ่นด้วยสารแขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์ 10 สายพันธุ์ คือ 
PN2, PN-A3, PN-A5, PN7, PN 10, PN12, DL7, DL9, BA1 และ BP ความเข้มข้น 108 cfu/ml บนผลเงาะ 
เปรียบเทียบกับพ่นน้ า และ อิมาซาลิล 500 มิลลิกรัม/ลิตร ผึ่งให้แห้ง จากนั้นน าผลเงาะเก็บใส่ถุงยืดอายุผักและผลไม ้
ชนิด M2 ขนาด 7 x 10 นิ้ว จ านวนถุงละ 6 ผล ซีลปากถุงพลาสติก เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 13 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
7 วัน วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (CRD) เปรียบเทียบ 12 กรรมวิธี จ านวน 5 ซ้ าๆ ละ 6 ผล ตรวจความ
รุนแรงของโรค โดยวัดขนาดของแผลบริเวณที่ปลูกเชื้อรา L. theobromae  และน ามาค านวณหาเปอร์เซ็นต์การ
ยับยั้งความรุนแรงของโรคโดยใช้สูตร 

เปอร์เซ็นต์การยับยั้งความรุนแรงของโรค = [ ( A – B ) / A ] x 100   
 A = ค่าเฉลี่ยของขนาดแผลบนผลเงาะท่ีพ่นด้วยน้ า (กรรมวิธีควบคุม)  
 B = ค่าเฉลี่ยของขนาดแผลบนผลเงาะที่พ่นด้วยแบคทีเรียปฏิปักษ์ 10 สายพันธุ์ และอิมาซาลิล 500 มก./ล. 

  3.2 ศึกษาผลของการใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของผลเงาะหลังการเก็บ
รักษา  

น าผลเงาะท่ีสมบูรณ์ และไม่เป็นโรค จากสวนจังหวัดจันทบุรี พ่นด้วยสารแขวนลอยแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ 10 สายพันธุ์ คือ PN2, PN-A3, PN-A5, PN7, PN 10, PN12, DL 7, DL9, BA1 และ BP ความเข้มข้น OD600 
= 0.2 บนผลเงาะ เปรียบเทียบกับพ่นน้ า และ อิมาซาลิล 500 มิลลิกรัม/ลิตร ผึ่งให้แห้ง จากนั้นน าผลเงาะเก็บใส่ถุงยืด
อายุผักและผลไม้ ชนิด M2 ขนาด 7 x 10 นิ้ว จ านวนถุงละ 6 ผล ซีลปากถุงพลาสติก เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 13 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (CRD) เปรียบเทียบ 12 กรรมวิธี จ านวน 5 ซ้ าๆ ละ 6 
ผล 
  บันทึกผลการทดลอง 

3.2.1 วัดความแน่นเนื้อ (firmness) ของผลเงาะ โดยใช้เครื่อง texture analyzer ยี่ห้อ 
Chatillon รุ่น 10 LBF ประเทศสหรัฐอเมริกา หัววัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร โดยวางหัววัดให้ตั้งฉาก
กับผลเงาะ กดลงบนเปลือก และเนื้อเงาะที่ปอกเปลือกแล้ว บริเวณกลางผล และตั้งระยะทางให้หัวกดแทงทะลุลง
ไปในเนื้อและเปลือกเงาะ เท่ากับ 5 มิลลิเมตร รายงานผลเป็นหน่วยนิวตัน (N) 
   3.2.2 ปริมาณของแข็งละลายในน้ าได้ วัดโดยการหยดน้ าคั้นจากผลเงาะลงบนเครื่อง Digital 
refractometer ยี่ห้อ Atago รุ่น 10 PAL ประเทศญี่ปุ่น ค่าที่อ่านได้มีหน่วยวัดเป็นองศาบริกซ์ 
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   3.2.3 การเปลี่ยนแปลงสีเปลือกของผลเงาะ วัดสีผลเงาะด้วยเครื่องวัดสี (Minolta Model DP-
301) ในการวัดใช้หัววัดแนบให้สัมผัสกับผิวของผลเงาะ โดยวาง probe ให้ตั้งฉากกับผลเงาะ บริเวณกลางผล 
รายงานผลเป็นค่า Hunter’s scale ซึ่งประกอบด้วยค่าต่างๆ ดังนี้ 
     ค่า L เป็นค่าที่รายงานถึงความสว่างของสี มีค่าตั้งแต่ 0 ถึง 100 ถ้าค่า L สูงหมายถึงมีความ
สว่างมาก แต่ถ้าค่า L ต่ า หมายถึง มีสีเข้มมากกว่าสว่างน้อย 
     ค่า a เป็นค่าที่รายงานถึงการเปลี่ยนแปลงของสีในช่วงสีเขียว-แดง ค่า a เป็นลบแสดงว่ามี
ช่วงสีเขียว แต่ถ้า a เป็นบวก แสดงว่าอยู่ในช่วงสีแดง 
     ค่า b เป็นค่าที่รายงานถึงการเปลี่ยนแปลงของสีในช่วงสีน้ าเงิน-เหลือง ค่า b เป็นลบแสดง
ว่ามีช่วงสีน้ าเงิน  แต่ถ้า b เป็นบวก แสดงว่าอยู่ในช่วงสีเหลือง 

 4. จ าแนกชนิดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ผ่านการคัดเลือก 
  4.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
   เตรียมแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคผลเน่าของเงาะ (จากข้อ 3.1) จ านวน 
3 สายพันธุ์ คือ PN10, DL7 และ DL9 เลี้ยงบนอาหาร Nutrient Agar (NA) บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
บันทึกลักษณะโคโลนีบนอาหาร NA รูปร่างของเซลล์ และการติดสี โดยการย้อมสีแบบแกรม แล้วส่องดูด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ 

วิธีการย้อมสีแบบแกรม (Gram’s staining) ท าความสะอาดสไลด์ เช็ดให้แห้ง แล้ว smear 
แบคทีเรียโดยใช้ลูปจุ่มน้ าแตะบนสไลด์ แล้วใช้ลูปที่ฆ่าเชื้อเขี่ยแบคทีเรียมาเพียงเล็กน้อย แตะเชื้อบนหยดน้ า แล้วเกลี่ย
เชื้อให้กระจายออกมาเป็นวงเล็กๆ ทิ้งให้แห้ง จากนั้นท าการตรึง (fixing of the smear) เพ่ือท าให้เซลล์แบคทีเรียติด
แน่นกับสไลด์ โดยน าสไลด์ลนผ่านเปลวไฟอย่างรวดเร็ว 2-3 ครั้ง แล้วหยดสี crystal violet ให้ท่วมรอย smear ทิ้งไว้
นาน 1 นาที เทสีทิ้ง หลังจากนั้นหยดสารละลายไอโอดีนให้ท่วมรอย smear ทิ้งไว้นาน 1 นาที หลังจากนั้นเท
สารละลายไอโอดีนทิ้ง แล้วซะด้วยแอลกอฮอล์ 95 % นาน 15 วินาที ล้างผ่านน้ าไหลเบาๆ หยดสี safranin O ให้ท่วม
รอย smear ทิ้งไว้นาน 1 นาที เทสีทิ้ง ล้างด้วยน้ า แล้วซับด้วยกระดาษซับ วางทิ้งไว้ให้แห้ง น าไปตรวจด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ ตรวจดูการติดสีแกรม แกรมบวก (Gram positive) ย้อมติดสีม่วง (น้ าเงิน) และแกรมลบ (Gram 
negative) ย้อมติดสีแดง  
  4.2 การศึกษาคุณสมบัติทางด้านชีวเคมี 
   4.2.1 ทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลส  (catalase) 
      เตรียมแบคทีเรียปฏิปักษ์ เช่นเดียวกับข้อ 4.1 หยดไฮโดเจนเปอร์ออกไซด์ ความเข้มข้น 3 
เปอร์เซ็นต์ ลงบนสไลด์ที่สะอาดและแห้ง ใช้ลูปแตะแบคทีเรีย 2 ลูป แตะลงในหยดของไฮโดเจนเปอร์ออกไซด์ ใช้
ลูปกวนให้เข้ากัน บันทึกผลการเกิดฟองก๊าซ  

ผลบวก เกิดฟองก๊าซขึ้นทันที แสดงว่าเชื้อสามารถสร้างเอนไซม์คะตะเลส 
ผลลบ  ไม่เกิดฟองก๊าซ หรือไม่เกิดฟองก๊าซขึ้นทันที แสดงว่าเชื้อไม่สามารถสร้างเอนไซม์คะตะเลส 

   4.2.1 จ าแนกชนิดของแบคทีเรียด้วยชุดทดสอบ API Test Kits 50 CHB   
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      น าแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ เลี้ยงบนอาหาร NA บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เขี่ย
แบคทีเรียลงในสารละลาย NaCl 0.85 เปอร์เซ็นต์ ที่ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใน eppendorf ผสมให้เข้ากัน เพ่ือใช้
เป็น stock culture ดูดแบคทีเรียลงในสารละลาย medium ให้มีความขุ่นโดย วัดค่าการดูดกลืนแสง OD600 = 
0.451 (หรือเทียบกับ standard 2 McFarland)  

น า Strip ของ API 50 CH มาเรียงล าดับจาก 0 จนถึง 49 น ามาใส่กล่องส าหรับ 
incubate ที่เติมน้ ากลั่น (ปริมาตร 10 มิลลิลิตร) ลงในหลุมทุกหลุมของถาดล่างของกล่อง incubate เรียบร้อย
แล้ว หลังจากนั้นดูดเชื้อจาก medium ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ลงใน strip จ านวน 50 หลุม บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ท าการอ่านและบันทึกผล หลังจากบ่ม 18 และ 24 ชั่วโมง 

ผลการทดสอบที่เป็นบวกเกิดขึ้นเนื่องจาก phenol red ที่ใส่ในอาหารเกิดการเปลี่ยน-
แปลงจากสีแดงเป็นสีเหลือง เนื่องจากสภาพความเป็นกรดในอาหาร ส าหรับหลุมที่ 25 (Esculin test) อาหารจะ
เปลี่ยนจากสีแดงเป็นสีด า  

บางครั้งผล positive อาจเปลี่ยนเป็น negative ได้ ในการอ่านค่าผลครั้งที่ 2 เนื่องจาก
การผลิต ammonia จาก peptone ซึ่งมีผลให้อาหารเป็นกลาง ดังนั้นให้บันทึกผลที่ได้เป็น positive 

บันทึกผล และแปรผลโดยการใช้โปรแกรม APIWEB ในการวิเคราะห์ เพ่ือจ าแนกสกุล
และสปีชีส์ของแบคทีเรีย 
  4.3 จ าแนกชนิดของแบคทีเรียด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล  โดยส่งตรวจวิเคราะห์แบคทีเรียปฏิปักษ์ 
เพ่ือจัดจ าแนกจุลินทรีย์ ที่ห้องปฏิบัติการ ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (BIOTEC)  
   4.3.1 สกัด genomic DNA ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ 3 สายพันธุ์ คือ PN10, DL7 และ DL9 โดย
ใช้ Genomic DNA mini kit (Blood/culture cell) (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) เพ่ิมปริมาณ 16S rDNA 
gene ของดีเอ็นเอของแบคทีเรียปฏิปักษ์ โดยใช้ primer 20F (5’-GAG TTT GAT CCT GGC TCA G-3’) และ 
1500R (GTT ACC TTG TTA CGA CTT-3’) 

  โปรแกรม PCR running condition  
   Initial denature 94 องศาเซลเซียส 3 นาที 
   Denature  94  องศาเซลเซียส 1 นาที 
   Annealing  50  องศาเซลเซียส 1 นาที จ านวน   25 รอบ 
   Extension  72  องศาเซลเซียส 2 นาที 
   Final extension 72  องศาเซลเซียส 3 นาที 
   4.3.2 ตรวจสอบ PCR product โดย 0.8 % (w/v) agarose gel electrophoresis และท าให้
บริสุทธิ์ โดยใช้ GenepHlowTM Gel/PCR Kit (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) เก็บ PCR product ที่บริสุทธิ์ 
ที่ -20 องศาเซลเซียส  
   4.3.3 น า PCR product ที่บริสุทธิ์ ไปหาล าดับเบสโดยเครื่อง ABI Prism® 3730XL DNA 
Sequence  
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   4.3.4 Sequence analyses โดยน าล าดับเบสที่ได้จาก primer ทุกตัว มาวิเคราะห์โดยใช้ Cap 
contig assembly program ใน BidEdit (Biological sequence alignment editor) Program แล้วน ามา
จ าแนก phylogenetic neighbors โดยใช้ BLASTN program  

 5. การผลิตเอนไซม์อะไมเลส เซลลูเลส และ โปรตีเอส ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
  เตรียมแบคทีเรียสายพันธุ์ที่คัดเลือก 3 สายพันธุ์ คือ สายพันธุ์ PN10, DL7 และ DL9 เลี้ยงบนอาหาร 
Nutrient Agar (NA) บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ส าหรับใช้ในการทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรียในการ
ผลิตเอนไซม์ เอนไซม์อะไมเลส (amylase), เอนไซม์เซลลูเลส (cellulase) และ โปรตีเอส (protease) 
    สูตรอาหารส าหรับทดสอบเอนไซม์โปรตีเอส  
     nutrient agar 23 กรัม 

กรีเซอรอล 20 กรัม 
     skim milk 10 กรัม 

น้ า 1,000 มิลลิลิตร 

   สูตรอาหารส าหรับทดสอบเอนไซม์อะไมเลส  
     tryptic soy agar 40 กรัม 
     soluble starch 4 กรัม 

น้ า 1,000 มิลลิลิตร 
ตรวจผลการทดลอง โดยราดผิวหน้าด้วยสารละลายไอโอดีน  

   สูตรอาหารส าหรับทดสอบเอนไซม์เซลลูเลส  
     nutrient agar 23 กรัม 
     CMC   2 กรัม 

น้ า 1,000 มิลลิลิตร 
ตรวจผลการทดลอง โดยราดผิวหน้าด้วยสารละลาย congo red เข้มข้น 1 มิลลิกรัม/

มิลลิลิตร นาน 15 นาที ล้างออกด้วยสารละลาย NaCl เข้มข้น 1 โมลาร์   

  เตรียมอาหารสูตรต่างๆ ใส่ขวด น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที เทอาหารสูตรต่างๆ ลงในจานเลี้ยงเชื้อ รอจนอาหารแข็ง เจาะอาหารด้วย cork 
borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร จ านวน 4 หลุม/จานเลี้ยงเชื้อ ส าหรับหยดสารแขวนลอยแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

บันทึกผล โดยวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี (Co) และเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใสรอบโคโลนี 
(Cz) เปรียบเทียบอัตราส่วนระหว่าง Cz/Co ของแบคทีเรีย แต่ละสายพันธุ์ 

