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Abstract 
Banana anthracnose disease caused by the fungus Colletotrichum musae, is one of important diseases 

causing damage to banana production worldwide. Various methods for control of this disease were previously 
reported. Culture filtrates of 4 selected fungi were used for control of this disease to reduce the use of chemical 
fungicides. Four fungal culture filtrates obtained from Phomopsis WYJ1, Phomopsis 07, Phomopsis C13 and 
Rhizoctonia DSW1, isolated from durian seedlings were investigated on disease severity and spore germination 
as well as germ tube growth of the pathogen. The results revealed that the culture filtrate of Phomopsis WYJ1 
displayed the highest efficiency on reduction of disease severity at 75.0%, followed by culture filtrates of 
Rhizoctonia DSW1 (44.9%) and Phomopsis 07 (38.6%). In addition, the culture filtrate of Phomopsis WYJ1could 
inhibit spore germination and germ tube elongation of C. musae on water agar at 19.4 and 46.6%, respectively. 
Furthermore, bioassay of antifungal compounds by the WYJ1 culture filtrate was conducted on TLC plate sprayed 
with the indicator fungus, Cladosporium oxysporum. It was found that appearance of inhibition zone in longitudinal 
shape was at retention factor (Rf) of 0.08-0.96. 
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บทคัดยอ 

โรคแอนแทรคโนสของกลวย มีสาเหตุจากเช้ือรา Colletotrichum musae เปนโรคหน่ึงที่ทําความเสียหายตอกลวยทั่ว
โลก มีรายงานการใชวิธีตางๆ ในการควบคุมโรคนี้มากอน ในการศึกษาคร้ังนี้ ไดทดลองนํา culture filtrate จากเช้ือราท่ีคัดเลือก
มาใชควบคุมการเกิดโรคเพื่อลดการใชสารเคมีใหนอยลง โดยนํา culture filtrate ของเช้ือรา 4 ชนิด ไดแก Phomopsis WYJ1, 
Phomopsis 07,  Phomopsis C13 และ Rhizoctonia DSW1 ซึ่งแยกไดจากตนกลาทุเรียน พบวา culture filtrate จากเช้ือรา 
Phomopsis WYJ1 มีประสิทธิภาพในการลดความรุนแรงของโรคไดดีที่สุดถึง 75.0% รองลงมาคือจากเชื้อรา Rhizoctonia 
DSW1 (44.9%) และ Phomopsis 07 (38.6%) นอกจากนั้น culture filtrate ของเช้ือรา Phomopsis WYJ1 ยังสามารถยับย้ัง
การงอกของสปอรและลดการเจริญจากปลายเสนใขของเช้ือรา C. musae บนอาหาร water agar ได 19.4 และ 46.6% 
ตามลําดับ  ย่ิงไปกวานั้น เม่ือทําการศึกษาการมีคุณสมบัติในการยับย้ังการเจริญของเชื้อราของ culture filtrate จากเช้ือรา 
Phomopsis WYJ1 โดยวิธี bioassay บนแผน TLC ซึ่งใชเช้ือรา Cladosporium oxysporum เปนเช้ือทดสอบ พบวา บนแผน 
TLC ปรากฏบริเวณยับย้ังเปนชวงกวาง โดยมีคา retention factor (Rf) อยูในชวง 0.08-0.96 
คําสําคัญ: Colletotrichum musae, โรคแอนแทรคโนสของกลวย, สารสกัดจากเช้ือรา 

