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Abstract 
 Three samples of unidentified fungi, isolated from surface tissue of diseased citrus fruits, P1, P2 and P3, 
were tested for pathogenicity.  Citrus fruits were artificially wounded and separately inoculated with spore 
suspensions of these samples.  The data showed that the test sample P1 was capable of causing moldy rot.  The 
fungus was identified as Penicillium sp.  A total of 87 epiphytic microorganisms firmly attached to the surfaces of 
citrus fruits were isolated and screened for antagonistic activity against Penicillium sp. P1 on PDA plates by spot 
testing.  Eleven isolates i.e. FPL3, GPL2, GPL8, GPL10, GPL15, GPL23, HPL2, HPL8, OPL1, OPL2 and OPL7 were 
found to inhibit fungal growth with various sizes of clear zone exhibited on the medium. The most promising 
isolate, with an average diameter of 33.7 mm in clear zone, GPL10  was identified as Bacillus sp. and has the 
similar characteristics to that of Bacillus brevis. 
 

บทคัดยอ 
 นําเชื้อราซึ่งแยกจากผิวของผลสมที่เปนโรคราเขียวจํานวน 3 ตัวอยางคือ P1, P2 และ P3 มาทดสอบความสามารถในการ
ทําใหเกิดโรค ดวยการปลูกเชื้อลงบนผิวของผลสมที่ผานการทําแผลแลว พบวาเชื้อราตัวอยาง P1 สามารถทําใหเกิดโรคราเขียวกับผล
สมได เมื่อนํามาวินิจฉัยพบวาเปนเชื้อรา Penicillium  sp. แยกเชื้อจุลินทรียที่ติดแนนอยูบนผิวของผลสมได 87 ไอโซเลท นํามา
ทดสอบยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Penicillium sp. P1 บนอาหาร potato dextrose agar ดวยวิธี spot test พบเชื้อที่สามารถยับยั้งได
จํานวน 11 ไอโซเลท ไดแก FPL3, GPL2, GPL8, GPL10, GPL15, GPL23, HPL2, HPL8, OPL1, OPL2  และ OPL7 โดยการใหวงใส 
(clear zone) ขนาดตางๆ กันบนอาหารเลี้ยงเชื้อ เชื้อไอโซเลท GPL10 ใหวงใส ที่มีขนาดเสนผาศูนยกลางเฉลี่ยกวางที่สุด เทากับ 33.7 
มิลลิเมตร  เมื่อนํามาบงบอกชนิดพบวาเปนแบคทเีรียในจีนัส Bacillus  และมีคุณสมบัติใกลเคียงกับ Bacillus  brevis 

 
คํานํา 

 โรคราเขียวเปนโรคที่พบไดบอยในสมหลังการเก็บเกี่ยว มีสาเหตุมาจากการเขาทําลายของเชื้อราในจีนัส Penicillium 
วิธีที่เกษตรกรผูปลูกสมนิยมใชในการควบคุมโรคดังกลาวคือการใชสารเคมี แตสารเคมีที่ใชนั้นตองนําเขาจากตางประเทศ 
ทําใหมีราคาแพง นอกจากนี้ยังอาจเกิดอันตรายตอสุขภาพของเกษตรกรและผูบริโภคดวย 
 การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีเปนวิธีหนึ่งที่นํามาใชกัน โดยเฉพาะการใชจุลินทรียปฏิปกษ ซึ่งนอกจากจะสามารถยับยั้ง
การเจริญของเชื้อกอโรคไดแลว ยังสามารถมีชีวิตรอดและเพิ่มปริมาณไดมาก เมื่อไดรับอาหารหรือเมื่ออยูในสภาพแวดลอมที่
เหมาะสม การควบคุมเชื้อกอโรคจึงเกิดขึ้นอยางตอเนื่อง ตางจากการใชสารเคมีที่ใหผลในการควบคุมโรค ในระยะสั้นๆ แลว
หมดฤทธิ์ไป ตองคอยฉดีพนบอยครั้ง ทําใหส้ินเปลืองคาใชจายในการซื้อสารเคมีและคาแรงงาน 
 งานวิจัยนี้ มีวัตถุประสงคเพื่อแยกและคัดเลือกเชื้อจุลินทรียจากผิวของผลสม มาทดสอบความสามารถในการเปน
ปฏิปกษตอเชื้อสาเหตุโรคราเขียวในสม 
 