6. ศึกษาองค์ประกอบของสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
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  6.1 แยกสารสกัดหยาบของแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีผ่านการคัดเลือกด้วย thin layer chromatography 
(TLC) 
   เตรียมสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ โดยเลี้ยงแบคทีเรียปฏิปักษ์ 3 สายพันธุ์ คือ สายพันธุ์ 
PN10, DL7 และ DL9 ในอาหาร Nutrient Broth (NB) น าไปเขย่าบนเครื่อง rotary shaker ความเร็วรอบ 130 
รอบต่อนาที (rpm) เป็นเวลา 4 วัน หลังจากนั้นน าแบคทีเรียไปปั้นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 3,500 รอบ/นาที เป็นเวลา 
15 นาที เก็บส่วนใสซึ่งไม่มีแบคทีเรียปฏิปักษ์ น าไปแยกสารโดยการเติมเอทิล อะซิเตท ในปริมาณท่ีเท่ากันในกรวย
แยก เขย่าให้เข้ากัน แล้วปล่อยทิ้งไว้ จนสารแยกออกเป็น 2 ชั้น แยกเอาส่วนของเอทิล อะซิเตท ซึ่งอยู่ด้านบน

ออกมา ท าการระเหยด้วยเครื่อง rotary evaporator โดยใช้อุณหภูมิ water bath 40 C จนแห้ง ได้สารสกัด
หยาบของแบคทีเรียปฏิปักษ์  
   น าสารสกัดหยาบของแบคทีเรียปฏิปักษ์  3 สายพันธุ์  ไปจุดลงบนแผ่น TLC plate โดยใช้ 
capillary tube ปล่อยให้สารระเหยจนแห้ง น าแผ่น TLC ใส่ในโถแก้วที่มีฝาปิดบรรจุสารละลายอ่ิมตัวของ
สารละลายอ่ิมตัว คือ คลอโรฟอร์ม : เมทานอล : น้ า (65:25:4 v/v/v) ทิ้งไว้ให้ตัวท าละลายเคลื่อนที่จนถึงจุดที่
ก าหนด น าแผ่น TLC ออกจากโถแก้ว ทิ้งไว้จนสารละลายระเหยไปหมด 
   น าแผ่น TLC ที่แยกสารสกัดหยาบแล้ว มาตรวจสอบการยับยั้งการเจริญของเชื้อราโดยใช้เชื้อรา
สาเหตุโรคผลเน่าของเงาะ เตรียมสารแขวนลอยสปอร์ (spore suspension) ของเชื้อรา Colletotrichum 
gloeosporioides ฉีดพ่นลงบนแผ่น TLC ด้วยเครื่อง airbrust หลังจากพ่นสารแขวนลอสปอร์ของเชื้อราทั่วทั้ง
แผ่น TLC แล้ว น าแผ่น TLC ไปไว้ในกล่องความชื้น เก็บในที่มืด ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 – 4 วัน ตรวจบริเวณ
แถบที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา บันทึกผลเป็นค่า Rf 
 
 

 
  6.2 ศึกษาองค์ประกอบของสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าของเงาะ 
   น าส่วนที่แยกได้จากแผ่น TLC ที่มีสารที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อรา (ข้อ 6.2) มาท าการวิเคราะห์หา
องค์ประกอบของสาร ด้วยเครื่องมือ Bruker Daltonics - micrOTOF - benchtop ESI-TOF MS ส่งตรวจ
วิเคราะห์ที่ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล 

 7. ทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดหยาบของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อเซลล์  
เตรียมสารสกัดหยาบของแบคทีเรียปฏิปักษ์ (วิธีการเช่นเดียวกับข้อ 6.1) น าสารสกัดหยาบของ

แบคทีเรียปฏิปักษ์มาทดสอบความเป็นพิษของเซลล์ ส่งตรวจที่ห้องปฏิบัติการตรวจสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ศูนย์
พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (BIOTEC) โดยใช้วิธีการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ไตของลิง 
(African green monkey kidney) ตรวจผลการนับเซลล์ไตลิงที่มีชีวิตที่ติดฉลากด้วยโปรตีนเรืองแสงสีเขียว 
(Green Fluorescent Protein based assay)  

 8. การพัฒนาผลิตภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ในรูปแบบสารชีวภัณฑ์  

Rf  =        ระยะทางท่ีสารเคลื่อนที่ห่างจากจุดเริ่มต้น 

 ระยะทางที่ตัวท าละลายเคลื่อนที่ห่างจากจากจุดเริ่มต้น 
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  เตรียมแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง 3 สายพันธุ์ คือ สายพันธุ์ PN10, DL7 และ DL9 
โดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว tryptic soy broth (TSB) 300 มิลลิลิตร เขย่า 130 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 4 วัน จากนั้นน าไปตกตะกอนเซลล์ด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยง 3,500 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
15 นาที น าเฉพาะเซลล์ของแบคทีเรียมาท าการเจือจางความเข้มข้นด้วยน้ ากลั่นฆ่าเชื้อ ปรับความเข้มข้นของเชื้อ
ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ให้มคี่า OD เท่ากับ 1 ที่ความยาวของคลื่นแสง 600 นาโนเมตร  
  เตรียมส่วนผสมของชีวภัณฑ์ จ านวน 3 สูตร 
  สูตรที่ 1 น าแบคทีเรียปฏิปักษ์ 20 มิลลิลิตร มาผสมกับ magnesium sulfate 2.47 เปอร์เซ็นต์ 
ปริมาตร 20 ml ตั้งทิ้งไว้ 15-20 นาที หลังจากนั้นเติม carboxymethyl cellulose (CMC) 2.5 เปอร์เซ็นต์ 
ปริมาตร 20 ml ผสมให้เข้ากัน ผสมผง talcum น้ าหนัก 100 g คลุกเคล้าให้เข้ากัน (ดัดแปลงสูตรของกลุ่มงาน 
บักเตรีวิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช) 
  สูตรที่ 2 น าทัลคั่ม 60 กรัม แคลเซียม 30 กรัม CMC (carboxymethylcellulose) 8 กรัม และ
น้ ามันฝรั่ง 2 มิลลิลิตร น ามาผสมรวมกัน หลังจากนั้นน าแบคทีเรีย 20 มิลลิลิตร มาผสมให้เข้ากัน (ดัดแปลงสูตร
ของ วราภรณ์, 2553) 
  สูตรที่ 3 แป้งข้าวเจ้า 100 กรัม น้ ามันถั่วเหลือง 1 ml และซูโครส 10 กรัม น ามาผสมรวมกัน 
หลังจากนั้นน าแบคทีเรีย 20 มิลลิลิตร มาผสมให้เข้ากัน (ดัดแปลงสูตรของ ณิชกานต์, 2554) 
หมายเหตุ สารทุกชนิดน ามานึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่องอบความชื้นความดันสูง (autoclave) 121 องศาเซลเซียส ความ
ดัน 15 ปอนด์/ตารางนิ้ว นาน 15 นาที จ านวน 2 ครั้ง โดยแต่ละครั้งห่างกัน 1 วัน  

น าส่วนผสมในแต่ละสูตรไปท าให้แห้ง โดยใช้เตาอบอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
หลังจากนั้นน ามาบดให้ละเอียด น าชีวภัณฑ์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์สูตรต่างๆ ที่ผลิตได้แบ่งใส่ถุงฟอยล์ 15 กรัม/ถุง 
เก็บท่ีอุณหภูมิห้อง เพ่ือใช้ในการทดลองขั้นต่อไป 

น าชีวภัณฑ์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์สูตรต่างๆ มาตรวจปริมาณของแบคทีเรียปฏิปักษด์้วยวิธี dilution 
plate count (ผงเชื้อสูตรส าเร็จ 1 กรัม ต่อน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 9 มิลลิลิตร) แล้วน าสารแขวนลอยแบคทีเรีย 100 
ไมโครลิตร มาหยดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA เกลี่ยให้ทั่วผิวหน้าอาหาร จ านวนความเข้มข้นละ 3 ซ้ า เป็นเวลา 48 

ชั่วโมง นับจ านวนโคโลนีแบคทีเรีย หลังจากเก็บที่อุณหภูมิห้อง (25 + 2 ᵒC) ทุก 1 เดือน เป็นเวลา 6 เดือน 

 9. ทดสอบชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษต์่อการยับยั้งเส้นใยของเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าของเงาะ  
  น าชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ ์3 สายพันธุ์ คือ สายพันธุ์ PN 10, DL7 และ DL9 มาทดสอบประสิทธิภาพใน
การยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าของเงาะในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ด้วยวิธี Dual culture test วางแผนการทดลอง
แบบสุ่มตลอด (CRD) เปรียบเทียบ 5 กรรมวิธี จ านวน 5 ซ้ า โดยน าชีวภัณฑ์แบคทีเรีย จ านวน 1 กรัม ใส่ในน้ ากลั่น
นึ่ง 9 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน แล้วน ากระดาษกรองเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ มาจุ่มในสาร
แขวนลอยของชีวภัณฑ์ท่ีมีแบคทีเรีย แล้วน ามาวางบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 4 จุด หลังจากนั้นวางเชื้อราสาเหตุโรค
ผลเน่าของเงาะขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร ตรงกลางจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (ภาพที่ 4) เปรียบเทียบกับการวาง
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เชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าของเงาะเพียงอย่างเดียว (กรรมวิธีควบคุม) และอิมาซาลิล 500 มิลลิกรัมต่อลิตร บ่มที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7วัน  
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 ภาพที่ 4  ทดสอบชีวภัณฑ์แบคทีเรียต่อการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรค (Dual culture test) 

 บันทึกผลการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา โดยวัดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีของเชื้อรา น าค่าที่ได้มาค านวณหา
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญโดยใช้สูตรดังต่อไปนี้ 

เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเส้นใย = [ ( A – B ) / A ] x 100   
 A = ค่าเฉลี่ยของเส้นผ่านศนูย์กลางของโคโลนีเชื้อราที่เจริญบนอาหาร PDA (กรรมวิธีควบคุม)  
 B = ค่าเฉลี่ยของเส้นผา่นศนูย์กลางของโคโลนีเชื้อราที่มชีีวภัณฑ์แบคทีเรียบนอาหาร 4 จุด (3 สายพนัธุ์) และ 
อิมาซาลิลบนอาหาร 4 จุด 

 10. ทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษใ์นการควบคุมโรคผลเน่าของเงาะ 
  10.1 ทดสอบประสิทธิภาพชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมที่เกิดจากการปลูกเชื้อรา
สาเหตุโรคผลเน่าของเงาะ 
   น าผลเงาะท่ีสมบูรณ์ และไม่เป็นโรค ท าแผลโดยการตัดขนเงาะ 1 เส้น จากนั้นท าการปลูกเชื้อรา  
L. theobromae โดยน าชิ้นวุน้ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มม. ที่ได้จากการเลี้ยงเชื้ออายุ 7 วัน วางคว ่าผิวหน้าวุ้น
ลงที่บริเวณแผลที่ตัดขนเงาะออก เรียงใส่ตะกร้าคลุมด้วยถุงพลาสติกท่ีพ่นด้วยน้ ากลั่น เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 18 ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดน าชิ้นวุ้นออก เตรียมสารชีวภัณฑ์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ 3 สายพันธุ์  ได้แก่ PN 
10, DL 7 และ DL9 ความเข้มข้นของแบคทีเรีย 108 cfu/ml จ านวน 10 กรัม ผสมน้ า 200 มิลลิลิตร น ามากรองด้วยผ้า
ขาวบาง แล้วน ามาพ่นลงบนผลเงาะ เปรียบเทียบกับพ่นน้ า และ อิมาซาลิล 500 มิลลิกรัม/ลิตร ผึ่งให้แห้ง จากนั้นน า
ผลเงาะเก็บใส่ถุงยืดอายุผักและผลไม้ ชนิด M2 ขนาด 7 x 10 นิ้ว จ านวนถุงละ 6 ผล ซีลปากถุงพลาสติก เก็บไว้ที่
อุณหภูมิ 13 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด เปรียบเทียบ 5กรรมวิธี จ านวน 5 
ซ้ า บันทึกโดยวัดขนาดของแผลที่แสดงอาการของโรค  

  10.2  ศึกษาผลของการใช้ชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของผลเงาะหลัง
การเก็บรักษา  
   น าผลเงาะท่ีสมบูรณ์ และไม่เป็นโรค จากสวนจังหวัดจันทบุรี พ่นด้วยชีวภัณฑ์ของแบคทีเรยี
ปฏิปักษ์ จ านวน 3 สายพันธุ ์ (เตรียมเช่นเดียวกับข้อ 10.1) แล้วน ามาพ่นลงบนผลเงาะ เปรียบเทียบกับพ่นน้ า และ 
อิมาซาลิล 500 มิลลิกรัม/ลิตร ผึ่งให้แห้ง จากนั้นน าผลเงาะเก็บใส่ถุงยืดอายุผักและผลไม้ ชนิด M2 ขนาด 7 x 10 นิ้ว 
จ านวนถุงละ 6 ผล ซีลปากถุงพลาสติก เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 13 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 
  

กระดาษกรองจุ่มชีวภณัฑ์ 
เช้ือราสาเหตุ 
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  บันทึกผลการทดลอง 
   10.2.1 วัดความแน่นเนื้อ (firmness) ของผลเงาะ โดยใช้เครื่อง texture analyzer ยี่ห้อ 
Chatillon รุ่น 10 LBF ประเทศสหรัฐอเมริกา หัววัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร โดยวางหัววัดให้ตั้งฉาก
กับผลเงาะ กดลงบนเปลือก และเนื้อเงาะที่ปอกเปลือกแล้ว บริเวณกลางผล และตั้งระยะทางให้หัวกดแทงทะลุลง
ไปในเนื้อและเปลือกเงาะ เท่ากับ 5 มิลลิเมตร รายงานผลเป็นหน่วยนิวตัน (N) 
   10.2.2 ปริมาณของแข็งละลายในน้ าได้ วัดโดยการหยดน้ าคั้นจากผลเงาะลงบนเครื่อง Digital 
refractometer ยี่ห้อ Atago รุ่น 10 PAL ประเทศญี่ปุ่น ค่าที่อ่านได้มีหน่วยวัดเป็นองศาบริกซ์ 
   10.2.3 การเปลี่ยนแปลงสีเปลือกของผลเงาะ วัดสีผลเงาะด้วยเครื่องวัดสี (Minolta Model 
DP-301) ในการวัดใช้หัววัดแนบให้สัมผัสกับผิวของผลเงาะ โดยวาง probe ให้ตั้งฉากกับบริเวณกลางผลเงาะ 
รายงานผลเป็นค่า Hunter’s scale ซึ่งประกอบด้วยค่าต่างๆ ดังนี้ 
     ค่า L เป็นค่าที่รายงานถึงความสว่างของสี มีค่าตั้งแต่ 0 ถึง 100 ถ้าค่า L สูงหมายถึงมีความ
สว่างมาก แต่ถ้าค่า L ต่ า หมายถึง มีสีเข้มมากกว่าสว่างน้อย 
     ค่า a เป็นค่าที่รายงานถึงการเปลี่ยนแปลงของสีในช่วงสีเขียว-แดง ค่า a เป็นลบแสดงว่ามี
ช่วงสีเขียว แต่ถ้า a เป็นบวก แสดงว่าอยู่ในช่วงสีแดง 
     ค่า b เป็นค่าที่รายงานถึงการเปลี่ยนแปลงของสีในช่วงสีน้ าเงิน-เหลือง ค่า b เป็นลบแสดง
ว่ามีช่วงสีน้ าเงิน  แต่ถ้า b เป็นบวก แสดงว่าอยู่ในช่วงสีเหลือง 
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8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 1. การแยกเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าหลังการเก็บเกี่ยวของเงาะ 

