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บทคัดย่อ 
 

 โรคราสเีทาเป็นโรคก่อให้เกิดความเสยีหายอยา่งมากตอ่องุ่น งานวิจยันีท้ าการคดัเลอืกและทดสอบประสทิธิภาพของ
ยีสต์ปฏิปักษ์ในการควบคมุโรคราสเีทาของผลองุ่นท่ีเกิดจาก Botrytis cinerea จากการทดสอบยีสต์จ านวน 20 ไอโซเลตที่แยก
ได้จากผวิของผลองุ่นสกุพนัธุ์คาร์ดินลั พบวา่ยีสต์ไอโซเลต B-603 มีประสทิธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา              
B. cinerea ได้ 64.9±3.2 % ด้วยวธีิ Dual culture ซึง่สงูกวา่ยสีต์ไอโซเลตอื่นอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ เมื่อน ายีสต์ไอโซเลต              
B-603 ไปทดสอบประสทิธิภาพในการควบคมุเชือ้รา B. cinerea บนผลองุ่นพนัธุ์คาร์ดินลัพบวา่เซลล์แขวนลอยยีสต์ไอโซเลต             
B-603 ทีค่วามเข้มข้น 1×106, 1×107 และ1×108 เซลล์/มิลลลิติร สามารถยบัยัง้การเกิดโรคราสเีทาบนผลองุ่นได้ 100 %                
เมื่อเทยีบกบักรรมวิธีควบคมุ และเมื่อท าการนบัจ านวนจลุนิทรีย์ที่รอดชีวิตพบวา่ยีสต์ปฏิปักษ์มีจ านวนเพิม่ขึน้จากยีสต์ปฏิปักษ์
ทีใ่ช้ 1×106 และ 1×107เซลล์/มลิลลิติร ในขณะท่ีจ านวนยีสต์ปฏิปักษ์ลดจ านวนลงเมื่อใช้เซลล์แขวนลอยยีสต์ 1×108 เซลล์/
มิลลลิติร ในขณะท่ีไมพ่บเชือ้รา B. cinerea บนผลองุ่นท่ีถกูควบคมุด้วยยีสต์ปฏิปักษ์ 
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Abstract 
 

 Gray mold rot is a destructive disease to postharvest grape. Biological control is an alternative way to 
reduce the problems from using synthetic fungicides. This research aimed to study the effectiveness of antagonistic 
yeasts in controlling gray mold rot disease caused by Botrytis cinerea in postharvest grape. Twenty isolates of yeast 
were isolated from peel of grave cv. Cardinal. Among them, yeast isolate B-603 had significantly highest inhibitory 
effect 64.9±3.2% to B. cinerea in dual culture on PDA. Yeast isolate B-603 was tested for controlling B. cinerea in 
postharvest grape cv. Cardinal. It was found that isolate B-603 at 1×106, 1×107 and 1×108 cells/ml could completely 
control (100%) the gray mold disease compared to the control. For the numbers of antagonistic yeast and pathogen 
on the surface of grape berries, yeast isolate B-603 was increased their populations when it was applied at 1×106 

and 1×107 cells/ml. However, the numbers of antagonistic yeast were decreased when using the concentration at 
1×108 cells/ml. In addition, B. cinerea was not found on grape berries applying with all concentrations of 
antagonistic yeast isolate B-603.  
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บทน า 