 
คํานํา 

ในระยะเวลาหลายปที่ผานมา มีเช้ือราหลายชนิดที่ถูกนํามาใชในการควบคุมโรคพืชทั้งในสภาพแปลงปลูกและหลัง
การเก็บเก่ียว โดยเช้ือราดังกลาวจะตองมีคุณสมบัติในการยับย้ังการเจริญของเชื้อจุลินทรียสาเหตุโรคทั้งทางตรงและทางออม 
หรืออยางใดอยางหนึ่ง ซึ่งหนึ่งในกลไกของการควบคุมโรคของเชื้อราดังกลาว คือ การสรางสารทุติยภูมิที่มีฤทธิ์ยับย้ังการเจริญ
ของเช้ือราสาเหตุโรค และในปจจุบันสารประกอบดังกลาวถูกนํามาใชควบคุมโรคพืชกันอยางแพรหลาย เนื่องจากมีความ
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ปลอดภัยตอพืชกวาการใชเซลลของเช้ือจุลินทรียโดยตรง ซึ่งอาจจะมีโอกาสพัฒนากอใหเกิดโรคไดในอนาคต รวมทั้งการใชสาร
ทุติยภูมิในผลิตผลหลังการเก็บเก่ียว จะไมกอใหเกิดความเส่ียงในการตรวจพบเซลลของเช้ือจุลินทรียในผลิตผล ซึ่งจะเปนการ
ปองกันการปนเปอนของจุลินทรียได การนําสารทุติยภูมิจากเช้ือจุลินทรียมาควบคุมโรคหลังการเก็บเก่ียวนี้ กําลังไดรับความ
นิยมกันอยางแพรหลาย ทั้งจากเช้ือยีสต (Tongsri and Sangchote, 2009) เช้ือแบคทีเรีย (Haggag and El Soud, 2012) และ
เช้ือรา (Mishra et al., 2011)  ซึ่งในงานวิจัยคร้ังนี้ไดทดลองนํา culture filtrate จากเช้ือราบางชนิดที่แยกไดจากตนกลาทุเรียน
พันธุหมอนทองมาควบคุมโรคแอนแทรคโนสของกลวยหอมทอง เพื่อคัดเลือกประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเบ้ืองตน อันจะ
กอใหเกิดการพัฒนาเปนผลิตภัณฑที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคหลังการเก็บเก่ียวตอไป 

 
อุปกรณและวิธีการ 

1. ผลของ culture filtrate ตอการเกิดโรคแอนแทรคโนสบนผลกลวยหอมทอง 
เตรียม culture filtrate ของเช้ือรา 4 ชนิด ไดแก Phomopsis WYJ1, Phomopsis 07,  Phomopsis C13 และ 

Rhizoctonia DSW1 ที่แยกไดจากตนกลาทุเรียน โดยเล้ียงเช้ือในอาหารเหลว half potato dextrose broth (half PDB) ที่บรรจุ
ในขวดรูปชมพู และบมเชื้อไวเปนเวลา 30 วันที่อุณหภูมิหอง (25-32ºC) จากนั้นกรองเอา culture filtrate มาพนลงบนผลกลวย
ที่ระยะแก 80% (ตัดออกจากหวีเปนผลเด่ียว) โดยใช airbrush (BADGER AIR-BRUSH™, U.S.A.) แลวจึงปลูกเช้ือดวยการ
พน spore suspension ของเช้ือรา C. musae ที่ความเขมขน 105 สปอรตอมิลลิลิตร ตามลงไป ทําการทดลอง 3 ซ้ําๆ ละ 10 
ผล บมเชื้อบนผลกลวยในถุงพลาสติกช้ืนเปนเวลา 24 ชั่วโมง เปดถุงออก และบมตออีกเปนเวลา 5 วัน ประเมินความรุนแรงของ
โรคเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (พนดวยอาหาร half PDB) 
 
2. ผลของ culture filtrate ตอการงอกของสปอรเช้ือราสาเหตุโรค เตรียมสปอรของเชื้อรา C. musae จากกลุม
สปอรที่เจริญบนแผลของผลกลวยที่ผานการปลูกเช้ือแลวเปนเวลา 10 วัน โดยใชสารละลาย 0.85% NaCl ที่ผานการฆาเช้ือ ชะ
ลางใหเปน spore suspension  จากนั้นนํามาหมุนเหวี่ยงที่ 3,000 rpm เปนเวลา 5 นาที เก็บสปอรที่ตกตะกอน และเท culture 
filtrate ลงไปใหทวม ทิ้งไวเปนเวลา 12 ชั่วโมง ดูด spore suspension ปริมาตร 20 ไมโครลิตร มาเกล่ียบนผิวหนาอาหาร 
water agar (WA) ใหทั่ว บมไวเปนเวลา 6 ชั่วโมง บันทึกเปอรเซ็นตการงอกของสปอร และความยาวของ germ tube โดยสุม
นับจาก 400 สปอร 
 