โรคผลเน่าของเงาะหลังการเก็บเกี่ยว มีสาเหตุจากเชื้อราหลายชนิด คือ Lasiodiplodia theobromae, 
Gliocephalotrichum spp., Greeneria sp., Colletotrichum gloeosporioides, Phomopsis sp. และ
Pestalotiopsis sp. (ภาพ 5) ซึ่งตรงกับการศึกษาของสมศิริและคณะ (2540) เชื้อราที่เข้าท าลายผลเงาะจาก 
ภาคตะวันออกและภาคใต้เกิดจากเชื้อที่เหมือนกันคือ Pestalotiopsis sp., Phomopsis sp., L. theobromae,  
G. bulbilium, Greeneria sp. และ C. gloeosporioides  

ลักษณะของเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าของเงาะหลังการเก็บเกี่ยว 
 1. เชื้อรา Lasiodiplodia theobromae 
  ลักษณะโคโลนี (colony) ของเชื้อราบนอาหาร PDA เส้นใยฟูสีเทาอ่อนถึงด า เชื้อราสร้างฟรุตติ้งบอดี 
(fruiting body) แบบพิคนิเดีย (pycnidia) มีช่องเปิด (ostiole) ยื่นออกมา ภายในพิคนิเดียประกอบด้วยเส้นใย
พาราไฟซิส (paraphyses) ใสไม่มีสี และโคนิดิโอฟอร์ (conidiophores) ให้ก าเนิดโคนิเดีย (conidia) โคนิเดีย 
ระยะแรกมีสีใส เซลล์เดียว รูปไข่ (oblong) ถึงยาวรี จนถึงค่อนข้างกลม ปลายด้านหนึ่งกลมมน เมื่อโคนิเดียแก่จะ
สร้างผนังกั้น (septum) แบ่งเป็นสองเซลล์ มีรูปร่างรีคล้ายไข่ ผนังด้านนอกหนา 2 ชั้น และมีการสร้างเม็ดสีเมลานิ
นบนผิวเซลล์ด้านในเรียงตัวเป็นริ้วในแนวยาว 
 2. เชื้อรา Gliocephalotrichum bulbilium  
  ลักษณะโคโลนีของเชื้อราบนอาหาร PDA สร้างเส้นใยสีเหลืองอ่อนเจริญเป็นวงซ้อนกัน กลุ่มของโคนิเดีย 
มีสีเหลืองเกิดกระจัดกระจายบนผิวหน้าวุ้นเป็นจ านวนมาก โคนิเดียมีรูปร่างกลมรีเหมือนไข่ เกิดบนโคนิเดียลเฮด 
(conidial head) แตกกิ่งก้านแบบเพนิซิเลท (penicillate) และมีการสร้างแคลมิโดสปอร์ (chlamydospore) 
เป็นแบบหลายเซลล์ (multicellular) มีสีน้ าตาลเข้ม 
 3. Greeneria  sp. 
  ลักษณะโคโลนีของเชื้อราบนอาหาร PDA สร้างเส้นใยสีขาวหนาฟูเล็กน้อย หรือค่อนข้างแบนราบ โคโลนี
เจริญเป็นวงคล้ายกลีบดอกเบญจมาศ ต่อมามีการสร้างกลุ่มของโคนิเดียสีเขียวเข้มจนถึงสีด า เป็นจ านวนมาก 
กระจัดกระจายอยู่บนผิวหน้าของโคโลนี เชื้อราสร้างฟรุตติ้งบอดี แบบอะเซอวูลัส (acervulus) ภายในสร้างโค
นิเดียจ านวนมาก โคนิเดียมีรูปร่างท่อนยาวรี ใสไม่มีสี  
 4. Colletotrichum gloeosporioides 
  ลักษณะโคโลนีของเชื้อราบนอาหาร PDA ขอบเรียบเจริญเป็นวงแหวน (concentric ring) เส้นใยมีสีขาว
อมเทา ฟูเล็กน้อย สร้างกลุ่มโคนิเดียมีสีส้มบริเวณกลางโคโลนี เชื้อราสร้างฟรุตติ้งบอดี แบบอะเซอวูลัส โคนิดิโอ
ฟอร์เป็นก้านตรง เซลล์เดียว ใส ไม่มีสี ที่ปลายโคนิดิโอฟอร์ให้ก าเนิดโคนิเดีย โคนิเดียมีเซลล์เดียว ใส ไม่มีสี รูปไข่ 
ถึงทรงกระบอก หัวท้ายมน เมื่อโคนิเดียงอก สร้างแอพเพรสซอเรีย (appressoria) รูปทรงกระบอง 
 5. Phomopsis sp. 
  ลักษณะโคโลนีของเชื้อราบนอาหาร PDA สร้างเส้นใยสีขาวจนถึงน้ าตาลอ่อน เส้นใยค่อนข้างหยาบเรียบ
กับผิวอาหาร เชื้อราสร้างพิคนิเดีย สีด ากระจายทั่วโคโลนี เชื้อราสร้างฟรุตติ้งบอดี แบบพิคนิเดีย ผนังหนา สี
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น้ าตาลถึงด า รูปร่างกลม อาจมีช่องเดียวหรือหลายช่อง ภายในพิคนิเดียสร้างโคนิดิโอฟอร์สีอ่อน แตกแขนงมีผนัง
กั้น สร้างโคนิเดีย 2 แบบ คือ อัลฟา โคนิเดีย (alpha conidia) มีเซลล์เดียว ใสไม่มีสี รูปไข่ และเบต้า โคนิเดีย 
(beta conidia) ใสไม่มีสี เซลล์เดียว รูปร่างเป็นเส้นยาว ส่วนปลายโค้งงอคล้ายตะขอ (filiform) 
 6. Pestalotiopsis sp. 
  ลักษณะโคโลนีของเชื้อราบนอาหาร PDA สร้างเส้นใยมีสีขาวนวลถึงสีน้ าตาลอ่อนเส้นใยหยาบ ฟู
เล็กน้อย พบกลุ่มของโคนิเดียมีสีด ามันเยิ้มกระจายอยู่ทั่วโคโลนี เชื้อราสร้างฟรุตติ้งบอดี แบบอะเซอวูลัส ภายในมี
โคนิดิโอฟอร์สั้น ยาวเรียว บางใส ไม่แตกกิ่งก้าน โคนิเดียมีหลายเซลล์ ส่วนใหญ่มี 5 เซลล์ เซลล์ส่วนหัวและท้ายมี
ลักษณะแหลมเรียวไม่มีสี แต่เซลล์บริเวณกลาง 3 เซลล์จะมีสีน้ าตาลเข้มถึงด า มีรยางค์ (appendage) ยื่นออกไป
ที่ปลาย 2 เส้นหรือมากกว่า 

ลักษณะอาการของโรคผลเน่าของเงาะหลังการเก็บเกี่ยว 
  ลักษณะภายในผลเงาะที่เป็นโรคผลเน่า ผลเงาะที่แสดงอาการของโรคในระยะแรกไม่รุนแรง เปลือกเงาะ
ด้านในเป็นสีน้ าตาลอ่อน ส่วนของเนื้อเงาะยังมีสีขาว ไม่มีน้ าเยิ้ม เมื่อแผลขยายลุกลามมากข้ึน เปลือกเงาะด้านใน
เป็นสีน้ าตาลเหลืองขยายลามใกล้เคียงกับเปลือกท่ีแสดงอาการด้านนอก เนื้อเงาะจะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองอ่อนจนถึง
สีน้ าตาลอมเหลือง เนื้อจะนิ่มและเละ มีน้ าเยิ้ม และมีกลิ่นเหม็นเปรี้ยว 
 1. ลักษณะอาการของโรค ที่เกิดจากเชื้อรา  Lasiodiplodia theobromae 
  อาการเริ่มแรกจะเป็นจุดสีน้ าตาลอ่อนขยายไปตามเปลือกเงาะ ต่อมาแผลจะเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลเข้ม
อย่างรวดเร็ว และสร้างเส้นใยสีขาวเทาฟูบนบาดแผล เปลือกของผลเงาะจะเปลี่ยนเป็นสีด าทั่วทั้งผลและมีเส้นใยสี
ขาวเทาเจริญครอบคลุมทั่วทั้งผลอย่างรวดเร็ว ภายในเวลา 3-4 วัน แต่ลักษณะของเส้นใยจะไม่เจริญฟูเหมือนเส้น
ใยของเชื้อรา Gliocephalotrichum spp. ที่เจริญบนผลเงาะ  
  ลักษณะภายในผล เชื้อราเริ่มเข้าท าลายส่วนเปลือกด้านนอก หลังจากนั้นจะขยายลามออกไปเพิ่มข้ึน
และเข้าท าลายถึงเปลือกด้านใน จนถึงเนื้อเงาะเริ่มเปลี่ยนเป็นสีเหลืองอ่อนจนถึงสีน้ าตาล เนื้อเงาะนิ่มและเละ น้ า
เยิ้ม มีกลิ่นเหม็นเปรี้ยว  
 2. ลักษณะอาการของโรค ที่เกิดจากเชื้อรา  Gliocephalotrichum spp. 
  อาการเริ่มแรกเป็นจุดสีน้ าตาลเข้มถึงสีด าขยายวงกว้างขึ้น ต่อมาเชื้อราสร้างเส้นใยสีขาวเจริญบริเวณ
แผลและเจริญไปตามเส้นขนของผลเงาะโดยมีลักษณะเป็นปุยฟู บางครั้งพบเส้นใยสีขาวแกมเหลืองเจริญครอบคลุม
ทั่วทั้งผลอย่างรวดเร็ว บริเวณใกล้เคียงจะมีกลุ่มของแคลมิโดสปอร์ มีลักษณะเป็นเม็ดเล็กๆ สีเหลืองเจริญเป็น
จ านวนมากบนเปลือกเงาะ  
  ลักษณะภายในผล เชื้อราเข้าท าลายเปลือกด้านนอก ในช่วงแรกจะยังไม่ลามถึงเปลือกด้านใน จนกระทั่ง
มีอาการเพ่ิมมากข้ึน เมื่อเชื้อจะผ่านมาถึงด้านในของเปลือก จะเข้าท าลายส่วนของเนื้อเงาะอย่างรวดเร็ว เนื้อเงาะ
จะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองจนถึงสีน้ าตาลอมเหลือง มีลักษณะนิ่ม น้ าเยิ้มสีเหลือง มีกลิ่นเหม็นเปรี้ยว  
 3. ลักษณะอาการของโรค ที่เกิดจากเชื้อรา  Greeneria  sp. 
  เนื้อเยื่อรอบบริเวณท่ีเชื้อราเข้าท าลายเป็นสีน้ าตาลเข้มจนถึงด า บริเวณแผลเน่าขยายและลุกลามอย่าง
ช้าๆ บริเวณแผล ไม่พบการเจริญของเส้นใย  
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  ลักษณะภายในผล เชื้อราเข้าท าลายเปลือกด้านนอก เจริญเข้ามาถึงเปลือกด้านใน และเข้าท าลายส่วน
ของเนื้อเงาะ ลักษณะของแผลค่อนข้างกลม  
 4. ลักษณะอาการของโรค ที่เกิดจากเชื้อรา  Colletotrichum  gloeosporioides 
  อาการเริ่มแรกพบเนื้อเยื่อรอบบริเวณท่ีเชื้อเข้าท าลายเป็นสีน้ าตาล แผลขยายลุกลามออกอย่างช้าๆ 
บริเวณแผลบางครั้งพบเส้นใยสีขาวเจริญแต่ไม่มากนัก   
  ลักษณะภายในผล เชื้อราเข้าท าลายเปลือกด้านนอกจะเป็นสีน้ าตาลด า อาการไม่รุนแรง เปลือกชั้นใน
เปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล แผลมีขนาดใหญ่กว่าที่เห็นด้านนอก ในช่วงแรกส่วนเนื้อเงาะยังไม่เปลี่ยนแปลง จนกระท่ัง
อาการแผลขยายมากข้ึน เนื้อเงาะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองอ่อน และกลิ่นเหม็นเปรี้ยวไม่รุนแรง  
 5. ลักษณะอาการของโรค ที่เกิดจากเชื้อรา  Phomopsis sp. 
  อาการเริ่มแรกเป็นแผลสีน้ าตาล แผลขยายออกช้า ๆ บริเวณกลางแผลจะมีสีน้ าตาลเข้ม ขอบแผลจะมี
ลักษณะเหมือนรอยช้ า สีน้ าตาลอ่อน บริเวณแผลมีลักษณะแห้งแข็ง แผลมีลักษณะยุบตัวลงเล็กน้อย บนแผลไม่
ปรากฏเส้นใยของเชื้อรา   
  ลักษณะภายในผล เชื้อราเข้าท าลายเปลือกด้านนอกเป็นสีน้ าตาลปนด า แผลเน่าลุกลามอย่างช้าๆ ขนาด
ของแผลที่เปลือกชั้นในใกล้เคียงกับแผลที่เปลือกด้านนอก ในช่วงแรกจะเห็นสีของเปลือกชั้นในเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล
ก่อน ส่วนเนื้อเงาะยังไม่เปลี่ยนแปลง จนกระท่ังอาการแผลขยายมากขึ้น เนื้อเงาะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองอ่อน จนถึงสี
เหลือง มีน้ าเยิ้มสีเหลือง และกลิ่นเหม็นเปรี้ยว  
 6. ลักษณะอาการของโรค ที่เกิดจากเชื้อรา  Pestalotiopsis sp. 
  อาการเริ่มแรกเป็นจุดสีน้ าตาล แผลจะลุกลามอย่างช้าๆ มีสีน้ าตาลถึงน้ าตาลเข้ม ยุบตัวเล็กน้อย มีเสน้
ใยเจริญฟูสีขาวขึ้นปกคลุมบริเวณแผล อาการไม่รุนแรงเท่ากับโรคผลเน่าที่เกิดจากเชื้อราสาเหตุชนิดอื่น  
  ลักษณะภายในผล เชื้อราเข้าท าลายเปลือกด้านนอก อาการไม่รุนแรง เปลือกชั้นในเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล 
ขนาดของแผลที่เปลือกชั้นในใกล้เคียงกับแผลที่เปลือกด้านนอก ในช่วงแรกส่วนเนื้อเงาะยังไม่เปลี่ยนแปลง 
จนกระท่ังอาการแผลขยายมากข้ึน เนื้อเงาะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองอ่อน  
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 ภาพที่ 5 ลักษณะของเชื้อราสาเหตุและลักษณะอาการของโรคผลเน่าของเงาะ  
ก) Lasiodiplodia theobromae ข) Gliocephalotrichum bulbilium 
ค) Greeneria sp. ง) Colletotrichum gloeosporioides 
จ) Phomopsis sp. ฉ) Pestalotiopsis sp.  
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 2. คัดเลือกแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
  2.1 การแยกแบคทีเรียจากผลิตผลเกษตร  
  คัดเลือกแบคทีเรียจากจากเมล็ดถั่วลิสง เมล็ดถั่วแดง ล าไยอบแห้ง ขั้วหวีของกล้วยหอมทอง 
สามารถแยกแบคทีเรียได้ 10 สายพันธุ์ คือ PN2, PN-A3, PN-A5, PN7, PN10, DL7, DL9, BA1 และ BP มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราที่ปนเปื้อน สังเกตได้จากการเกิดบริเวณยับยั้ง และเชื้อราไม่สามารถ
เจริญต่อไปได้ แบคทีเรียปฏิปักษ์สามารถยับยั้งเชื้อรา Aspergillus niger, A. flavus, Aspergillus orchaceus, 
Fusarium sp., Penicillium sp. และ Lasiodiplodia theobromae (ตารางที่ 1) มีการคัดเลือกแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ Bacillus amyloliguefaciens RC-2 จากใบหม่อนปกติ ยับยั้งเชื้อรา Colletotrichum dematium 
เป็นสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของหม่อน พบว่า สารกรองที่แบคทีเรีย B. amyloliguefaciens RC-2 ผลิตขึ้น 
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคได้หลายชนิด ทั้งเชื้อราและเชื้อแบคทีเรีย เช่น Rosellinia necatrix, 
Pyricularia oryazae, Agrobacterim tumefaciens และ Xanthomonas campestris pv. campestris ใน
ห้องปฏิบัติการ (Yoshida et al., 2001) 