อุปกรณและวิธีการ 
1. การทดสอบความสามารถในการทําใหเกดิโรค  
 นําเชื้อราซึ่งแยกจากผิวของผลสมที่เปนโรคจํานวน 3 ตัวอยางคือ P1, P2 และ P3 จากภาควิชาโรคพืช คณะ
เกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม มาทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรค โดยนําผลสมไปลางดวยน้ําไหลกอน ตาม
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ดวยการเช็ดผิวผลดวยสําลีจุม 70% ethanol แลวจึงนําไปทําแผลดวย inoculator ใหมีพื้นที่ 5x5 mm2 ลึก 1 mm ผลละ 3 
ตําแหนง นํา paper disc เสนผาศูนยกลาง 5 mm ที่ฆาเชื้อแลวจุม spore suspension ของเชื้อราตัวอยาง (2x108 
สปอรตอมิลลิลิตร) แลววางลงบนแผลที่ทําไว เชื้อละ 2 ผล นําสมที่ปลูกเชื้อแลวไปวางใน moist chamber ที่อุณหภูมิหอง 
(25+2 °ซ.) ตรวจสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคทุกวันเปนเวลา 14 วัน 
2. การระบุชนิดของเช้ือรากอโรค        

 นําเชื้อราตัวอยางที่กอโรคราเขียวบนผลสมมาเพาะลงบนจานอาหาร potato dextrose agar (PDA) บมไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน จากนั้นนําเสนใยบริเวณขอบโคโลนีไปทํา wet mount เพื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน จําแนก
เชื้อราในระดับจีนัสโดยใช  Key to genera producing penicilli (Pitt & Hocking, 1997) และระบุชนิดของเชื้อรากอโรคนั้นโดย
อาศัยลักษณะและขนาดของโคโลนีบนจานอาหาร Czapek yeast extract agar (CYA) และ malt extract agar (MEA) รวมถึง
ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนโดยใช Key to subgenera of Penicillium และ Key to Penicillium subgen. Penicillium 
species (Pitt & Hocking, 1997) 
3. การแยกเชื้อจุลินทรียจากผิวของผลสม  

ลางผลสม (สายพันธุฟรีมองต ผิวทอง โอเชี่ยน และสายน้ําผ้ึง) ดวยน้ําไหล แลวนําไปใสลงในบีกเกอรซึ่งมีน้ํากลั่น
ปริมาตร 200 ml นําบีกเกอรไปวางใน ultrasonic bath (Branson 2210) เพื่อแยกเชื้อจุลินทรียจากผิวของผลสมเปนเวลา 10 
นาที ใชปเปตดูดสารละลายในบีกเกอรไปหยดลงบนจานอาหาร PDA แลวกระจายเชื้อดวยวิธี Spread plate บมไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 24-48 ชั่วโมง นําโคโลนีที่มีลักษณะของโคโลนีตางกันไป restreak จนไดเชื้อบริสุทธิ์ เก็บเปน stock 
cultures     
4. การคัดเลือกเชื้อจุลินทรียที่เปนปฏิปกษตอเชื้อรากอโรค  
Primary screening 

ใช cotton swab จุม spore suspension ของเชื้อรากอโรค แลวนําไป swab บนจานอาหาร PDA  ขีดตารางบนกน
จานเพาะเชื้อใหมีชองสําหรับเพาะเชื้อจุลินทรียที่มีพื้นที่เทา ๆ กัน จํานวน 9 ชองตอ 1 จานดวยปากกาเขียนแกว  แตะเชื้อลงบน
อาหารตรงจุดกึ่งกลางของชองที่ขีดไวชองละ 1 เชื้อ ทําซ้ําเชื้อละ 3 จาน  นําจานอาหารไปบมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน  
ตรวจสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อรากอโรค โดยดูวามีการสรางวงใสหรือไม 
Secondary screening 