องุ่น (Vitis vinifera) เป็นผลไม้เศรษฐกิจชนิดหนึ่งที่ปลกูเชิงการค้าในรูปของการทานผลสด ใช้ท าไวน์ และยงัมีการ
ปลกูในเชิงส่งเสริมการท่องเที่ยวในหลายพืน้ที่ของประเทศไทย แต่องุ่นเป็นพืชที่ได้รับความเสียหายทางเศรษฐกิจจากโรค             
หลงัการเก็บเก่ียวสงูมาก โดยเฉพาะโรคราสีเทาที่เกิดจาก Botrytis cinerea (Jacometti et al., 2010) วิธีการควบคุมใช้สาร
ก าจดัเชือ้ราสงัเคราะห์ เช่น benzimidazole และ dicarboximide อาจมีอนัตรายตอ่สขุภาพของทัง้เกษตรกรและผู้บริโภค และ
ยงัอาจท าให้เชือ้เกิดการดือ้ยาอีกด้วย (Leroux, 2007) การควบคมุทางชีวภาพโดยจลุินทรีย์ปฏิปักษ์จึงเป็นมาตรการทางเลือก
ที่มีความปลอดภยัโดยเฉพาะการใช้ยสีต์ปฏิปักษ์มคีวามนา่สนใจในการน ามาเป็นเชือ้ปฏิปักษ์ในการควบคมุโรคพืช เนื่องจากมี
จุดเด่นที่เหนือกว่าจุลินทรีย์อื่นหลายประการ เช่น ยีสต์ปฏิปักษ์สามารถมีชีวิตอยูท่ี่ผิวของผลิตผลที่แห้งได้เป็นระยะเวลานาน
และสร้างสาร polysaccharides ออกมานอกเซลล์ เพื่อช่วยด้านความอยู่รอดของตวัเองในรูปของ การสร้าง biofilm ป้องกนั
การเจริญและการงอกของสปอร์เชือ้ราชนิดอื่น ๆ และเข้าครอบครองพืน้ท่ีบนผิวพืชท าให้ยีสต์ปฏิปักษ์ใช้อาหารได้อยา่งรวดเร็ว 
และเพิ่มจ านวนเร็วขึน้และยงัสามารถต้านทานต่อสารก าจดัศตัรูพืชอีกด้วย (Liu et al, 2010 : Liu et al., 2013) นอกจากนี ้   
ยีสต์ปฏิปักษ์บางชนิดยงัสร้างสารระเหยบางชนิดท่ีออกฤทธ์ิในการท าลายเชือ้ราก่อโรคอีกด้วย (Spadaro and Droby, 2016) 
จากคณุลกัษณะดงักลา่ว ยีสต์จึงเป็นเชือ้จลุนิทรีย์ที่มีศกัยภาพในการน ามาใช้ในการควบคมุโรคหลงัเก็บเก่ียวได้  มีรายงานการ
วิจัยในการน ายีสต์ปฏิปักษ์หลายชนิดไปใช้ในการควบคุมโรคพืชได้อย่างมีประสิทธิภาพ เช่น มีรายงานว่ายีสต์ 
Leucosporidium scottii สายพนัธุ์ At17 ที่แยกจากดินในเขตแอนตาร์ติกาเป็นยีสต์ปฏิปักษ์ที่ดีในการควบคมุทางชีวภาพโรค
ราสีฟ้าและราสีเทาของแอปเปิ้ลที่เกิดจากเชือ้รา Penicillium expansum และ Botrytis cinerea ตามล าดับ (Vero et al., 
2013) และยีสต์ Ulocladium oudemansii ที่ได้รับการพฒันาเป็นชีวภณัฑ์เชิงการค้าช่ือวา่ BOTRY-ZEN® มีประสิทธิภาพการ
ควบคมุโรคช่อเน่าจากเชือ้ Botrytis ได้ดี (Calvo-Garrido et al., 2013) แต่ในสภาพอากาศร้อนชืน้ในประเทศไทยการใช้ยีสต์
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สายพนัธุ์ที่กลา่วมา อาจจะไมไ่ด้ผลในการควบคมุโรคดีเทา่ที่ควร ดงันัน้ จึงท าการคดัแยกยสีต์ปฏิปักษ์ที่เป็นทรัพยากรจลุนิทรีย์
สายพนัธุ์ท้องถ่ินของประเทศไทยเพื่อน ามาใช้ในการควบคมุโรคพืชโดยเฉพาะโรคราสีเทาในองุ่นซึง่เป็นโรคพืชที่มีความส าคญั
ตอ่การเพาะปลกูองุ่นและผลผลติองุ่นหลงัการเก็บเก่ียวของประเทศไทย อนัจะเป็นแนวทางหนึง่ในการลดการใช้สารเคมีที่ใช้ใน
การควบคมุโรคดงักลา่ว 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
การแยกเชือ้ราก่อโรค Botrytis cinerea จากผลองุ่น (ดัดแปลงจากวธีิของ Senthil et al. 2011) 