ตารางท่ี 1 สายพันธุ์แบคทีเรียที่คัดเลือกได้จากผลิตผลเกษตร 
สายพันธุ์แบคทีเรีย ผลิตผลเกษตร ชนิดของเชื้อราที่แบคทีเรียยับยั้ง 
PN2 เมล็ดถั่วลิสง Aspergillus niger 
PN-A3 เมล็ดถั่วลิสง Aspergillus niger  Aspergillus flavus 
PN-A5 เมล็ดถั่วลิสง Aspergillus niger  Aspergillus flavus 
PN7 เมล็ดถั่วลิสง Aspergillus niger   
PN10 เมล็ดถั่วลิสง Aspergillus niger   
PN12 เมล็ดถั่วลิสง Aspergillus niger   
DL7 ล าไยอบแห้ง Aspergillus orchaceus, Fusarium sp.  
DL9 ล าไยอบแห้ง Penicillium sp. 
BA1 ขั้วหวีกล้วยหอมทอง Lasiodiplodia theobromae 
BP เมล็ดถั่วแดง Aspergillus niger,  Aspergillus flavus 

  2.2 ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรค
ผลเน่าของเงาะ 

ทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ได้จากผลิตผลเกษตร จ านวน 10 สายพันธุ์ ในการยับยัง้
เชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าของเงาะ พบว่า แบคทีเรียปฏิปักษ์มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา
สาเหตุโรคผลเน่าของเงาะได้แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (ตารางที่ 2) แบคทีเรียปฏิปักษส์ายพันธุ์ 
PN10, PN12, DL9 และ DL7 มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าของเงาะ และมี
ประสิทธิภาพดีในการยับยั้งเชื้อรา L. theobromae และ G. bulbilium เป็นเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าของเงาะที่ท า
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ให้เกิดอาการของโรครุนแรง และ เชื้อรา Greeneria sp. เป็นเชื้อราที่พบมาก ส่วนเชื้อรา C. gloeosporioides, 
Phomopsis sp. และ Pestalotiopsis sp. ไม่ท าให้เกิดโรครุนแรง  

แบคทีเรียปฏิปักษส์ายพันธุ์ PN10, PN12, DL9 และ DL7 สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อ
รา L. theobromae ได้ 63.78, 62.67, 62.22 และ 58.89 % เชื้อ G. bulbilium ได้ 73.67, 74.22, 74.45 และ 
74.44 % และ เชื้อรา Greeneria sp. ได้ 69.79, 71.36, 70.80 และ 73.07 % ตามล าดับ (ตารางที ่2 และภาพท่ี 
6) โดยแบคทีเรียจะสร้างสารปฏิชีวนะในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา ท าให้เส้นใยของเชื้อราไม่สามารถเจริญ
ต่อไปได้ พบการเกิดบริเวณยับยั้ง (clear zone) สอดคล้องกับการศึกษาของ Zhang et al. (2012) สารสกัด
หยาบของ lipopeptides ได้จากแบคทีเรีย Bacillus amyloliquefaciens TF28 แยกมาจากรากของถั่วเหลือง 
มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรคหลายชนิด เช่น Botrytis cinerea, Fusarium 
oxysporum เป็นต้น โดยท าการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA และใกล้เคียงกับการศึกษาของทัศวรรณ (2547) 
คัดเลือกจุลินทรีย์ผิวพืช จ านวน 977 สายพันธุ์ ทดสอบเบื้องต้นด้วยวิธี dual culture technique เพ่ือคัดเลือก
จุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพที่ดีในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา L. theobromae สามารถคัดเลือกจุลินทรีย์ได้
จ านวน 26 สายพันธุ์ โดยมีเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้งการเจริญของโคโลนีเชื้อราได้ 50.00-62.96 %  

ตารางท่ี 2 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการยับยั้งการเจริญของเส้นใย (%) ของเชื้อราสาเหตุ 
 โรคผลเน่าของเงาะบนอาหารเลี้ยง PDA เป็นเวลา 7 วัน 

  แบคทีเรีย 
                            เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเชื้อรา (%)(1)    
L. theobromae     G. bulbilium      Greenria sp.    C. gloeosporioides     Phomopsis sp.  Pestalotiopsis 
sp. 

PN 2  58.11 d 71.89 b 67.20 bcd  62.83 de  63.67 d  81.33 a 
PN-A 3  59.00 d 70.56 bc 65.66 cd  69.22 ab  62.44 d  79.22 ab 
PN-A 5  55.89 e 69.33 c 62.76 de  63.33 cde  54.89 f  70.45 d 
PN 7    0.00 f 65.44 d 68.69 abc  63.39 cde  66.67 c  70.00 d 
PN 10  63.78 a 73.67 a 69.79 abc  65.67 bcde  68.89 ab  75.89 c 
PN 12  62.67 b 74.22 a 71.36 ab  68.33 abc  70.11 a  77.33 bc 
DL7  58.89 d 74.44 a 73.07 a  63.56 cde  68.78 ab  75.56 c 
DL9  62.22 b 74.45 a 70.80 ab  70.67 a  69.00 ab  79.00 ab 
BA 1  60.67 c 68.89 c 70.66 ab  67.89 abcd  68.55 b  77.33 bc 
BP  56.89 e 66.89 d 58.79 e  61.83 e  60.67 e  72.00 d 

    F-test ** ** ** ** ** ** 
    CV (%) 1.57 1.88 5.11 5.36 1.68 2.51 
(1) การยับยั้งการเจริญของเชื้อรา (%)  ที่ตามด้วยอักษรที่เหมือนกันในแต่ละกรรมวิธีไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
   โดย DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 %  



23 
 
 
   L. theobromae    G. bulbilium       Greeneria sp.   C. gloeosporioides  Phomopsis sp.   Pestalotiopsis sp 
 
          

 
 

PN2            

 

PN-A3            

 

PN-A5           

 

PN7           

 

PN10           

 

PN12             

 

DL7            

 

DL9    

 

BA1   

 

BP  

ภาพที ่6 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการยับยั้งการเจริญของเส้นใยของเชื้อรา 
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เชื้อรา 

กรรมวิธีควบคุม 

กรรมวิธี 
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  2.3 ทดสอบประสิทธิภาพสารจากแบคทีเรียปฏิปักษใ์นการยับย้ังการงอกของสปอร์เชื้อราสาเหตุโรค
ผลเน่าของเงาะ  
   ทดสอบประสิทธิภาพสารจากแบคทีเรียปฏิปักษใ์นการยับยั้งการงอกของสปอร์เชื้อราสาเหตุโรคผล
เน่าของเงาะ โดยการเปรียบเทียบบริเวณยับยั้ง (clear zone) บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 วัน สารจากแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์จ านวน 10 สายพันธุ์ สามารถยับยั้งการงอกของสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าทั้ง 6 ชนิด คือ เชื้อรา 
Lasiodiplodia theobromae, Gliocephalotrichum sp., Greeneria sp., C. gloeosporioides, 
Pestalotiopsis sp. และ Phomopsis sp. แต่ประสิทธิภาพในการยับยั้งมีความแตกต่างกันขึ้นกับสายพันธุ์ของ
แบคทีเรียปฏิปักษ ์ และมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง พบว่า สารจากแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ 
PN7, DL9, PN10 และ PN12 มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการงอกของสปอร์ของเชื้อรา L. theobromae,  
G. bulbilium, และ Greeneria sp. สามารถยับยั้งสปอร์ของเชื้อรา L. theobromae เกิดบริเวณยับยั้ง เท่ากับ 
1.84, 1.83, 1.75 และ 1.68 ซม. เชื้อ G. bulbilium เกิดบริเวณยับยั้ง เท่ากับ 1.64, 1.38, 1.33 และ 1.42 ซม. 
และ เชื้อรา Greeneria sp. เกิดบริเวณยับยั้ง เท่ากับ 2.05, 2.09, 1.96 และ 1.93 ซม. ตามล าดับ (ตารางที ่ 3 
และภาพท่ี 7) แบคทีเรียในสกุล Bacillus สามารถผลิตสารปฏิชีวนะไปยับยั้งการเจริญของเชื้อราได้ โดยสารส าคญั
ที่ผลิตโดย Bacillus ได้แก่ iturin, fengycin และ surfactin (Leelasuphakul et al., 2008)  

ตารางท่ี 3 ประสิทธิภาพของสารจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการงอกของสปอร์เชื้อราสาเหตุโรค 
 ผลเน่าของเงาะบนอาหารเลี้ยง PDA เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  

    กรรมวิธ ี
                            ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (ซม)(1)    

  L. theobromae    G. bulbilium    Greenria sp.  C. gloeosporioides  Phomopsis sp.  Pestalotiopsis sp. 
สายพันธุ์ PN 2  1.66 cdef 1.49 b  1.34 d  0.00 g  1.11 e  1.57 de 
สายพันธุ์ PN-A 3  1.62 ef 1.18 f  1.81 bc  1.02 ef  1.71 c  1.66 cd 
สายพันธุ์ PN-A 5  1.57 f 1.25 ef  1.69 c  1.13 de  1.41 d  1.61 cde 
สายพันธุ์ PN 7  1.84 a 1.64 a  2.05 a  1.42 ab  2.03 a  1.69 c 
สายพันธุ์ PN 10  1.75 bc 1.33 cde  1.96 ab  1.58 a  1.81 bc  1.80 b 
สายพันธุ์ PN 12  1.68 cde 1.42 bc  1.93 ab  1.39 bc  1.94 ab  2.03 a 
สายพันธุ์ DL7  1.64 def 1.27 def  1.39 d  1.24 cd  1.83 bc  1.65 cd 
สายพันธุ์ DL9  1.83 ab 1.38 bcd  2.09 a   1.41 b  1.78 bc  1.87 b 
สายพันธุ์ BA 1  1.73 cd 1.28 def  2.03 a  1.09 de  1.65 c  1.90 b 
สายพันธุ์ BP  1.41 g 1.06 g  1.42 d  0.90 f  1.24 de  1.52 e 
F-test     **     **     **     **    **     ** 
CV (%)   4.12    6.17    7.31   11.41   8.10   4.67 
 (1) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (ซม) ที่ตามด้วยอักษรที่เหมือนกันในแต่ละกรรมวิธีไม่แตกต่างกันทาง 
    สถิติโดย DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 %  
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กรรมวิธีควบคุม 

กรรมวิธี 
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  2.4 ทดสอบความเป็นพิษเบื้องต้นของสารจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ (cell free culture 
supernatant) 

การทดสอบความเป็นพิษได้มีการพัฒนาน าเอาส่วนต่างๆ ของพืช ได้แก่ เมล็ด เนื้อเยื่อ และเซลล์
ต่างๆ ของพืชมาใช้เป็นตัวทดสอบความเป็นพิษเบื้องต้น ก่อนที่จะน าไปทดสอบจริงกับเซลล์สัตว์หรือมนุษย์ ในการ
ทดลองนี้ ท าการทดสอบความเป็นพิษของสารละลายส่วนใสที่แยกแบคทีเรียออกโดยทดสอบการงอกของเมล็ดพืช 
2 ชนิด คือ  เมล็ดข้าว (พืชใบเลี้ยงเดี่ยว) และเมล็ดถั่วเขียว (พืชใบเลี้ยงคู่)  
   เมล็ดข้าวเปลือกท่ีแช่ในสารละลายส่วนใสจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ 10 สายพันธุ์ นาน 5 นาที เมล็ด
ข้าวงอก 55-74 % เปรียบเทียบกับเมล็ดข้าวเปลือกแช่ในน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ เมล็ดข้าวเปลือกงอก 62 % และเมื่อแช่
เมล็ดข้าวเปลือก นาน 24 ชั่วโมง เมล็ดข้าวงอก 55-75 % เปรียบเทียบกับเมล็ดข้าวเปลือกแช่ในน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 
เมล็ดข้าวเปลือกงอก 68 % การแช่เมล็ดข้าว นาน 5 นาที และ 24 ชั่วโมง ทั้ง 2 ช่วงเวลา การงอกของเมล็ดข้าว
ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (ตารางที่ 4 และภาพท่ี 8) 
   ส่วนเมล็ดถั่วเขียวที่แช่ในสารละลายส่วนใสจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ 10 สายพันธุ์ นาน 5 นาที เมล็ด
ถั่วเขียวงอก 99-100 % เปรยีบเทียบกับเมล็ดถั่วเขียวแช่ในน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ เมล็ดถั่วเขียวงอก 100 % ไม่มีความ
แตกต่างทางสถิติ แต่เมื่อแช่เมล็ดถั่วเขียว นาน 24 ชั่วโมง เมล็ดถั่วเขียวที่จุ่มในสารละลายส่วนใสจากแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์สายพันธุ์ PN-A 5, DL 7 และ BP งอก 100 % สว่นเมล็ดถั่วเขียวที่แช่ในสารละลายส่วนใสจากแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์สายพันธุ์อ่ืนๆ มีความงอก 81-99 % เมื่อเปรียบเทียบกับเมล็ดถั่วเขียวที่แช่ในน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ มีความ
งอก 98 % มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (ตารางที่ 4 และภาพที่ 8) นอกจากนี้ยังพบว่าเมล็ดถัว่
เขียวจะงอกช้ากว่าการแช่ถั่วเขียวนาน 5 นาที โดยดูจากลักษณะการงอก เมล็ดถั่วเขียวที่แช่นาน 24 ชัว่โมง งอก
ส่วนราก และเริ่มงอกส่วนยอด แต่สั้นกว่าเมล็ดถั่วเขียวที่แช่นาน 5 นาท ี  (ภาพที่ 8) แต่อย่างไรก็ตาม เมื่อระยะ
เวลานานขึ้นลักษณะการเจริญเติบโตใกล้เคียงกัน  
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ตารางท่ี 4 ความเป็นพิษของสารจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการงอกของเมล็ดข้าวเปลือก และ 
เมล็ดถั่วเขียว หลังจากแช่ในสารละลายส่วนใสจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ เป็นเวลา 5 นาท ี 
และ 24 ชั่วโมง  

กรรมวิธี 
การงอกของเมล็ด (%) 

ข้าวเปลือก ถั่วเขียว 
แช่นาน 5 นาที แช่นาน 24 ชั่วโมง แช่นาน 5 นาที แช่นาน 24 ชั่วโมง(1) 