นําเชื้อจุลินทรียที่ใหวงใสไปทดสอบเพื่อยืนยันผลการยับยั้งอีกครั้งโดยการเพาะเชื้อแตละไอโซเลทจํานวน 3 จุด 
บนจานอาหาร PDA หลังจาก spread ดวย spore suspension ของ Penicillium sp. แลว  ทําซ้ํา 2 จาน  นําจานอาหารไปบม
ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน ตรวจสอบการเกิดวงใสรอบโคโลนี หากมีวงใสเกิดขึ้นครบแสดงวาเชื้อจุลินทรียดังกลาวเปน 
จุลินทรียปฏิปกษ  วัดขนาดเสนผาศูนยกลางของวงใสที่เกิดขึ้นทั้ง 6 วง   แลวนําไปหาคาเฉลี่ย   
5. การระบุชนิดของเช้ือจุลินทรยีปฏิปกษที่ใหขนาดของวงใสกวางที่สุด  

นําเชื้อจุลินทรียที่ใหขนาดเสนผาศูนยกลางเฉลี่ยของวงใสกวางที่สุดมาระบุชนิด โดยการตรวจสอบลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา (ขนาด สี ลักษณะเกี่ยวกับแสง และลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน เมื่อยอมและไมยอมสีแกรม) จําแนก
เชื้อจุลินทรียในระดับจีนัส โดยอาศัยลักษณะการติดสีกรัม รูปรางของเซลล การมีหรือไมมีเอนโดสปอร  รวมกับ Key to genera 
of endosporeforming bacteria (Norris et al., 1981) จากนั้นนําเชื้อมาทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี (Catalase test, 
Voges-Proskauer test (VP-test), Acid from D-glucose, D-xylose และ D-mannitol, Gas from D-glucose, Hydrolysis of 
starch, Utilization of citrate, Nitrate reduced to nitrite, Formation of indole, Growth at 50  55 และ 65 °ซ.) แลวนําผลที่
ไดมาใชในการระบุชนิดของจุลินทรียปฏิปกษโดยอาศัย Key to Bacillus species (Sneath et  al., 1996)  
 

ผล 
1. การทดสอบความสามารถในการทําใหเกดิโรคของเชื้อราตัวอยาง 
 เชื้อราตัวอยาง P1 เทานั้นที่สามารถทําใหเกิดโรคราเขียวบนผลสมได โดยอาการของโรคในชวงสัปดาหแรก เชื้อราจะ
สรางเสนใยสีขาวเปนจุดๆ รอบบริเวณแผล ในสัปดาหที่สองเชื้อราจะสรางสปอรสีเขียวเทาบนเสนใย ทําใหเห็นขอบของโคโลนีที่
เปนเสนใยไมชัดเจน   
2. การระบุชนิดของเช้ือรากอโรค 



94 การแยกและคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย ปที่ 34 ฉบับที่ 4-6 (พิเศษ) กรกฎาคม-ธันวาคม 2546 ว. วิทยาศาสตรเกษตร 

โคโลนีของเชื้อรากอโรค P1 บน PDA  มีผิวราบ คอนขางละเอียด โคโลนีอายุ 7 วัน บน CYA มีขนาด 38 มิลลิเมตร 
ผิวเปนรองลึกตามแนวรัศมี สําหรับโคโลนีอายุ 7 วัน บน MEA นั้น มีขนาด 37 มิลลิเมตร ผิวเปนรองตื้นๆ โคโลนีแผออกเปนวง              
จากการศึกษาภายใตกลองจุลทรรศนพบวาเชื้อนี้มีการสราง penicilli ผนังของ stipes ขรุขระ สรางโคนิเดียรูปรางกลม ขนาด 
4.5 μm phialides มีขนาด 12.2 μm  เมื่อนําไปจําแนกในระดับจีนัสพบวาเปนเชื้อราในจีนัส Penicillium แตไมสามารถระบุ
ชนิดไดเนื่องจากยังมีขอมูลไมเพียงพอ 
3. การแยกเชื้อจุลินทรียจากผิวของผลสม 