3. การทดสอบ bioassay ของสารสกัดจาก culture filtrate บนแผน Thin Layer Chromatography (TLC) 
 เตรียมสารสกัด culture filtrate ตามวิธีการของ Chirawut (2005) และ load สารสกัดบนแผน TLC จากนั้นนํามา run 
ใน mobile phase (dichloromethane : methanol, 49 : 1 v/v) พน spore suspension ของเช้ือรา Cladosporium 
oxysporum ซึ่งเปน indicator fungus (สปอรมีสีเขม ทําใหเห็นบริเวณยับย้ังชัดเจนกวาการใชเช้ือรา C. musae) ลงบนแผน 
TLC บมไวในกลองพลาสติกช้ืนเปนเวลา 3 วัน และฆาเช้ือดวยแสง UV เปนเวลา 30 นาที คํานวณคา retention factor (Rf) 
ของบริเวณยับย้ัง (inhibition zone) จากสูตรดังนี้ Rf = ระยะทางเคล่ือนที่ของสารออกฤทธิ์ 

ระยะทางเคล่ือนที่ของตัวทําละลาย 
 

ผล 
จากการนํา culture filtrate ของเช้ือรา 4 ชนิดมาควบคุมโรคแอนแทรคโนสของกลวยหอมทอง พบวา culture filtrate 

ของเช้ือรา Phomopsis WYJ1 สามารถลดความรุนแรงของโรคไดมากที่สุดถึง 75.0% รองลงมาคือ culture filtrate ของเช้ือรา 
Rhizoctonia DSW1 และ Phomopsis 07 โดยสามารถลดความรุนแรงของโรคได 44.9 และ 38.6% ตามลําดับ (Table 1)  
และ culture filtrate ของเช้ือรา Phomopsis WYJ1 ยังสามารถลดการงอกของสปอรของเช้ือราสาเหตุโรคไดสูงที่สุดถึง 19.4% 
(Table 2) และลดความยาวของ germ tube ได 46.6% (Table 3)  ย่ิงไปกวานั้น สารสกัดจาก culture filtrate ของเช้ือรา 
Phomopsis WYJ1 ไดแสดงบริเวณยับย้ัง (inhibition zone) การเจริญของเชื้อรา Cladosporium oxysporum เปนบริเวณ
กวาง ต้ังแต retention factor (Rf) ที่ 0.08 – 0.96 บนแผน TLC (Figure 1) นั่นแสดงถึงใน culture filtrate ของเช้ือรานาจะมี
สารประกอบที่มีคุณสมบัติยับย้ังการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคไดมากกวา 1 ชนิด 
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Table 1  Comparing efficiency of four culture filtrates of selected fungi on controlling anthracnose disease of 
banana caused by Colletotrichum musae 

Fungal culture filtrates Disease severity (%) Reduction of disease severity (%)
Half PDB (control) 23.6 - 
Phomopsis WYJ1 5.9 75.0 a1 
Phomopsis 07 14.5 38.6 bc 
Phomopsis C13 16.4 30.5 c 
Rhizoctonia DSW1 13.0 44.9 b 
1 Means followed by different letters are significant difference (P=0.05), according to DMRT 
CV = 0.43% 

 
Table 2  Efficacy of four fungal culture filtrates on water agar inhibition of spore germination of Colletotrichum 

musae 
Fungal culture filtrates Spore germination (%) Reduction of spore germination (%)
Half PDB (control) 89.0 - 
Phomopsis WYJ1 71.7 19.4 a1 
Phomopsis 07 85.7 3.7 c 
Phomopsis C13 82.0 7.9 b 
Rhizoctonia DSW1 80.0 9.3 b 
1 Means followed by different letters are significant difference (P=0.05), according to DMRT 
CV = 0.08% 

 
Table 3  Efficacy of four fungal culture filtrates on reduction of germ tube elongation  of Colletotrichum musae  

Fungal culture filtrates Germ tube elongation (μm) Reduction of germ tube elongation (%)
Half PDB (control) 5.94 - 
Phomopsis WYJ1 3.17 46.6 a1 
Phomopsis 07 4.99 16.0 d 
Phomopsis C13 4.13 30.5 b 
Rhizoctonia DSW1 4.68 21.2 c 
1 Means followed by different letters are significant difference (P=0.05), according to DMRT 
CV = 0.22% 
 