น้ า (กรรมวิธีควบคุม) 62.00 68.00 100.00   98.00 a 
สายพันธุ์ PN 2 59.00 55.00 100.00   97.00 a 
สายพันธุ์ PN-A 3 59.00 73.00 100.00   99.00 a 
สายพันธุ์ PN-A 5 65.00 72.00  99.00 100.00 a 
สายพันธุ์ PN 7 59.00 75.00  99.00   99.00 a 
สายพันธุ์ PN 10 69.00 55.00  99.00   94.00 ab 
สายพันธุ์ PN 12 74.00 65.00  99.00   81.00 c 
สายพันธุ์ DL7 63.00 68.00  99.00 100.00 a 
สายพันธุ์ DL9 67.00 68.00 100.00   95.00 ab 
สายพันธุ์ BA 1 55.00 65.00 100.00   91.00 b 
สายพันธุ์ BP 59.00 72.00 100.00 100.00 a 
F-test ns ns ns     ** 
CV (%) 17.00 15.45 1.30    4.01 
(1) การงอกของเมล็ดถั่วเขียวที่แช่นาน 24 ชม. ที่ตามด้วยอักษรที่เหมือนกันในแต่ละกรรมวิธีไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
   โดย DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 %  
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 เมล็ดข้าวเปลือก เมล็ดถั่วเขียว 
        เวลาในการแช่เมล็ด   5 นาที    24 ชั่วโมง    5 นาที    24 ชั่วโมง 
        กรรมวิธี 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 8 ความเป็นพิษของสารจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการงอกของเมล็ดข้าวเปลือก และเมล็ดถั่วเขียว  
หลังจากแช่ในสารละลายส่วนใสจ าแบคทีเรียปฏิปักษ์ เป็นเวลา 5 นาที และ 24 ชั่วโมง   

น้ า (กรรมวิธีควบคุม) 

PN2 

PN-A3 

PN-A5 

PN7 

PN10 

PN12 

DL7 

DL9 

BA1 

BP 
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 3. ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมโรคผลเน่าของเงาะ 
  3.1 ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมโรคผลเน่าของเงาะที่เกิดจากการปลูก
เชื้อราสาเหตุ 
   ศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์จ านวน 10 สายพันธุ์ ในการควบคุมโรคผลเน่าของเงาะ 
ที่เกิดจากการปลูกเชื้อรา L. theobromae พบว่า แบคทีเรียปฏิปักษ์มีประสิทธิภาพในการยับยั้งความรุนแรงของ
โรคผลเน่าบนผลเงาะมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง แบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ DL9, PN10 และ 
DL7 มีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมโรคผลเน่าของเงาะ โดยเปรียบเทียบจากขนาดแผลบริเวณที่เชื้อรา  
L. theobromae เข้าท าลาย มีขนาดแผล 3.40, 3.56 และ 3.56 เซนติเมตร ตามล าดับ ซึ่งเป็นขนาดแผลที่เล็ก 
เมื่อเปรียบเทียบกับการพ่นด้วยน้ า และ อิมาซาลิล 500 มิลลิกรัม/ลิตร มีขนาดแผล 8.04 และ 6.62 เซนติเมตร
แบคทีเรียปฏิปักษส์ายพันธุ์ DL9, PN10 และ DL7 สามารถยับยั้งความรุนแรงของโรคได้ 57.82, 55.82 และ 
52.97 % ตามล าดับ (ตารางที่ 5 และภาพท่ี 9) ใกล้เคียงกับการศึกษาของทัศวรรณ (2547) โดยการใช้เชื้อยีสต ์
Candida krusei (ไอโซเลท 44-52/2) และแบคทีเรีย Bacillus subtilis (ไอโซเลท 44-37/1) ควบคุมโรคผลเน่า
ของเงาะที่ปลูกเชื้อรา L. theobromae ก่อน 12 ชั่วโมง เก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 วัน สามารถยับยั้ง
ความรุนแรงของโรคผลเน่าได้ 19.2 และ 16.8 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ  

ตารางท่ี 5 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมโรคผลเน่าของเงาะที่เกิดจากการปลูก 
  เชื้อรา Lasiodiplodis theobromae เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 13 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 

      กรรมวิธ ี   ขนาดของแผล (ซม.)(1)   การยับยั้งความรุนแรงของโรค (%)(1) 

กรรมวิธีควบคุม (น้ า) 8.04 f  0.00 g 
อิมาซาลิล 500 มก/ล 6.62 e 16.91 f 
สายพันธุ์ PN2 5.42 cd 32.44 de 
สายพันธุ์ PN-A3 5.96 d 25.67 e 
สายพันธุ์ PN-A5 6.75 e 15.67 f 
สายพันธุ์ PN7 4.40 b 45.30 c 
สายพันธุ์ PN10 3.56 a 55.82 a 
สายพันธุ์ PN12 4.34 b 46.04 bc 
สายพันธุ์ DL7 3.77 ab 52.97 ab 
สายพันธุ์ DL9 3.40 a 57.82 a 
สายพันธุ์ BA1 4.27 b 46.72 bc 
สายพันธุ์ BP 5.19 c 35.25 d 

  F-test **    ** 
  CV (%) 9.71  15.42 

(1) ขนาดของแผล (ซม.) และการยับยั้งความรุนแรงของโรค (%) ที่ตามด้วยอักษรที่เหมือนกันในแต่ละกรรมวิธี 
   ไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดย DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 %  
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ภาพที่ 9 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมโรคผลเน่าของเงาะที่เกิดจากการปลูก 
  เชื้อรา Lasiodiplodis theobromae เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 13 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 

ก) กรรมวิธีควบคุม (น้ า) ข) อิมาซาลิล 500 มก/ล  ค) สายพันธุ์ PN2  
 ง) สายพันธุ์ PN-A3  จ) สายพันธุ์ PN-A5  ฉ) สายพันธุ์ PN7 
 ช) สายพันธุ์ PN10  ซ) สายพันธุ์ PN12 ฌ) สายพันธุ์ DL7 
 ญ) สายพันธุ์ DL9 ฎ) สายพันธุ์ BA1  ฏ) สายพันธุ์ BP 
 
 
 
 
 
  

ก ข ค 

ง จ ฉ 

ช ซ ฌ 

ญ ฎ ฏ 
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  3.2 ศึกษาผลของการใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของผลเงาะหลังการเก็บ
รักษา  
 ผลเงาะที่พ่นด้วยแบคทีเรียปฏิปักษ์ 3 สายพันธุ์ คือ สายพันธุ์ PN 10, DL 7 และ DL 9 
เปรียบเทียบกับผลเงาะที่พ่นด้วยน้ า และ อิมาซาลิล 500 มิลลิกรัม/ลิตร เก็บที่อุณหภูมิ 13 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 7 วัน พบว่า ความแน่นเนื้อของเปลือกเงาะมีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ ผลเงาะที่พ่นด้วย
แบคทีเรียสายพันธุ์ DL7 และ สายพันธุ์ DL9 มีความแน่นเนื้อของเปลือกเงาะสูง คือ 30.82 และ 31.33 นิวตัน ไม่
มีความแตกต่างทางสถิติกับความแน่นเนื้อของผลเงาะที่พ่นด้วยอิมาซาลิล ซึ่งมีค่าความแน่นเนื้อของเปลือกเงาะสูง
ที่สุด คือ 32.78 นิวตัน ส่วนค่าความแน่นเนื้อของเนื้อเงาะ ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ โดยผลเงาะที่พ่นด้วย
แบคทีเรียสายพันธุ์ DL 9 มีค่าความแน่นเนื้อของเนื้อเงาะสูงที่สุด เท่ากับ 2.98 นิวตัน ส่วนกรรมวิธีอ่ืนๆ มีค่าความ
แน่นเนื้อของเนื้อเงาะใกล้เคียงกัน คือ 2.31-2.88 นิวตัน (ตารางที ่6)  

ตารางท่ี 6 ผลของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการเปลี่ยนแปลงความแน่นเนื้อของเปลือกและเนื้อผลเงาะ ภายหลัง 
 การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 13 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 

กรรมวิธี  ความแน่นเนื้อของเปลือกเงาะ(1) (นิวตัน)       ความแน่นเนื้อของเนื้อเงาะ (นิวตัน) 

กรรมวิธีควบคุม (น้ า) 27.47 c 2.31 
อิมาซาลิล 500 มก/ล 32.78 a 2.88 
สายพันธุ์ PN10 28.54 bc 2.63 
สายพันธุ์ DL7 30.82 abc 2.63 
สายพันธุ์ DL9 31.33 ab 2.98 
F-test   *  ns 
CV (%)  8.55 25.30 

(1) ความแน่นเนื้อของเปลือกเงาะ (นิวตัน) ที่ตามด้วยอักษรที่เหมือนกันในแต่ละกรรมวิธีไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
   โดย LSD ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
 
 ปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ าได้ของผลเงาะไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ โดยผลเงาะที่พ่นด้วย
แบคทีเรียสายพันธุ์ DL 9 มีค่าปริมาณของแข็งที่ละลายน้ าได้มากท่ีสุด เท่ากับ 20.04 องศาบริกซ์ ส่วนกรรมวิธี
อ่ืนๆ มีค่าปริมาณของแข็งที่ละลายน้ าได้ใกล้เคียงกัน คือ 18.86-19.56 องศาบริกซ์ (ตารางที่ 7) แสดงว่าผลเงาะที่
พ่นด้วยแบคทีเรียปฏิปักษ์ ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของน้ าตาลและกรดอินทรีย์   
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ตารางท่ี 7 ผลของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ าได้ของผลเงาะ ภายหลังการเก็บรักษาที่ 
 อุณหภูมิ 13 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 

กรรมวิธี ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ าได้ (ºBrix) 

กรรมวิธีควบคุม (น้ า) 19.32  

อิมาซาลิล 500 มก/ล 18.86  

สายพันธุ์ PN10 18.98  

สายพันธุ์ DL7 19.56  

สายพันธุ์ DL9 20.04  

F-test   ns 

CV (%) 4.02 

 

  การเปลี่ยนแปลงสีเปลือกของผลเงาะ พบว่าการเปลี่ยนแปลงสีความสว่าง (L) ค่าสีเขียว-แดง (a-
value) และค่าสีน้ าเงิน-เหลือง (b-value) ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ โดยผลเงาะทีค่่าความสว่างมากที่สุดคือ
ผลเงาะที่พ่นด้วยแบคทีเรียปฏิปักษ์ สายพันธุ์ PN10 เท่ากับ 37.48 ส่วนกรรมวิธีอ่ืนๆ มีค่าความสว่าง อยู่ในช่วง 
34.59-36.13 ค่า a value เป็นบวก แสดงว่าอยู่ในช่วงสีแดง และถ้าค่า a เป็นลบแสดงว่ามีช่วงสีเขียว ผลเงาะที่
พ่นด้วยอิมาซาลิล 500 มิลลิกรัม/ลิตร มีค่า a-value มากที่สุด เท่ากับ 15.56 แสดงว่าผลเงาะมีสีแดงมากที่สุด 
และ ผลเงาะที่พ่นด้วยแบคทีเรียปฏิปักษ์ สายพันธุ์ PN10, DL7 มีค่า a น้อย เท่ากับ 11.77 และ 12.47 แสดงว่า
ผลเงาะมีสีแดงน้อยกว่า ส่วนค่า b เป็นบวก แสดงว่าอยู่ในช่วงสีเหลือง ค่า b เป็นลบแสดงว่ามีช่วงสีน้ าเงิน ผลเงาะ
ที่พ่นด้วยแบคทีเรียปฏิปักษ์มีค่า b อยู่ในช่วง 23.81-24.51 ใกล้เคียงกับผลเงาะที่พ่นด้วยน้ า (กรรมวิธีควบคุม) มี
ค่า b เท่ากับ 23.52 (ตารางที่ 8) 

 
ตารางท่ี 8 ผลของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการเปลี่ยนแปลงสีของผลเงาะ ภายหลังการเก็บรักษาท่ี 
 อุณหภูมิ 13 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 
กรรมวิธี    L-value   a-value   b-value  

กรรมวิธีควบคุม (น้ า) 34.71 13.76 23.52 
อิมาซาลิล 500 มก/ล 34.59 15.56 20.33 
สายพันธุ์ PN10 37.48 11.77 24.51 
สายพันธุ์ DL7 35.29 12.47 23.81 
สายพันธุ์ DL9 36.13 13.80 24.35 
F-test   ns    ns     ns 
CV (%)  7.60  38.75  12.75 
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 4. จ าแนกชนิดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ผ่านการคัดเลือก  
  4.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
   แบคทีเรียปฏิปักษ์ 3 สายพันธุ์ PN10 DL7 และ DL9 มาศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหารเลี้ยง
เชื้อ NA และการติดสีแกรม พบว่า แบคทีเรียสายพันธุ์ PN10 มีโคโลนีสีขาวขุ่น ลักษณะกลม ขอบหยัก แบน ทบึ
แสง เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างเป็นท่อน สร้างสปอร์ได้ (ภาพท่ี 10ก) แบคทีเรียสายพันธุ์ DL7 มีโคโลนีสีขาว
ขุ่น ลักษณะกลม ขอบเรียบ เป็นเมือกนูน ทึบแสง เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างเป็นท่อน สร้างสปอร์ได้ (ภาพท่ี 
10ข) ส่วนแบคทีเรียสายพันธุ์ DL9 มีโคโลนีสีขาวขุ่น ลักษณะกลม ขอบหยัก แบน ทึบแสง เป็นแบคทีเรียแกรม
บวก รูปร่างเป็นท่อน สร้างสปอร์ได้ (ภาพที่ 10ค) แบคทีเรีย PN10 และ DL9 มีลักษณะใกล้เคียงกัน และมี
ลักษณะใกล้เคียงกับแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus เป็นแบคทีเรียรูปท่อน ติดสีแกรมบวก สร้างสปอร์ (สุรางค์, 2555) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 10  ลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียปฏิปักษ์  

ก) สายพันธุ์ PN10 1) โคโลนีของแบคทีเรีย 
ข) สายพันธุ์ DL7 2) เซลล์แบคทีเรีย 
ค) สายพันธุ์ DL9 3) เอนโดสปอร์แบคทีเรีย 

  