แยกเชื้อจุลินทรียไดทั้งหมด 87 ไอโซเลท โดยแยกไดจากสมสายพันธุฟรีมองต 10 ไอโซเลท ผิวทอง 37 ไอโซเลท  
สายน้ําผ้ึง 24 ไอโซเลท และโอเชี่ยน 16 ไอโซเลท   
4. การคัดเลือกเชื้อจุลินทรียที่เปนปฏิปกษตอเชื้อรากอโรค 
 เชื้อจุลินทรียจํานวน 11 ไอโซเลท ไดแก FPL3, GPL2, GPL8, GPL10, GPL15, GPL23, HPL2, HPL8, OPL1, 
OPL2 และ OPL7 สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรากอโรคดังกลาวได โดยใหวงใสขนาดตางๆ กัน เชื้อจุลินทรียไอโซเลท 
GPL10 ใหวงใสที่มีขนาดเสนผาศูนยกลางเฉลี่ยกวางที่สุด มีขนาดเทากับ 33.7 มิลลิเมตร (Figure 1 และ Table 1)    
 
  
 
 
 
 
 
 
Figure 1 The growth inhibition of GPL10 on Penicillium sp. P1 on PDA plate at an ambient temperature for 7 days.     
 
Table 1 The clear zone diameter of 11 microbial isolates after dual cultivation with Penicillium sp. P1.    

Isolates FPL3 GPL2 GPL4 GPL5 GPL7 GPL10 HPL2 HPL8 OPL1 OPL2 OPL7 
Ø (mm) 9.2 9.8 9.2 22.0 6.0 33.7 9.8 14.8 12.2 10.2 15.0 

 
5. การระบุชนิดของเช้ือจุลินทรยีปฏิปกษที่ใหขนาดของวงใสกวางที่สุด 
 เชื้อจุลินทรียไอโซเลท GPL10 มีขนาดของโคโลนีประมาณ 3 มิลลิเมตร ไมมีสี โปรงแสง (translucent) เมื่อสอง
ภายใตกลองจุลทรรศนพบวาเปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปแทง ขนาดประมาณ 1.5 μm สรางเอนโดสปอร สําหรับการศึกษา
คุณสมบัติทางชีวเคมีพบวาใหผลบวกกับ Catalase test, Voges-Proskauer test, Acid from D-glucose, D-mannitol, 
Hydrolysis of strarch, Utilization of citrate, Nitrate reduced to nitrite และ Growth at 50 °ซ. และใหผลลบกับการทดสอบ 
Acid from D-xylose, Gas from D-glucose, Formation of indole และ Growth at 55  55 and 65 °ซ. ใชคุณสมบัติการสราง
เอนโดสปอรและการใหผลบวกตอ Catalase test ในการจําแนกระดับจีนัสโดยใชคียสําหรับแบคทีเรียในจีนัสที่สราง
เอนโดสปอร พบวา เปนแบคทีเรียในจีนัส Bacillus แตไมสามารถระบุไดวาเปนแบคทีเรียชนิดใด เนื่องจากไมมีคุณสมบัติที่
เหมือนกับแบคทีเรียตัวใดใน Key to Bacillus species (Sneath et al., 1996) อยางครบถวน 