ท าการแยกเชือ้ราก่อโรคด้วยวิธี tissue transplanting จากผลองุ่นแดงพันธุ์คาร์ดินัลที่วางจ าหน่ายในตลาดนัด             
วอนนภา จงัหวดัชลบรีุ โดยเป็นองุ่นแดงที่รับซือ้มาจากแหลง่ปลกูจากพืน้ท่ีจงัหวดัราชบรีุ (ติดต่อสว่นตวั) โดยเลือกผลองุ่นที่มี
ลกัษณะของโรคผลเน่าจากราสีเทามีผลองุ่นหรือก้านองุ่นที่เกิดโรค (ลกัษณะจ าเพาะของอาการที่ผลองุ่น เร่ิมต้นของผลองุ่น
เกิดจุดสีน า้ตาลขึน้บนผล ต่อมาแผลขยายขนาด เนือ้เยื่อนิ่ม มีของเหลวไหลออกมา) ท าการแยกเชือ้ราสาเหตุจากอาการ
ดงักลา่ว โดยตดัชิน้สว่นองุ่นบริเวณที่เป็นโรคเป็นชิน้เล็กๆ ขนาดประมาณ 3×3 มิลลิเมตร จากนัน้น าชิน้สว่นพืชไปวางลงบน
อาหารเลีย้งเชือ้ Potato Dextrose Agar (PDA) บ่มที่อุณหภูมิห้อง (27±2 องศาเซลเซียส) นาน 3-4 วัน แยกเชือ้ให้บริสทุธ์ิ 
ศึกษาลกัษณะสณัฐานวิทยาของเชือ้ราที่แยกได้ตามคูม่ือลกัษณะสณัฐานวิทยาตามหลกัการจดัจ าแนกในหนงัสือ Illustrated 
Genera of Imperfect Fungi ของ Barnett and Hunter (2006) และท าการทดสอบการเกิดโรคผลเนา่จากราสเีทาตามหลกัการ 
Koch’s Pastulate ซึ่งเชือ้ราชนิดนีม้ีความจ าเพาะต่อการเกิดโรคราสีเทามากและยงัไม่มีรายงานว่าโรคนีเ้กิดจากเชือ้ราอื่น                 
จึงเช่ือมัน่ว่าเป็นเชือ้รา Botrytis cinerea ผลการทดสอบการเกิดโรคราสีเทาขององุ่นจากเชือ้ราที่แยกได้ โดยน าเชือ้ราบริสทุธ์ิ
สายพนัธุ์ที่แยกได้มาเลีย้งบนอาหาร PDA เป็นเวลา 7 วนั ท าสปอร์แขวนลอยเชือ้ราก่อโรคความเข้มข้น 1×104 1×105 1×106 
สปอร์/มิลลลิติร จากนัน้น าช่อผลองุ่นจ านวน 10 ช่อ ๆ ละ 3 ผลที่ได้ผา่นการฆา่เชือ้ที่ผิวด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรด์ 2% เป็นเวลา 
2 นาที ล้างด้วยน า้ประปา ผึ่งให้แห้งและใช้ปลายเข็มปลอดเชือ้แทงให้เกิดรอยแผลผลละ 1 รอย  มาจุ่มในสปอร์แขวนลอยแต่
ละความเข้มข้นปริมาตร 100 มิลลลิติรที่เตรียมไว้ในภาชนะปิดฝาและปราศจากเชือ้ เป็นเวลา 10 นาที โดยมีกรรมวิธีที่แช่ในน า้
กลัน่เป็นชดุควบคมุ ตรวจการเกิดโรคบนผลองุ่น  
การแยกยสีต์ปฏิปักษ์จากเปลอืกผิวของผลองุ่น (ดัดแปลงจากวิธีของ Pantelides  et al. 2015) 

น าตัวอย่างผลองุ่นพันธุ์คาร์ดินัล (Vitis vinifera cv. Cardinal) ที่วางจ าหน่ายในตลาดนัดวอนนภา จังหวัดชลบุรี            
เป็นองุ่นแดงที่มีแหลง่ปลกูจากพืน้ท่ีจงัหวดัราชบรีุที่แมค้่าผลไม้รับซือ้มาจ าหนา่ย (ติดตอ่สว่นตวั) โดยเลอืกเก็บองุ่นตวัอยา่งละ
ประมาณ 10 พวง จ านวน  4 ตวัอย่างแล้วเลือกผลองุ่นสกุที่แสดงอาการสมบรูณ์ ไม่เป็นโรคให้ได้จ านวน 20 ผล แช่ผลองุ่นใน
สารละลาย tween 20 ความเข้มข้น 0.02% ที่ปราศจากเชือ้ เขยา่ที่อณุหภมูิห้องความเร็วรอบ 150 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที 
ท าเจือจางด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.85% แบบ 10-fold dilution ให้ได้ค่าความเจือจาง 10-2 – 10-5 น า
สารละลายแตล่ะความเข้มข้นปริมาตร 0.1 มิลลลิติรไปเกลีย่ลงบนอาหาร Yeast Extract Peptone Dextrose Agar (YPDA) ที่
มียาปฏิชีวนะ penicillin 13 มิลลิกรัมต่อลิตร แต่ละตวัอยา่งสารละลายท า 3 ซ า้ บ่มจานอาหารเลีย้งเชือ้ที่อณุหภมูิห้อง (27±2 
องศาเซลเซียส) นาน 24-72 ชัว่โมง เลอืกโคโลนีของยีสต์ที่มีลกัษณะแตกตา่งกนัทีเ่จริญบนอาหาร YPDA และท าให้บริสทุธ์ิบน
อาหาร YPDA เก็บเชือ้บริสทุธ์ิท่ี 4 องศาเซลเซียส จนกวา่จะน าไปทดสอบตอ่ไป 
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ทดสอบการเป็นยสีต์ปฏิปักษ์ด้วยวธีิ dual culture (ดัดแปลงจากวิธีของ Pantelides  et al. 2015) 
เลีย้งเชือ้รา B. cinerea ที่แยกได้จากรอยแผลโรคราสเีทาบนผลองุ่นบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA บม่ที่อณุหภมูิห้อง (27±2 