ก1 ก2 ก3 
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  4.2 การศึกษาคุณสมบัติทางด้านชีวเคมี 
   4.2.1 ทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตาเลส  (catalase) 
      แบคทีเรียปฏิปักษ์ 3 สายพันธุ์ คือ PN10 DL7 และ DL9 เมื่อน าแบคทีเรียมาแตะลงใน
หยดของไฮโดเจนเปอร์ออกไซด์ ใช้ลูปกวนให้เข้ากัน พบว่า แบคทีเรียปฏิปักษ์ท้ัง 3 สายพันธุ์ สามารถท าให้เกิด
ฟองก๊าซขึ้นทันที แสดงว่าแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ สามารถสร้างเอนไซม์คะตะเลสได้ 
      จากคุณสมบัติที่ท าการศึกษาเบื้องต้น พบว่า แบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 3 สายพันธุ์ มีรูปร่าง
ท่อน สร้างเอนโดสปอร์ ติดสีแกรมบวก สามารถสร้างเอนไซม์คะตะเลสได้ รวมถึงสามารถสร้างสารในการยับยั้ง
เส้นใยและสปอร์ของเชื้อรา (antifungal) ซึ่งเป็นคุณสมบัติที่เข้าเกณฑ์จีนัส Bacillus จึงได้น าข้อมูลเบื้องต้นนี้
น าไปใช้ในการเลือกชุดทดสอบเพื่อจัดจ าแนกแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อไป 
   4.2.2 จ าแนกชนิดของแบคทีเรียด้วยชุดทดสอบ API Test Kits 50 CHB   
      น าแบคทีเรียปฏิปักษ์ 3 สายพันธุ์ คือ PN10, DL7 และ DL9 มาท าการจัดจ าแนกชนิดของ
แบคทีเรีย โดยการใช้ API Test Kits 50 CHB เป็นอาหารชุดทดสอบส าหรับจ าแนกชนิดของเชื้อในกลุ่ม Bacillus 
และเชื้อใกล้เคียง หลักการของ API50 CHB Medium เป็นอาหารพร้อมใช้ส าหรับศึกษาการหมักของ
คาร์โบไฮเดรต 49 ชนิด ใน API CH strip ในระหว่างการบ่มคาร์โบไฮเดรตถูกหมักกลายเป็นกรด ซึ่งมีผลท าให้ pH 
ลดลง สังเกตได้จากการเปลี่ยนสีของ indicator ผลชีวเคมีที่ได้ใช้น าไปวิเคราะห์สายพันธุ์ของเชื้อจุลินทรีย์ ซึ่งผล
การจัดจ าแนกชนิดของแบคทีเรียจากตัวอย่างจะต้องมีค่าความเชื่อม่ันของการจ าแนก (% Identification) 
มากกว่า 85 % พบว่า การจัดจ าแนกชนิดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ สายพันธุ์ PN10, DL7 และ DL9 เป็นแบคทีเรีย 
Bacillus subtillis หรือ B. amyloliquefaciens มีค่าความเชื่อมั่นของการจ าแนก 99.1-99.9 % (ตารางที ่ 9 
และ ภาพที่ 11)  

  ตารางท่ี 9  ผลการจ าแนกแบคทีเรียปฎิปักษ์ 3 สายพันธุ์ โดยใช้ API Test kits 50 CHB 

แบคทีเรียปฏิปักษ์ ผลการจ าแนกสายพันธุ์ ค่าความเชื่อมั่นของการจ าแนก (% ID) 

สายพันธุ์ PN10   Bacillus subtillis/amyloliquefaciens 99.8 
สายพันธุ์ DL7   Bacillus subtillis/amyloliquefaciens 99.9 
สายพันธุ์ DL9   Bacillus subtillis/amyloliquefaciens 99.1 

 
      สอดคล้องกับงานวิจัยของ O’Donnell et al. (1980) ศึกษาแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus 
จ านวน 4 species มี 8 strains จ าแนกชนิดโดยการใช้ API 50 tests, DNA reassociation และ porylysis gas 
liquid chromatography พบว่าสามารถจ าแนกชนิดของแบคทีเรียได้เป็น Bacillus subtilis, B. plmilus, B. 
licheniformis และ B. amyloliquefaciens แต่อย่างไรก็ตาม ไม่สามารถจ าแนกแบคทีเรีย B. 
amyloliquefaciens จาก B. subtillis ได้ โดยวิธีการทดสอบของ Gordon et al. (1973) ซึ่งเป็นการทดสอบ
คุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus และจากการศึกษาสายพันธุ์ของแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus จ านวน
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มาก ของ Logan (1980) และ Logan and Berkeley (1981) พบว่าไม่สามารถจ าแนกชนิดของแบคทีเรีย 
ระหว่าง B. subtillis และ B. amyloliquefaciens โดยการใช้ API test ได้ ถึงแม้ว่า API 50 CHB เป็นชุด
ทดสอบส าหรับจ าแนกชนิดเชื้อในกลุ่ม Bacillus ที่มีความรวดเร็ว และแม่นย า ดังนั้นในเรื่องการจ าแนกแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์จึงได้ท าการจ าแนกชนิดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุลในขั้นตอนต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 11 การเปลี่ยนแปลงสีของอินดิเคเตอร์ใน API Test Kits 50 CHB เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์สายพันธุ์ 
ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
ก) สายพันธุ์ PN10          ข) สายพันธุ์ DL7          ค) สายพันธุ์ DL9 

 
  4.3 จ าแนกชนิดของแบคทีเรียด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล  

การจัดจ าแนกแบคทีเรียปฏิปักษ์ 3 สายพันธุ์ คือ PN10, DL7 และ DL9 ด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล 
โดยส่งแบคทีเรียบริสุทธิ์เพื่อจ าแนกชนิด ที่ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (ไบโอเทค) โดยน า
ล าดับเบสของ 16S rDNA ของแบคทีเรียตัวอย่างเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล พบว่า 

สายพันธุ์ PN10 มีล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA gene เหมือนกับแบคทีเรีย 2 ชนิด 
99.91 % ได้แก่ Bacillus siamensis และ Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum (ตารางท่ี 10 
และ ตารางผนวกท่ี 1) 

สายพันธุ์ DL7 มีล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA gene เหมือนกับแบคทีเรีย Bacillus 
siamensis  100.00 % (ตารางที่ 10 และ ตารางผนวกท่ี 2) 

สายพันธุ์ DL9 มีล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA gene เหมือนกับแบคทีเรีย 2 ชนิด 99.86 % 
ได้แก่ Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum และ Bacillus siamensis (ตารางท่ี 10 และ ตาราง
ผนวกท่ี 3) 

ก ข ค 
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   Bacillus siamensis เป็นแบคทีเรียแกรมบวก สร้าง endospore รูปท่อน strain PD-A10T แยก
มาจากปูเค็ม จากจังหวัดนครปฐม ประเทศไทย มีล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA มีความเหมือนกับ
แบคทีเรีย B. amyloliquefaciens NBRC 15535 T, B. subtilis DSM 10T, B. vallismortis DSM 11031T และ   
B. mojavensis IFO 15718T เท่ากับ 99.5, 99.4, 99.4 และ 99.2% ตามล าดับ (Sumpavapol et al., 2010) 
B. siamensis KCTC13613 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา Rhizoctonia solani และ 
Botrytis cinerea เป็นสาเหตุโรคของพืช (Jeong et al., 2012) การวิเคราะห์ความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์
โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่สมบูรณ์ของ Bacillus species พบว่า B. amyloliquefaciens มีความใกล้ชิดกับ  
B. siamensis มีล าดับนิวคลีโอไทด์ ที่เหมือนกันมากกว่า 94 % (Richter and Rossello-Mora, 2009) 
 
  ตารางท่ี 10 ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ PN10, 
   DL7 และ DL9 

แบคทีเรีย  บริเวณของล าดับนิวคลีโอไทด์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’->3’) 

PN10 16S rDNA   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DL7 16S rDNA  
 
 
 
 
 
 

DL9 16S rDNA  
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 5. การผลิตเอนไซม์อะไมเลส เซลลูเลส และ โปรตีเอส ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
 ทดสอบการผลิตเอนไซม์ในอาหารแข็ง โดยใส่แบคทีเรียปฏิปักษ์ลงหลุมที่เจาะอาหารในจานเลี้ยงเชื้อด้วย 
cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร จ านวน 4 หลุม/จานเลี้ยงเชื้อ แบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 3 สาย
พันธุ์ คือ PN10, DL7 และ DL9 สามารถผลิตเอนไซม์ได้ 3 ชนิด คือ อะไมเลส, เซลลูเลส และโปรตีเอส สังเกตวงใสรอบ
โคโลนีจากการย่อยสลายซับสเตรด เปรียบเทียบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ แต่ละสายพันธุ์
จากอัตราส่วนระหว่างเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณใสรอบโคโลนีต่อเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี (Cz/Co) พบว่า การ
ผลิตเอนไซม์อะไมเลสของแบคทีเรียปฏิปักษ์มีความแตกต่างกันทางสถิติ แบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ DL7 มี
ความสามารถสูงในการผลิตเอนไซม์อะไมเลส มีค่า Cz/Co เท่ากับ 2.24 รองลงมาคือ PN10 และ DL9 มีค่า Cz/Co 
เท่ากับ 2.14 และ 1.99 (ตารางที่ 11 และภาพที่ 12)  

การผลิตเอนไซม์เซลลูเลสของแบคทีเรียปฏิปักษ์มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์สายพันธุ์ DL7 มีความสามารถสูงในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส มีค่า Cz/Co เท่ากับ 3.44 รองลงมาคือ PN10 
และ DL9 มีค่า Cz/Co เท่ากับ 2.70 และ 2.21 (ตารางที่ 11 และภาพที่ 12) 

ส่วนการผลิตเอนไซม์โปรตีเอสของแบคทีเรียปฏิปักษ์ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ แบคทีเรียปฏิปักษ์สาย
พันธุ์ DL7, DL9 และ PN10 สามารถผลิตเอนไซม์โปรตีเอสได้ใกล้เคียงกัน มีค่า Cz/Co เท่ากับ 1.96, 1.72 และ 1.68 
ตามล าดับ (ตารางที่ 11 และภาพที่ 12) 
 แบคทีเรียปฏิปักษ์ PN10, DL7 และ DL9 สามารถผลิตเอนไซม์ได้ทั้ง 3 ชนิด ที่มีการทดสอบ คือ เอนไซม์อะ
ไมเลส, เซลลูเลส และโปรตีเอส สอดคล้องกับการศึกษาของ สิรินันท์ (2550) พบว่า แบคทีเรียสายพันธุ์ LDD3a และ 
LDD3b ที่คล้าย B. subtilis ผลิตเอนไซม์ 4 ชนิด คือ โปรตีเอส อะไมเลส เซลลูเลส และ ไซลาเนส และแบคทีเรยี
สายพันธุ์ LDD1ที่คล้าย B. subtilis ผลิตเอนไซม์ 3 ชนิด คือ โปรตีเอส อะไมเลส และเซลลูเลส  
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ตารางท่ี 11 ประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์อะไมเลส เซลลูเลส และโปรตีเอส โดยแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
เก็บท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

สายพันธุ์แบคทีเรีย 
ขนาดของวงใสรอบโคโลนีของแบคทีเรีย (ซม.) 

อะไมเลส (1) เซลลูเลส (2) โปรตีเอส 
Cz  Co Cz/Co Cz  Co Cz/Co Cz  Co Cz/Co 

PN10 
DL7 
DL9 

1.51 
1.70 
1.55 

0.71 
0.77 
0.78 

2.14 ab 
2.24 a 
1.99 b 

2.12 
2.07 
2.05 

0.80 
0.60 
0.94 

2.70 b 
3.44 a 
2.21 c 

1.90 
1.89 
1.90 

1.14 
0.98 
1.11 

1.68 
1.96 
1.72 

F-test      *      **   ns 
CV (%)    5.13     9.55   9.59 
(1) ค่า Cz/Co ของเอนไซม์อะไมเลส ที่ตามด้วยอักษรที่เหมือนกันในแต่ละกรรมวิธี ไม่แตกต่างกันทางสถิติโดย 

 LSD ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % 
(2) ค่า Cz/Co ของเอนไซม์เซลลูเลส ที่ตามด้วยอักษรที่เหมือนกันในแต่ละกรรมวิธี ไม่แตกต่างกันทางสถิติโดย 
   LSD ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 % 

หมายเหตุ Cz คือ เส้นผ่านศูนย์กลางของวงใสรอบโคโลนีแบคทีเรียปฏิปักษ์(เซนติเมตร) 
 Co คือ เส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนีแบคทีเรียปฏิปักษ์(เซนติเมตร) 
 
 สายพันธุ์แบคทีเรีย PN10 DL7 DL9 
 
  
 อะไมเลส 
 
 
 
 
 เซลลูเลส 
 
 
 
 โปรตีเอส 
 
 ภาพที ่12 การผลิตเอนไซม์ อะไมเลส,  เซลลูเลส และโปรตีเอส บนอาหารแข็ง 

โดยแบคทีเรียปฏิปักษ์ PN10, DL7 และ DL9  

ชนิดของเอนไซม์ 
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6. ศึกษาองค์ประกอบของสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ 

  6.1 แยกสารสกัดหยาบของแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีผ่านการคัดเลือกด้วย thin layer chromatography 
(TLC) 

แยกสารสกัดหยาบของแบคทีเรียปฏิปักษ์ 3 สายพันธุ์ คือ PN10, DL7 และ DL9 บนแผ่น TLC ซ่ึง
มีเพสเคลื่อนที่ (mobile phase) คือ คลอโรฟอร์ม : เมทานอล : น้ า (65:25:4 v/v/v) พบว่า แบคทีเรียปฏิปักษ์ท้ัง 
3 สายพันธุ์ มีแถบสารที่มีสารยับยั้งการเจริญของเชื้อรา 3 แถบสาร ซึ่งมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ
เชื้อรา C. gloeosporioides ที่ Rf เฉลี่ย 0.47, 0.61 และ 0.70 (ภาพที่13) สังเกตได้จากบริเวณยับยั้ง (clear 
zone) ใกล้เคียงกับงานวิจัยของ Arrebola et al. (2010b) ท าการศึกษาสารทุติยภูมิของแบคทีเรีย  
B. amyloliquefaciens PPCB004 เป็นสารต้านเชื้อรา โดยท าการทดสอบบนแผ่น TLC พบบริเวณยับยั้งเชื้อรา  
Botrytis cinerea, Penicillium expansum  และ Rhizopus stolonifer ที่ Rf = 0.4 ได้ท าการวิเคราะห์ด้วย 
HPLC เป็น iturin A และ Arrebola et al. (2010a) พบแถบสารที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อรา  
L. theobromae ที่ Rf เฉลี่ย 0.75 น าไปตรวจวิเคราะห์ พบว่าเป็นสาร surfactin  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 13 โครมาโตแกรมสารสกัดหยาบของแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ PN10, DL7 และ DL9 
  แสดงบริเวณยับยั้งเชื้อรา 
 
  

Rf = 0.70 
Rf = 0.61 

Rf = 0.47 

 PN10         DL7          DL9 
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  6.2 ศึกษาองค์ประกอบของสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าของเงาะ 
  สารสกัดหยาบจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ PN10 (เลือกเป็นตัวแทนของแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืน เนื่องจาก
มีบริเวณยับยั้งที่ชัดเจน) ที่แยกได้จากบริเวณยับยั้งการเจริญของเชื้อรา C. gloeosporioides บนแผ่น TLC ที่ Rf 
เฉลี่ย 0.47, 0.61 และ 0.70 น าไปวิเคราะห์หาองค์ประกอบของสาร ด้วยเครื่อง Bruker Daltonics-micrOTOF-
benchtop ESI-TOF MS ที่ภาควิชาเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล พบว่า 
 สารที่ 1 ค่า Rf = 0.47  มีค่า main mass peak (m/z) ที่ 1079.57, 1093.58  (ภาพที่ 14 ก 
และภาพผนวกท่ี 1)  
 สารที่ 2 ค่า Rf = 0.61  มีค่า main mass peak (m/z) ที่ 1060.5, 1074.6  (ภาพที่ 14 ข และ
ภาพผนวกท่ี 2) 
 สารที่ 3 ค่า Rf = 0.70  มีค่า main mass peak (m/z) ที่ 1044.7, 1058.7, 1074.6, 1088.6  
(ภาพที่ 14 ค และภาพผนวกท่ี 3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 14 Mass spectrum ของสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราของแบคทีเรียปฏิปักษ์ 