 
วิจารณ 

 เชื้อราตัวอยาง P1 สามารถกอโรคราเขียวในผลสมได เชื้อราดังกลาวอยูในจีนัส Penicillium  และมีลักษณะ
บางประการที่แตกตางไปจากลักษณะของเชื้อรา P. digitatum  ซึ่งเปนเชื้อราสาเหตุโรคราเขียวที่ Pitt & Hocking (1997)             
ไดรายงานไว อีกทั้งลักษณะอาการของโรคที่เกิดจากเชื้อรา Penicillium sp. P1 ก็แตกตางจากอาการที่เกิดจากเชื้อรา P. digitatum  
อยางไรก็ตาม ยังไมสามารถระบุชนิดของเชื้อราดังกลาวได เนื่องจากยังไมขอมูลไมเพียงพอ โดยตองศึกษาลักษณะและขนาด
ของโคโลนีบนอาหารจําเพาะ ไดแก 25% glycerol nitrate agar (G25N) และ neutral creatine sucrose agar (CSN)  เชื้อรา 
Penicillium sp. P1 มีความสามารถในการทําใหเกิดโรคสูง เพราะแมจะไมไดทําใหสมช้ําโดยการโยนหรือทุบสมกอนปลูกเชื้อ
ตามวิธีของสาริณี (2545) แตก็สามารถทําใหเกิดโรคได 



ว. วิทยาศาสตรเกษตร ปที่ 34 ฉบับที่ 4-6 (พิเศษ) กรกฎาคม-ธันวาคม 2546 การแยกและคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย 95 

เชื้อที่แยกไดจํานวน 11 ไอโซเลท สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรากอโรค Penicillium sp. P1 บนจานอาหารได    
โดยพบวาเชื้อจุลินทรียไอโซเลท GPL10 ใหวงใสที่มีขนาดเสนผาศูนยกลางเฉลี่ยกวางที่สุด  อยางไรก็ตาม ควรนําเชื้อจุลินทรีย
ทั้ง 11 ไอโซเลท ไปศึกษาในขั้นตอไป เนื่องจากการวิจัยนี้มีจุดมุงหมายเพียงเพื่อคัดเลือกจุลินทรียปฏิปกษ และวิธี spot test     
ที่ใชในการวิจัยครั้งนี้ก็เปนเพียงวิธีการทดสอบเบื้องตน ซึ่งปริมาณเชื้อที่ใชทดสอบในแตละจุดนั้นไมเทากัน  อยางไรก็ตาม 
เชื้อจุลินทรียเหลานี้เปนเชื้อจุลินทรียที่นาสนใจเปนอยางมาก เนื่องจากมีความทนทานตอแรงดันออสโมติกและคลื่นเสียงความถี่สูง 
โดยจะเห็นไดจากการวิจัยนี้ ซึ่งแยกเชื้อจุลินทรียจากผิวของผลสมในน้ํากลั่น วธิีนี้ไดดัดแปลงมาจากวิธีของ Vinas et al. 
(1997) ซึ่งแยกเชื้อจุลินทรียในสารละลายบัฟเฟอร 
 เชื้อจุลินทรียไอโซเลท GPL10 เปนแบคทีเรียในจีนัส Bacillus แตยังไมสามารถระบุชนิดได เนื่องจากไมมีคุณสมบัติ   
ที่เหมือนกับแบคทีเรียตัวใดใน Key to Bacillus species (Sneath et al., 1996) อยางครบถวน  อยางไรก็ตาม เชื้อจุลินทรีย
ดังกลาวมีคุณสมบัติคลาย B. subtilis มากที่สุด  
 

สรุป 
จากการวิจัย แยกเชื้อจุลินทรียจากผิวของผลสมได 87 ไอโซเลท และมี 11 ไอโซเลท ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ   

เชื้อรา Pencillium sp. P1 ซึ่งแยกจากผิวของผลสมที่เปนโรคราเขียวไดโดยการใหวงใส  เมื่อนําเชื้อจุลินทรียปฏิปกษ GPL10 
ซึ่งแยกไดจากสมสายพันธุผิวทอง ที่ใหขนาดเสนผาศูนยกลางเฉลี่ยของวงใสกวางที่สุดเทากับ 33.7 มิลลิเมตร มาตรวจสอบ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมี พบวาเปนแบคทีเรียในจีนัส Bacillus และมีคุณสมบัติคลายคลึงกับ
แบคทีเรีย B. brevis มากที่สุด 
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