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การควบคมุโรครากเนา่และโคนเนา่ของทเุรยีนโดยใชช้วีภณัฑท์ี่ผลิตได้จากเชื้อ 
Bacillus  subtilis 

Controlling Phytophthora Root Rot and Stem Rot of Durian by Biological 
Product from  Bacillus  subtilis 
 นลนิ ี ศิวากรณ ์ พจนา  ตระกลูสขุรตัน ์
เพลนิพิศ  สงสงัข ์ ศิรพิร  วรกลุดาํรงชัย 

กลุม่วจิยัโรคพชื  สํานกัวจิยัพัฒนาการอารกัขาพืช 
----------------------------------------------------------- 

บทคัดย่อ 
โรครากเน่าและโคนเน่าของทุเรียนนับเป็นปัญหาที่สําคญัมากต่อการปลูกทุเรียนซึ่งมีสาเหตุ

เกิดจากเชื้อรา Phytophthora  palmivora Butler(1919)   จากการค้นพบเชื้อแบคทีเรีย Bacillus  
subtilis  ที่มปีระสิทธิภาพดีในการยับย้ังและกําจัดเชื้อราสาเหตุโรครากเน่าโคนเน่าของทุเรียนโดยไม่
ทําให้ทุเรียนเกดิโรค ได้แก่ เชื้อแบคทีเรีย Bacillus  subtilis  strainWD20 จากการนําสารกรองจาก
เชื้อ B.  subtilis  strain WD20 ไปทดสอบประสิทธิภาพในการยับย้ังเชื้อราสาเหตุโรครากเน่าและ
โคนเน่าของทุเรียนพบว่าเชื้อ B.  subtilis  strain WD20ที่เลี้ยงในอาหารPDBสามารถสร้างสารยับย้ัง
เชื้อราP. palmivora ได้ 90.91%  เป็นเวลานานถึง 30 วัน ส่วนเชื้อ B.  subtilis WD20 ที่เลี้ยงใน
อาหารPSB สามารถสร้างสารยับย้ังเชื้อราP. palmivora ได้ 90 % เป็นเวลาเพียง 10 วัน และต่อมา
เชื้อ P. palmivora สามารถเจริญเติบโตต่อไปได้ทําให้การยับย้ังการเจริญเติบโตลดลงเป็น 88.57 
และ87.25 %ที่ 14 และ 30 วันตามลําดับ 
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คํานาํ 
ทุเรียน (Durian) มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Durio zibethinus Murr อยู่ในวงศ์ (Family) 

Bombacaceae  เชื่อว่าทุเรียนมีถิ่นกําเนิดแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ทุเรียนในประเทศไทยเข้าใจ
ว่าคงนําพันธ์ุมาจากมาเลเซียเข้ามาปลูกในสมัยกรุงศรีอยธุยาและในระยะแรกคือทุเรยีนพันธ์ุพ้ืนเมือง( 
มนัส.2545)  ในปัจจุบันทุเรียนจัดเป็นผลไมท้ี่มีความสําคญัทางเศรษฐกจิ  จนได้รับการยกย่องให้เป็น” 
ราชาแห่งผลไม”้ (นายดํา,2535) พันธ์ุที่ชาวสวนนิยมปลูกมากที่สุดคือหมอนทอง53.98 % ชะนี37.30 
% ก้านยาว5.75% กระดุม2.97 % (นิรนาม, 2535)    
 โรครากเน่าและโคนเน่าเป็นโรคที่มีมานานมากกว่า 30 ปีและสร้างความเสียหายต้ังแต่ในอดีต
จนถึงปัจจุบันมากกว่า 40,000 ไร่ (นิรนาม,2537) การป้องกันกําจัดมีหลายวิธี  ถึงแม้จะใช้ต้นตอ
ต้านทานโรคร่วมกับการใช้สารเคมี  การระบาดของโรครากเน่าโคนเน่าของทุเรียนก็ยังคงเกิดขึ้นอยู่
เป็นประจํา  ซึง่การใช้สารเคมีสามารถควบคุมโรคได้ในระยะสั้นๆ เท่านั้น   การควบคุมโดยชีววิธีเป็น
อีกทางเลือกหนึ่งซึ่งจะนํามาใช้ควบคุมโรครากเน่าโคนเน่า   ซึ่งในปัจจบัุนมีการจําหนา่ยเชื้อราไตรโค
เดอร์มาช่วยลดปริมาณเชื้อราสาเหตุโรครากเน่าและโคนเน่า  แต่การระบาดของโรคก็ยังคงมีอยู่และยัง
เป็นปัญหาที่สาํคัญต่อการปลูกทุเรียน  ดังนั้นจึงได้ทําการศึกษาเพื่อหาเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์อ่ืน ๆ ที่
เฉพาะเจาะจงซึ่งมีประสิทธิภาพดีในการควบคุมโรครากเน่าโคนเน่าของทุเรียน เพื่อนําไปพัฒนาเป็น
ผลิตภัณฑ์ให้เกษตรกรมีทางเลือกและวิธีการที่ดีในการป้องกันกําจัดโรครากเน่าและโคนเน่าของทุเรียน
ต่อไป  
 