 
 
                                                                                           
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Rf =  0.08-0.96 

Figure 1 Wide range value of inhibition zone (circled) 
observed by spraying of indicator fungus 
Cladosporium oxysporum on crude extract of 
Phomopsis WYJ1culture filtrate (solvent system 
- dichloromethane : methanol, 98 : 2 v/v) 
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วิจารณผล 
Culture filtrate ของเช้ือราท้ัง 4 ชนิดสามารถลดความรุนแรงของโรคแอนแทรคโนสบนกลวยหอมทองไดมากกวา 

30% โดยสารประกอบบางชนิดใน culture filtrate มีคุณสมบัติยับย้ังการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคไดโดยตรง ซึ่ง Adelin et al. 
(2011) และ Nithya and Muthumary (2011) รายงานวาเช้ือรา Phomopsis spp. สามารถผลิตสารในกลุม terpenes และ 
polyketides ที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของเชื้อแบคทีเรียได สอดคลองกับรายงานของ Chapla et al. (2014) ที่
พบวาเช้ือรา Phomipsis spp. ผลิตสารในกลุม cytochalasin ที่มีคุณสมบัติยับย้ังการเจริญของเชื้อราหลายชนิด โดยทั่วไปแลว 
culture filtrate ของเช้ือจุลินทรียชนิดหนึ่งๆ ที่สามารถลดการเกิดโรคในพืชไดนั้น มักจะมีสวนประกอบของสารทุติยภูมิซึ่งเปน
สารออกฤทธิ์มากกวาหนึ่งชนิดเสมอ ดังเชนจากรายงานของ Takesako et al. (1993) สารปฏิชีวนะท่ีผลิตโดยเชื้อยีสต 
Aureobasidium pullulans คือ  Aureobasidin A สามารถยับย้ังการงอกของสปอรเช้ือราไดหลายชนิด ซึ่งตอมา Tongsri 
(2010) ไดรายงานวาเช้ือยีสตดังกลาวผลิตสารในกลุม alkaloids คือ tryptophol มีคุณสมบัติยับย้ังการงอกของสปอรของเช้ือ
ราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของกลวยหอมไดอยางมีประสิทธิภาพ ซึ่งสงผลใหสามารถลดความรุนแรงของโรคไดถึง 80% แต
สารดังกลาวไมคอยมีความคงทนตอความรอน  นอกจากนั้นใน culture filtrate จากจุลินทรียบางชนิด มักมีสารทุติยภูมิอีกกลุม
หนึ่ง คือ เอนไซม เชน chitinase หรือ glucanase ซึ่งชวยยอยผนังเซลลของเช้ือสาเหตุโรค จึงทําใหลดความสามารถในการกอ
โรคลงได (Chanchaichaovivat et al., 2008)  รวมทั้งสารบางชนิดใน culture filtrate มีคุณสมบัติในการควบคุมโรคพืช
ทางออม โดยชักนําใหพืชเกิดความตานทานตอเช้ือ (Tongsri, 2010)  ซึ่งจะไดทําการถึงศึกษาคุณสมบัติอื่นๆ ของ culture 
filtrate  และวิเคราะหหาชนิดของสารออกฤทธิ์ รวมถึงพัฒนาเปนผลิตภัณฑที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคพืชตอไป  

 
สรุป 

การทดสอบ culture filtrates จากเช้ือรา 4 ชนิด พบวา  Phomopsis WYJ1 สามารถยับย้ังการเกิดโรคแอนแทรคโน
สบนผลกลวยหอมทองไดดีที่สุด รวมทั้งสามารถยับย้ังการงอกของสปอรและการเจริญของ germ tube ของเช้ือรา C. musae 
ไดเปนเปอรเซ็นตสูงกวาชนิดอื่น และจากการแยกสารออกฤทธิ์ใน culture filtrate ของเช้ือราดังกลาวดวย TLC และพนสปอร
แขวนลอยของ C. oxysporum  ปรากฏบริเวณยับย้ัง (inhibition zone) เปนบริเวณกวาง ต้ังแต Rf ที่ 0.08-0.96  
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