ก) สารที่ 1 ค่า Rf = 0.47   ข) สารที่ 2 ค่า Rf = 0.61   
ค) สารที่ 3 ค่า Rf = 0.70     

ก 

ข 

ค 
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จากการวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อรา C. gloeosporioides บนแผ่น 
TLC พบว่า สารที่ 1 มีค่า main mass peak (m/z) ที่ 1079.57, 1093.58 สารที่ 2 มีค่า main mass peak 
(m/z) ที่ 1060.59, 1074.60 และ สารที่ 3 มีค่า main mass peak (m/z) ที่ 1044.66, 1058.67, 1074.60, 
1088.62 ตรงกับการศึกษาของ Gong et al. (2015) สารสกัด lipopeptides จากแบคทีเรีย B. 
amyloliquefaciens S76-3 วิเคราะหด์้วย RP-HPLC และ ESI-CID-MS แยกได้สารประกอบ 3 ชนิด คือ iturin, 
plipastatin และ sufactin ซึ่งจากงานวิจัยนี้ สารที่ 1 ตรงกับสารประกอบ iturin A และ สารที่ 2 และ 3 ตรงกับ
สารประกอบ sufactin เมื่อเปรียบเทียบค่า mass peaks (m/z) ของ iturin A ตรงกัน ที่ 1079, 1094 [M+H, 
NA, K]+ และ ค่า mass peaks (m/z) ของ surfactin ตรงกัน ที ่1044, 1060 [M+H, NA, K]+   1036, 1058, 
1074[M+H, NA, K]+   1050, 1072, 1088[M+H, NA, K]+ 

งานวิจัยของ Kim et al. (2010) วิเคราะห์ lipopeptides ที่ผลิตโดยแบคทีเรีย B. subtilis 
CMB32 โดยเครื่อง MALDI-TOF mass spectrometry  พบว่า สารที่ 1 จากงานวิจัยนี้ ตรงกับ fraction ที่ 31 มี
ค่า mass peak (m/z) 1080, 1094, 1096, 1110 เป็นสารในกลุ่ม iturin สารที่ 2 ตรงกับ fraction ที่ 43-45 มี
ค่า mass peak (m/z) 1060, 1074 และ สารที ่3 ตรงกับ fraction ที่ 55 มีค่า mass peak (m/z) 1044, 1058, 
1074 เป็นสารในกลุ่ม surfactin 

งานวิจัยของ Cho et al. (2003) วิเคราะห์ lipopeptide surfactin fraction ของแบคทีเรีย 
Bacillus sp. CY22 โดยเครื่อง MALDI-TOF mass spectrometry มีค่า mass peak (m/z) 1030.68, 1044.69 
และ 1058.71 ตรงกับ ค่า main mass peak ของสารที่ 3 เป็นสารในกลุ่ม surfactin 

จากการเปรียบเทียบค่า mass peak กับงานวิจัยที่มีลักษณะที่ใกล้เคียงกัน สรุปได้ว่าสารที่ 1 เปน็
สารในกลุ่ม iturin A เป็นสารปฏิชีวนะท่ีออกฤทธิ์กว้างในการยับยั้งเชื้อรา ซึ่งมีคุณสมบัติที่ดีในการเป็นจุลินทรีย์
ชีวภาพ (biological control agent) เป็นเป้าหมายในการลดการใช้สารเคมีทางการเกษตร (Hsieh et al., 2008) 
ส่วนสารที่ 2 และ 3 เป็นสารในกลุ่ม surfactin เป็นสารลดแรงตึงผิวในกลุ่ม lipopeptide โดยมีไขมันจับอยู่กับ
สายเปปไทด์ เป็นสารลดแรงตึงผิวชีวภาพที่มีประสิทธิภาพสูง surfactins ไม่เป็นพิษต่อเชื้อราสาเหตุโรค มีผลช่วย
เพ่ิมประสิทธิภาพของ iturin A ในการต้านเชื้อรา (Mager-Dana, et. al., 1992, Kim et al., 2010) อย่างไรก็ตาม
จากการศึกษาของ Arrebola et al. (2010a) พบแถบสารที่ Rf เฉลี่ย 0.75 บนแผ่น TLC เป็นสาร surfactin 
สามารถยับยั้งเชื้อรา L. theobromae และสามารถยับยั้งเชื้อรา Fusicoccum aromaticum และ Phomopsis 
persea ได้เพียงเล็กน้อย เมื่อเปรียบเทียบกับ iturin A ที่สามารถยับยั้งเชื้อราได้ทุกชนิดที่น ามาทดสอบ  
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 7. ทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อเซลล์  
  สารสกัดหยาบของแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ทดสอบความเป็นพิษของเซลล์ไตของลิง (African green 
monkey kidney) ซึ่งเป็นเซลล์ที่มีความใกล้เคียงกับเซลล์มนุษย์ พบว่า สารสกัดของแบคทีเรียปฏิปักษ ์ PN10, 
DL7 และ DL9 จ านวน 3 สายพันธุ์ ที่ส่งตรวจที่ห้องปฏิบัติการตรวจสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ศูนย์พันธุวิศวกรรม
และเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (BIOTEC) ไม่พบความเป็นพิษต่อเซลล์ไตลิง (ตารางที่ 12) 
 
 ตารางท่ี 12 ความเป็นพิษของสารสกัดหยาบจากแบคทีเรียปฎิปักษ์สายพันธุ์ PN10, DL7 และ DL9  

ต่อเซลล์ไตลิง (African green monkey kidney) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



43 
 

8. การพัฒนาผลิตภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ในรูปแบบสารชีวภัณฑ์  
การประเมินความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในสารชีวภัณฑ์สูตรต่างๆ จ านวน 3 สูตร ที่ผลิตจาก

แบคทีเรียปฏิปักษ์ 3 สายพันธุ์ คือ PN10, DL7 และ DL9 เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิห้อง โดยประเมินความมีชีวิตรอด
ของแบคทีเรียทุกเดือน เป็นเวลา 6 เดือน พบว่าชีวภัณฑ์สูตรที่ 3 ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 3 สายพันธุ์ มีอัตรา
การอยู่รอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์สูงที่สุด แบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ DL7, DL9 และ PN10 มีจ านวนแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ในเดือนที่ 6 เท่ากับ 7.55 x 108, 3.73 x 108 และ 8.53 x 107 cfu/g ตามล าดับ แบคทีเรียปฏิปักษ์สายพนัธุ ์
DL7 และ DL9 ชีวภัณฑ์สูตรที่ 2 มีอัตราการอยู่รอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์สูงกว่าชีวภัณฑ์สูตรที่ 1 ส่วนแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์สายพันธุ์ PN10 คือ ชีวภัณฑ์สูตรที่ 1 มีอัตราการอยู่รอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์สูงกว่าชีวภัณฑ์สูตรที่ 2 
(ตารางท่ี 13) สอดคล้องกับการทดลองของณิชกานต์ (2554) ผลิตสารชีวภัณฑ์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ 5 ไอโซเลท 
ในรูปแบบผง เก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง หลังการผลิต 4-6 เดือน แบคทีเรียปฏิปักษ์มีชีวิตรอดมากกว่า 75-100 % 
อาจเนื่องมาจากสูตรชีวภัณฑ์นี้มีส่วนผสมของแป้งข้าวเจ้า ท าให้แบคทีเรียสามารถใช้เป็นแหล่งอาหารก่อนที่ชีว
ภัณฑ์จะถูกท าให้แห้ง ท าให้มีปริมาณของเซลล์แบคทีเรียมากกว่าชีวภัณฑ์ชนิดอื่นๆ ตั้งแต่เดือนที่ 1 แต่อย่างไรก็
ตามความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในชีวภัณฑ์ทั้ง 3 สูตร หลังจากเก็บที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 6 เดือน มี
การเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อยเท่านั้น  
 
ตารางที่ 13 ความมีชีวิตรอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในสารชีวภัณฑ์ หลังจากเก็บที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 6 เดือน 

ชนิดแบคทีเรีย สูตรชีวภัณฑ์ 
จ านวนโคโลนีของแบคทีเรีย (cfu/g) 

เดือนที่ 1 เดือนที่ 2 เดือนที่ 3 เดือนที่ 4 เดือนที่ 5 เดือนที่ 6 
สายพันธุ์ PN10 สูตรที่ 1  3.45 x106 1.72 x 106 6.93 x 106 5.38 x 106 4.75 x 106 4.53 x 106 

 สูตรที่ 2  2.23 x 105 1.57 x 105 1.56 x 105 6.88 x 105 2.96 x 105 8.00 x 104 

 สูตรที่ 3  8.45 x 107 1.19 x 107 8.65 x 107 8.08 x 107 9.18 x 107 8.53 x 107 

สายพันธุ์ DL7 สูตรที่ 1  7.90 x 106 5.33 x 106 1.05 x 107 9.30 x 106 9.73 x 106 1.18 x 107 

 สูตรที่ 2  2.21 x 107 1.31 x 107 1.42 x 107 1.38 x 107 3.28 x 107 1.98 x 107 

 สูตรที่ 3  1.17 x 109 4.68 x 108 3.18 x 108 8.60 x 108 3.48 x 108 7.55 x 108 

สายพันธุ์ DL9 สูตรที่ 1  1.73 x 107 2.55 x 106 9.65 x 106 8.73 x 106 1.04 x 107 9.83 x 106 

 สูตรที่ 2  1.48 x 107 8.95 x 106 1.22 x 107 1.23 x 107 1.25 x 107 1.25 x 107 

 สูตรที่ 3  2.23 x 109 8.70 x 108 1.19 x 109 1.25 x 109 1.39 x 109 3.73 x 108 
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9. ทดสอบชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษต์่อการยับยั้งเส้นใยของเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าของเงาะ  
ทดสอบประสิทธิภาพชีวภัณฑ์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ที ่ 3 สายพันธุ์ คือ PN10, DL7 และ DL9 ในการ

ยับยั้งเส้นใยของเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าของเงาะ พบว่าชีวภัณฑ์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ท้ัง 3 สายพันธุ์ ที่ได้รับการ
คัดเลือกมาแล้ว มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าของเงาะไม่มีความแตกต่างกัน
ทางสถิติ ยกเว้นประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา L. theobromae มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่าง
มีนัยส าคัญยิ่ง ชีวภัณฑ์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ DL9 มีประสิทธิภาพสูงที่สุด สามารถยับยั้งการเจริญของ
เส้นใยเชื้อรา L. theobromae ได้ 55.67 % รองลงมาคือ PN10 และ DL7 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อรา  
L. theobromae 51.45 และ 50.00 % (ตารางที่ 14) 

เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการยับยั้งระหว่างแบคทีเรียปฏิปักษ์กับอิมาซาลิล พบว่า แบคทีเรยี
ปฏิปักษ์ทั้ง 3 สายพันธุ์ มีประสิทธิภาพสูงกว่าในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าของเงาะ คือ L. theobromae, 
G. bulbilium, C. gloeosporioides, Phomopsis sp., และ Pestalotiopsis sp, และประสิทธิภาพในการยับยั้ง
การเจริญมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง ยกเว้น เชื้อราGreeneria sp. ไม่มีความแตกต่างทางสถิต ิ
(ตารางท่ี 14 และภาพที่ 15)  
 
ตารางท่ี 14 ประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการยับยั้งการเจริญของเส้นใย (%)  
 ของเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าของเงาะบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 7 วัน  

    กรรมวิธ ี
                            เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเชื้อรา (%)(1)    
L. theobromae   G. bulbilium     Greenria sp.   C. gloeosporioides    Phomopsis sp.    Pestalotiopsis sp. 

อิมาซาลิล 500 มก/ล    0.00 d 46.22 b   65.35    39.66 b  42.89 b    6.76 b 
สายพันธุ์ PN10  51.45 b 73.67 a  66.80  63.45 a  68.89 a  57.06 a 
สายพันธุ์ DL7  50.00 c 73.22 a  66.13  67.89 a  71.67 a  56.17 a 
สายพันธุ์ DL9  55.67 a 74.22 a  65.60  66.78 a  73.45 a  60.63 a 
F-test    **    **    ns    **    **     ** 
CV (%)  2.69  10.75  8.40   7.80   5.56   13.63 
(1) การยับยั้งการเจริญของเชื้อรา (%)  ที่ตามด้วยอักษรที่เหมือนกันในแต่ละกรรมวิธี ไม่แตกต่างกัน 
   ทางสถิติ โดย LSD ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 %  
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                    L. theobromae    G. bulbilium       Greeneria sp.   C. gloeosporioides  Phomopsis sp.   Pestalotiopsis sp 

          

อิมาซาลิล 500 มก./ล.            

สายพันธุ์ PN10            

สายพันธุ์ DL7           

สายพันธุ์ DL9           

 

ภาพที ่15 ประสิทธิภาพชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการยับยั้งการเจริญของเส้นใย 
 ของเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าของเงาะหลังการเก็บเก่ียวบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เป็นเวลา 7 วัน 
 

 10. ทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษใ์นการควบคุมโรคผลเน่าของเงาะ 
  10.1 ทดสอบประสิทธิภาพชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมที่เกิดจากการปลูกเชื้อรา
สาเหตุโรคผลเน่าของเงาะ 

ประสิทธิภาพชีวภัณฑ์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์จ านวน 3 สายพันธุ์ คือ PN10, DL7 และ DL9 ใน
การควบคุมโรคผลเน่าของเงาะ ที่เกิดจากการปลูกเชื้อรา L. theobromae พบว่า ชีวภณัฑ์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์
มีประสิทธิภาพในการยับยั้งความรุนแรงของโรคผลเน่าบนผลเงาะเมื่อเปรียบเทียบกับการพ่นน้ า และอิมาซาลิล 
500 มิลลิกรัม/ลิตร มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง แบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 3 สายพันธุ์ คือ DL9, 
PN10 และ DL7 มีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมโรคผลเน่าของเงาะ มีขนาดแผล 3.82, 3.99 และ 4.85 
เซนติเมตร ตามล าดับ ซึ่งเป็นขนาดแผลที่เล็ก เมื่อเปรียบเทียบกับการพ่นด้วยน้ า และ อิมาซาลิล 500 มิลลิกรัม/
ลิตร มีขนาดแผล 7.32 และ 7.32 เซนติเมตร และเมื่อน ามาค านวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง พบว่า แบคทีเรียปฏิปักษ ์
DL9, PN10 และ DL7 สามารถยับยั้งความรุนแรงของโรคผลเน่าของเงาะที่เกิดจากการปลูกเชื้อรา  
L. theobromae ได้ 47.92, 45.44 และ 33.83 % ตามล าดับ (ตารางที่ 15) ซึ่งได้ผลสอดคล้องกับการใช้เซลล์
แบคทีเรียโดยตรง (ผลการทดลองข้อ 3.1) แต่อย่างไรก็ตามการใช้ชีวภัณฑ์โดยตรงท าให้ผลเงาะมีคราบผงสีขาวติด
อยู่  
  