วิธีดาํเนนิการ 
อุปกรณ ์  

1.  ตัวอย่างโรครากเน่าและโคนเน่าของทุเรียน 
2.  อาหารเลี้ยงเชื้อ PDA, PSA, PDB, PSB, น้ํานึ่งฆ่าเชื้อ, แอลกอฮอล ์
3. เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ Bacillus  subtilis  strain WD20   
4. กล้องจุลทรรศน์, เครื่องเขย่า, เครื่องกรองแบคทีเรีย, เครือ่งดูดจ่ายสารละลาย, เครื่องชั่ง

และหม้อนึ่งความดัน 

5. กล้องจุลทศัน ์และวัสดุอุปกรณ์วทิยาศาสตร์ในห้องปฏิบัติการ 

วิธกีาร 
ศกึษาประสทิธภิาพของสารกรอง(culture filtrate) จากเชือ้ B.  subtilis WD20 

เปรยีบเทยีบกบัเชื้อ B.  subtilis สายพนัธุอ์ื่นต่อเชือ้รา P.  palmivora 
         1  นําเชื้อ  B.  subtilis WD20 และเชื้อ B.  subtilis สายพันธ์ุอ่ืนจํานวน 3 ไอโซเลท ที่เลื้ย
งบนอาหารแข็ง PSA มาเลี้ยงในอาหารเหลว PDBและPSB เป็นเวลา 2 และ 7 วัน 
         2  นําเชื้อที่เลี้ยงในข้อ1 ไปเข้าเครื่องเหวี่ยงโดยให้สารตกตะกอนที่ความเร็ว 7000 รอบ/
วินาที อุณหภูมิ 200 ซ. 
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         3  นําส่วนที่เป็นน้ําใสของเชื้อที่ผ่านเครื่องเหวี่ยงในข้อ 2  มากรองด้วยเครื่องกรองแบคทีเรีย 
         4 นําสารละลาย culture filtrate จากเชื้อที่ได้ในข้อ 3 จํานวน 20 มล.ไปผสมกับอาหาร 
PDA ที่หลอมเหลวซึ่งทิ้งให้เยน็ลงจํานวน  80  มล. จากนัน้เทใส่จานอาหารที่อบฆ่าเชื้อ 
         5 นํา cork borer ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.6 ซม.มาเจาะบนจานอาหารที่เลี้ยงเชื้อรา P.  
palmivora 
ในข้อ 1  แล้วนํามาวางบนอาหารที่ผสมสารละลาย culture filtrate จากเชื้อในข้อ 4 
         6  ตรวจวัดการเจริญเติบโตของเชื้อรา P.  palmivora ที่เลี้ยงบนอาหารในข้อ5 เป็นเวลา 7, 
14, 21 และ 30 วัน      
          7  นําเชื้อราสาเหตุที่ไม่เจริญเติบโตในข้อ6 มาเลี้ยงบนจานอาหารPDA เพื่อตรวจสอบ
คุณสมบัติของการมีชีวิตอยู่ของเชื้อรา P.  palmivora ภายหลังจากถูกยับย้ังการเจริญเติบโตเมื่อได้รับ
สารสกัดจากเชื้อ  B.  subtilis WD20 
เวลาและสถานที ่ ตุลาคม  2553  – กันยายน   2554    

     ห้องปฏิบัติงานกลุ่มงานวิทยาไมโค  สอพ.  กรมวิชาการเกษตร 
 

ผลและวิจารณผ์ลการทดลอง 
ศกึษาประสทิธภิาพของสารกรอง(culture filtrate)จากเชือ้ B.  subtilis WD20 ตอ่เชื้อรา 

P.  palmivora  พบว่าสารกรองที่ได้จากเชื้อ B. subtilis WD20 ซึ่งเลี้ยงบนอาหารPDBเป็นเวลา 2, 5 
และ7 วันสามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อรา P. palmivora โดยให้ขนาดโคโลนีเท่ากับที่วางเชื้อ
ทดสอบ 0.60 ซม.เป็นเวลา 14 วันซึ่งคํานวณเป็นค่าเฉลี่ยการยับย้ังการเจริญเติบโตเท่ากับ90.91%  
โดยเชื้อรา P. palmivora ไม่สามารถเจริญเติบโตบนอาหารPDA ที่ผสมด้วยสารกรองจากเชื้อ B. 
subtilis WD20 ดังนั้นปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจึงเป็นแบบยับย้ังการเจริญเติบโต(Fungistasis) และปฏิกิริยา
การยับย้ังยังคงอยู่ต่อเนื่องไปบนอาหารเลี้ยงเป็นเวลา 30 วัน ส่วนสารกรองจากเชื้อ B. subtilis  
WD20 ที่เลี้ยงในอาหารPSB สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อรา P. palmivora โดยให้โคโลนี
ขนาด 0.60 ซม. เป็นเวลา 10 วันคํานวณเป็นค่าเฉลี่ยการยับย้ังการเจริญเติบโตเท่ากับ 90 % และ
ต่อมาเชื้อ P. palmivora สามารถเจริญเตบิโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมสารกรองจากเชื้อ B. subtilis  
WD20 โดยให้โคโลนีขนาด 0.80และ 1.02 ซม. เป็นเวลา 14 และ30 วันตามลําดับและคํานวณเป็น
ค่าเฉลี่ยการยบัย้ังการเจริญเติบโตเท่ากับ 88.57 และ87.25 % ตามลําดับ  จากการทดลองนี้แสดงให้
เห็นว่าเชื้อ B.  subtilis WD20 ที่เลี้ยงในอาหารPDBสามารถสร้างสารยับย้ังเชื้อราP. palmivora และ
สารนี้สามารถปล่อยออกมาภายนอกเซลลใ์นอาหารที่เชื้ออาศัยอยู่(substrate) ส่วนเชื้อ B.  subtilis 
WD20 ที่เลีย้งในอาหารPSB สามารถสร้างสารยับย้ังได้แต่ปฏกิริยาที่เกิดขึ้นจากการเลี้ยงเชื้อ B.  
subtilis WD20แสดงปฏิกิริยาการยับย้ังเป็นเวลานานกว่า แสดงว่าเมื่อเชื้ออาศัยอยู่ในอาหารต่างชนิด
กัน(substrate) ประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะที่เชื้อสร้างขึ้นจะมีความแตกต่างกันตามแหล่งอาหารที่
เชื้ออาศัยอยู่ เนื่องจากอาหารเลี้ยงเชื้อPDB เป็นอาหารที่เหมาะสมต่อการเลี้ยงเชื้อราซึ่งในสูตรอาหาร
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มีเพียงน้ําตาลและมันฝรั่งจึงเป็นอาหารที่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ส่วนอาหาร
เลี้ยงเชื้อPSB เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติมสารโปรตีน คาร์บอนและไนโตรเจนเพื่อให้เป็นอาหารที่
อุดมสมบูรณ์เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย(enriched media)  ซึ่งขบวนการสันดาป
ที่ผลิตสารในขัน้ทุติยภูมิ(secondary metabolite)ในการสร้างสารออกฤทธิ์ที่เกิดขึ้นจากการทดลองนี้
ได้เกิดขึ้นในอาหารที่ไม่มีความอุดมสมบูรณดี์กว่าในอาหารที่มีความอุดมสมบูรณ์เช่นเดียวกับ Tek et 
al.(2009) ขบวนการสันดาปในขั้นปฐมภูม(ิprimary metabolite)ของเชื้อจุลินทรีย์จะ สังเคราะห์สาร
ที่มีความจําเป็นต่อการพัฒนาการเจริญเติบโตและการขยายพันธ์ุเช่น กรดอะมิโน กรดอินทรีย์
แอลกอฮอล์ nucleotides และเอนไซม์บางชนิดของผลิตภัณฑ์จากการเผาผลาญอาหารในขั้นปฐมภูม ิ 
ต่อมาจุลินทรีย์จะเข้าสู่ในระยะหยุดนิ่ง เนื่องจากสารอาหารลดลงเชื้อจุลินทรีย์จะหยุดการเจริญเติบโต
และการขยายพันธ์ุ  เชื้อจุลินทรีย์บางชนิดจะสร้างสารที่ไม่จะเป็นต่อการเจริญเติบโตในขั้นตอนทุติย
ภูมิของขบวนการสันดาปเช่น สารปฏิชีวนะ ท็อกซิน และสารที่มีมูลค่าทางการค้า  

 
สรปุผลการทดลองและคําแนะนาํ 

 เชื้อ B. subtilis WD20 ที่เลีย้งในอาหารPDB สามารถผลิตปฏิชีวนสารออกมาภายนอกเซลล์
ในขบวนการสนัดาปในขั้นทุติยภูมิให้สารออกฤทธิ์นานถึง 30 วันในการยบัย้ังเชื้อรา P. palmivora ได้ 
90.91% เป็นเวลานานถึง 30 วัน  และเชื้อ B. subtilis WD20 ที่เลี้ยงในอาหารPSBให้ปฏิกิริยาการ
ยับย้ังการเจริญเติบโตเท่ากับ 90 %เป็นเวลา 10 วัน และต่อมาเชื้อรา P. palmivora สามารถ
เจริญเติบโตต่อไปทําให้เปอร์เซ็นต์การยับย้ังการเจริญเติบโตต่อเชื้อราสาเหตุลดลง ซึง่แสดงให้เห็นว่า
ประสิทธิภาพของสารปฏิชีวนะที่ได้จากเชื้อB. subtilis WD20 มีประสิทธิภาพที่แตกต่างกันตามแหล่ง
อาหารที่เชื้ออาศัยอยู่และในแหล่งอาหารทีไ่ม่มีความอุดมสมบูรณ์ต่อการเจริญเติบโตเช้ือจะสร้าง
ปฏิชีวนสารได้ดีกว่าในแหล่งอาหารที่มีความอุดมสมบูรณ ์
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