เชื้อรา 

กรรมวิธคีวบคมุ 

กรรมวิธี 
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ตารางท่ี 15 ประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมโรคผลเน่าของเงาะที่เกิดจากการ 
  ปลูกเชื้อรา Lasiodiplodis theobromae เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 13 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 

กรรมวิธี ขนาดของแผล (ซม.)(1) การยับยั้งความรุนแรงของโรค (%) 

กรรมวิธีควบคุม (น้ า) 7.32 b   - 
อิมาซาลิล 500 มก/ล 7.31 b  6.84 c 
สายพันธุ์ PN10 3.99 a 45.44 ab 
สายพันธุ์ DL7 4.85 a 33.83 b 
สายพันธุ์ DL9 3.82 a 47.92 a 
F-test   **    ** 
CV (%) 15.76  30.05 

  (1) ขนาดของแผลบนผลเงาะที่ตามด้วยอักษรที่เหมือนกันในแต่ละกรรมวิธี ไม่แตกต่างกันทางสถิติโดย LSD  
 ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 % 

   10.2 ศึกษาผลของการใช้ชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของผลเงาะ
หลังการเก็บรักษา  
 ผลเงาะที่พ่นด้วยชีวภัณฑ์ของแบคทีเรียปฏิปักษ ์3 สายพันธุ์ คือ สายพันธุ์ PN 10, DL 7 
และ DL 9 เปรียบเทียบกับผลเงาะที่พ่นด้วยน้ า และ อิมาซาลิล 500 มิลลิกรัม/ลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ 13 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน พบว่า ความแน่นเนื้อของเปลือกเงาะ และความแน่นเนื้อของเนื้อเงาะ ไม่มีความแตกต่าง
ทางสถิติ ผลเงาะที่พ่นด้วยชีวภัณฑ์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ มีความแน่นเนื้อของเปลือกเงาะ อยู่ในช่วง 33.1-34.90 
นิวตัน เปรียบเทียบกับความแน่นเนื้อของเปลือกผลเงาะที่พ่นด้วยน้ า มีความแน่นเนื้อของเปลือกเงาะ เท่ากับ 
33.73 นิวตัน ส่วนค่าความแน่นเนื้อของเนื้อเงาะ ผลเงาะที่พ่นด้วยชีวภัณฑ์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์มีค่าความแน่น
เนื้อของเนื้อเงาะอยู่ในช่วง 4.07-4.42 นิวตัน เปรียบเทียบกับความแน่นเนื้อของเนื้อเงาะที่พ่นด้วยน้ า มีความแน่น
เนื้อของเปลือกเงาะ เท่ากับ 3.12 นิวตัน (ตารางที่ 16) 

ตารางท่ี 16 ผลของชีวภัณฑ์ชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการเปลี่ยนแปลงความแน่นเนื้อของเปลือก 
 และเนื้อผลเงาะ ภายหลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 13 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 

Treatment ความแน่นเนื้อของเปลือกเงาะ (นิวตัน)     ความแน่นเนื้อของเนื้อเงาะ (นิวตัน) 
กรรมวิธีควบคุม (น้ า) 33.73 3.12 
อิมาซาลิล 500 มก/ล 36.11 4.36 
สายพันธุ์ PN10 33.10 4.23 
สายพันธุ์ DL7 34.90 4.42 
สายพันธุ์ DL9 33.71 4.07 
F-test   ns   ns 
CV (%)  8.42 21.34 
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 ปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ าได้ของผลเงาะไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ โดยผลเงาะที่พ่นด้วย 
ชีวภัณฑ์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ PN10 มีค่าปริมาณของแข็งที่ละลายน้ าได้มากที่สุด เท่ากับ 19.56 องศา- 
บริกซ์ ส่วนกรรมวิธีอ่ืนๆ มีค่าปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ าได้ใกล้เคียงกัน คือ 18.76-19.32 องศาบริกซ์ (ตารางที่ 
17) แสดงว่าผลเงาะทีพ่่นด้วยแบคทีเรียปฏิปักษ ์ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของน้ าตาลและกรดอินทรีย์   

ตารางท่ี 17 ผลของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อปริมาณของแข็งที่ละลายน้ าได้ ภายหลังการเก็บ 
 รักษาที่อุณหภูมิ 13 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 

Treatment ปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ าได้ (ºBrix) 
กรรมวิธีควบคุม (น้ า) 18.86 
อิมาซาลิล 500 มก/ล 19.32 
สายพันธุ์ PN10 19.56 
สายพันธุ์ DL7 18.76 
สายพันธุ์ DL9 18.96 
F-test ns 
CV (%) 5.30 

 
  การเปลี่ยนแปลงสีของผลเงาะ พบว่าการเปลี่ยนแปลงสีความสว่าง (L) และ ค่าสีเขียว-แดง (a-
value) ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ โดยผลเงาะที่ค่าความสว่างมากที่สุดคือผลเงาะที่พ่นด้วยแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
สายพันธุ์ PN10 เท่ากับ 37.44 ส่วนกรรมวิธีอ่ืนๆ มีค่าความสว่าง อยู่ในช่วง 31.87-36.93 ค่า a value เป็นบวก 
แสดงว่าอยู่ในช่วงสีแดง และถ้าค่า a เป็นลบแสดงว่ามีช่วงสีเขียว ผลเงาะที่พ่นด้วยอิมาซาลิล 500 มิลลิกรัม/ลิตร 
มีค่า a-value มากที่สุด เท่ากับ 15.64 แสดงว่าผลเงาะมีสีแดงมากที่สุด และ ผลเงาะที่พ่นด้วยแบคทีเรียปฏิปักษ ์
สายพันธุ์ PN10 มีค่า a น้อย เท่ากับ 11.62 แสดงว่าผลเงาะมีสีแดงน้อยกว่า แต่อย่างไรก็ตาม ทุกกรรมวิธีไม่มี
ความแตกต่างกันทางสถิติ ส่วนค่า b เป็นบวก แสดงว่าอยู่ในช่วงสีเหลือง ค่า b เป็นลบแสดงว่ามีช่วงสีน้ าเงิน ผล
เงาะที่พ่นด้วยแบคทีเรียปฏิปักษ์วิธีมีค่า b อยู่ในช่วง 16.14-16.42 มีความแตกต่างทางสถิติกับผลเงาะที่พ่นด้วยน้ า 
(กรรมวิธีควบคุม) และพ่นด้วยอิมาซาลิล 500 มิลลิกรัม/ลิตร มีค่า b เท่ากับ 22.98 และ 21.06 (ตารางท่ี 18) 
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ตารางท่ี 18 ผลของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการเปลี่ยนแปลงสีของผลเงาะภายหลังการเก็บ 
 รักษาที่อุณหภูมิ 13 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 
     กรรมวิธ ี    L-value    a-value   b-value (1) 

กรรมวิธีควบคุม (น้ า) 36.93 12.05 22.98 a 
อิมาซาลิล 500 มก/ล 32.87 15.64 21.06 a 
สายพันธุ์ PN10 37.44 11.62 16.42 b 
สายพันธุ์ DL7 35.23 12.99 16.14 b 
สายพันธุ์ DL9 34.84 14.90 16.32 b 
F-test    ns     ns      ** 
CV (%) 8.58 26.70  12.51 

    (1) ค่า b-value ที่ตามด้วยอักษรที่เหมือนกันในแต่ละกรรมวิธี ไม่แตกต่างกันทางสถิติโดย LSD  
 ที่ระดับความเชื่อมั่น 99 % 
 
9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

โรคผลเน่าของเงาะหลังการเก็บเกี่ยว มีสาเหตุจากเชื้อราหลายชนิด คือ Lasiodiplodia theobromae, 
Gliocephalotrichum spp., Greeneria sp., Colletotrichum gloeosporioides, Phomopsis sp. และ 
Pestalotiopsis sp., ลักษณะอาการของโรคผลเน่าเริ่มแรกเป็นจุดสีน้ าตาลอ่อนขยายไปตามเปลือกของเงาะ 
ต่อมาแผลเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลเข้มหรือด าอย่างรวดเร็ว บางผลพบว่ามีการสร้างเส้นใยสีเทาฟู หรือเส้นใยสีขาวแกม
เหลืองบนผลเงาะ ขึ้นอยู่กับชนิดของเชื้อราสาเหตุของโรคผลเน่าของเงาะ ลักษณะภายในผลเงาะที่เป็นโรคผลเน่า 
ในระยะแรกไม่รุนแรง เปลือกเงาะด้านในเป็นสีน้ าตาลอ่อน ส่วนของเนื้อเงาะยังมีสีขาว ไม่มีน้ าเยิ้ม เมื่อแผลขยาย
ลุกลามมากขึ้น เปลือกเงาะด้านในเป็นสีน้ าตาลเหลืองขยายลามใกล้เคียงกับเปลือกที่แสดงอาการด้านนอก เนื้อ
เงาะจะเปลี่ยนเป็นสีเหลืองอ่อนจนถึงสีน้ าตาลอมเหลือง เนื้อจะนิ่มและเละ  มีน้ าเยิ้ม และมีกลิ่นเหม็นเปรี้ยว  

คัดเลือกแบคทีเรียปฏิปักษ์จากเมล็ดถั่วลิสง เมล็ดถั่วแดง ล าไยอบแห้ง ขั้วหวีของกล้วยหอมทอง สามารถ
แยกแบคทีเรียได้ 10 สายพันธุ์ คือ PN2, PN-A3, PN-A5, PN7, PN10, DL7, DL9, BA1 และ BP พบว่าแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์สายพันธุ์ PN10, PN12, DL9 และ DL7 มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา  
L. theobromae, G. bulbilium, และ Greeneria sp. และสารจากแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ PN7, DL9, 
PN10 และ PN12 มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการงอกของสปอร์ของเชื้อรา L. theobromae, G. bulbilium, 
และ Greeneria sp. จากการศึกษาพบว่า เชื้อรา L. theobromae และ G. bulbilium เป็นเชื้อราสาเหตุโรคผล
เน่าของเงาะที่ท าให้เกิดอาการของโรครุนแรง และ Greeneria sp. เป็นเชื้อราที่พบมาก  

แบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ DL9, PN10 และ DL7 มีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมโรคผลเน่าของเงาะ 
สามารถยับยั้งความรุนแรงของโรคได้ 57.82, 55.82 และ 52.97 % ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับการพ่นด้วย 
อิมาซาลิล 500 มิลลิกรัม/ลิตร สามารถยับยั้งความรุนแรงของโรคได้ 16.91 %  
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การทดสอบความเป็นพิษเบื้องต้นของสารละลายส่วนใสจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ 10 สายพันธุ์ พบว่าไม่เป็น
พิษต่อการงอกของเมล็ดข้าว (พืชใบเลี้ยงเดี่ยว) และเมล็ดถั่วเขียว (พืชใบเลี้ยงคู่) และน าสารสกัดหยาบของ
แบคทีเรียปฏิปักษ ์ PN10, DL7 และ DL9 จ านวน 3 สายพันธุ์ มาทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ ที่ส่งตรวจที่
ห้องปฏิบัติการตรวจสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (BIOTEC) ไม่พบ
ความเป็นพิษต่อเซลล์ไตลิง  

จ าแนกชนิดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ 3 สายพันธุ์ ด้วยชุดทดสอบ API Test Kits พบว่า แบคทีเรียปฏิปักษ์ 
สายพันธุ์ PN10, DL7 และ DL9 เป็นแบคทีเรีย Bacillus subtillis หรือ B. amyloliquefaciens มีค่าความ
เชื่อมั่นของการจ าแนก 99.1-99.9 % และเมื่อจ าแนกด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล พบว่า สายพันธุ์ DL7 มีล าดับ 
นิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA gene เหมือนกับแบคทีเรีย Bacillus siamensis  100.00 % ส่วน PN 10 และ 
DL 9 มีล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA gene เหมือนกับแบคทีเรีย 2 ชนิด 99.91 และ 99.86 % ได้แก่ 
Bacillus siamensis  และ Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum 
 แบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 3 สายพันธุ์ คือ PN10, DL7 และ DL9 สามารถผลิตเอนไซม์ได้ 3 ชนิด คือ อะไมเลส, 
เซลลูเลส และโปรตีเอส 
 สารสกัดหยาบจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ 3 สายพันธุ์ คือ PN10, DL7 และ DL9 บนแผ่น TLC ซึ่งมเีพส
เคลื่อนที่ (mobile phase) คือ คลอโรฟอร์ม : เมทานอล : น้ า (65:25:4 v/v/v) มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการ
งอกของสปอร์เชื้อรา C. gloeosporioides ได้ 3 ต าแหน่ง ที ่Rf เฉลี่ย 0.47, 0.61 และ 0.70 น ามาวิเคราะห์ชนิด
ของสารด้วยเครื่อง MS-MS ได้สาร 2 ชนิด คือ iturin และ surfactin 
 ชีวภัณฑ์สูตรที่ 3 ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 3 สายพันธุ์ มีอัตราการอยู่รอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์สูงที่สุด 
แบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ DL7 และ DL9 ชีวภัณฑ์สูตรที่ 2 มีอัตราการอยู่รอดของแบคทีเรียปฏิปักษส์ูงกว่าชีว
ภัณฑ์สูตรที่ 1 ส่วนแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ PN10 คือ ชีวภัณฑ์สูตรที่ 1 มีอัตราการอยู่รอดของแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์สูงกว่าชีวภัณฑ์สูตรที่ 2 
 ชีวภัณฑ์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ท้ัง 3 สายพันธุ์ คือ PN10, DL7 และ DL9 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการ
เจริญของเชื้อราสาเหตุโรคผลเน่าของเงาะและการควบคุมโรคผลเน่าของเงาะหลังการเก็บเกี่ยวเช่นเดียวกับการใช้
แบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ข้อเสียของการใช้ชีวภัณฑ์โดยตรง คือ ผลเงาะจะมีลักษณะคล้ายผง
แป้งสีขาวติดอยู่บนผล  
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10. การน าผลงานไปใช้ประโยชน์ 
 1. สามารถน าแบคทีเรียปฏิปักษ์ใช้ในการควบคุมโรคผลเน่าหลังเก็บเกี่ยวของเงาะ  
 2. แบคทีเรียปฏิปักษ์มีการสร้างสารต้านเชื้อรา แต่ประสิทธิภาพแตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดของเชื้อรา สาร
ต้านเชื้อราสามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชได้หลายชนิด สามารถน าไปใช้เป็นช้อมูลส าหรับเชื้อราสาเหตุชนิด
เดียวแต่เป็นโรคผลเน่าของผลไม้ชนิดอ่ืน 
 3. สารต้านเชื้อราของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ PN10, DL7 และ DL9 คือ iturin  และ surfactin สามารถสกัด
สารและน าไปใช้ในงานอื่นได้ 
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12. ภาคผนวก 
ตารางผนวกที่ 1  เปรียบเทียบควาวมเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ PN10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางผนวกที่ 2  เปรียบเทียบควาวมเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ DL7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางผนวกที่ 3  เปรียบเทียบควาวมเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ DL9 
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ภาพผนวกที่ 1 ค่า Mass spectrum ของสารที่ 1 ค่า Rf = 0.47 
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ภาพผนวกที่ 2 ค่า Mass spectrum ของสารที่ 2 ค่า Rf = 0.61   
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ภาพผนวกที่ 3 ค่า Mass spectrum ของสารที่ 3 ค่า Rf = 0.70 
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