องศาเซลเซียส) เป็นระยะเวลา 7 วนั ท าการทดลองโดยตดัปลายเส้นใยบริเวณขอบโคโลนีด้วย cork borer ขนาดเส้นผา่น
ศนูย์กลาง 6 มิลลเิมตร น าชิน้วุ้นเชือ้ราที่ตดัมาวางตรงกลางจานอาหาร PDA ใหม ่น ายีสต์ที่แยกได้จากผวิองุ่นท่ีเลีย้งบนอาหาร 
YPDA เป็นเวลา 48 ชัว่โมงมาขีดเป็นเส้นตรงสองเส้นหา่งจากขอบจานอาหารเลีย้งเชือ้ 1.5 เซนตเิมตรโดยใช้ลวดเขี่ยเชือ้ และให้
เส้นใยของเชือ้ราอยูก่ึ่งกลางระหวา่งรอยขีดของยีสต์ทัง้สอง ซึง่รอยขีดของยีสต์หา่งจากขอบจานอาหาร PDA แตล่ะด้าน 1.5 
เซนตเิมตร บม่จานเพาะเชือ้ในท่ีมืดอณุหภมูิห้อง (27±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 7 วนั ท าการทดลอง 3 ซ า้ บนัทกึการทดลอง
โดยสงัเกตลกัษณะโคโลนีของเชือ้รา B. cinerea และวดัขนาดรัศมีของโคโลนีเชือ้ราบนอาหาร ชดุควบคมุเป็นจานอาหารเลีย้ง
เชือ้ PDA ที่เลีย้งเฉพาะเชือ้รา B. cinerea เทา่นัน้ ท าการเลอืกยีสต์ไอโซเลตที่มีประสทิธิภาพการเป็นปฏิปักษ์ที่ดีที่สดุส าหรับ
การศกึษาขัน้ตอ่ไปโดยใช้สตูรค านวณเปอร์เซ็นต์ยบัยัง้การเจริญ (Percent inhibition of radial growth : PIRG)   

  PIRG (%) =   
(𝑅1−𝑅2)×100

𝑅1
 ………………………….. (1) 

R1 =  ความยาวรัศมีของโคโลนีเชือ้ราสาเหตโุรคในชดุควบคมุ  R2 =  ความยาวรัศมีของโคโลนีเชือ้ราสาเหตโุรคในชดุทดสอบ 
การทดสอบประสทิธิภาพยสีต์ในการควบคุมราสีเทาในองุ่น (ดดัแปลงจากวิธีของ Qin et al. 2015 และ Senthil  
et al. 2011) 

เลือกช่อผลองุ่นพนัธุ์คาร์ดินลัที่ใกล้สกุมีขนาดเท่ากันและไม่บอบช า้หรือติดเชือ้มาท าการฆ่าเชือ้ที่ผิวด้วยโซเดียม              
ไฮโปคลอไรด์ 2% เป็นเวลา 2 นาที ล้างด้วยน า้ประปา ผึ่งให้แห้ง ใช้เข็มปลอดเชือ้แทงที่ผลองุ่นแตล่ะลกูให้ผลองุ่นเกิดจดุรอย
แผลจ านวน 1 รอย/ลกู จากนัน้เตรียมเซลล์ยีสต์โดยการเลีย้งยีสต์ไอโซเลต B-603 ที่คดัเลือกในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว YPDB 
เป็นเวลา 36 ชัว่โมง เก็บเก่ียวเซลล์ยีสต์โดยใช้เคร่ืองป่ันเหวี่ยง (centrifuge) ที่ความเร็ว 3,500 g ล้างเซลล์ยีสต์ด้วยสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.85% จ านวน 3 ครัง้ เก็บตะกอนเซลล์มาท าเป็นเซลล์แขวนลอย ปรับความเข้มข้นโดยการนบั
ด้วยเคร่ือง haemacytometer ให้ได้เซลล์แขวนลอยของยีสต์ที่ความเข้มข้น 1×106, 1×107  หรือ 1×108 เซลล์/มิลลิลิตร แต่ละ
กรรมวิธีทดลอง น าผลองุ่น 1 ช่อ แต่ละช่อมีผลองุ่น 3 ลกูที่มีไม่แสดงอาการของโรคและมีขนาดผลใกล้เคียงกนั ก าหนดให้ผล
องุ่นแต่ละลกูเป็นแต่ละหน่วยการทดลอง แช่ในเซลล์แขวนลอยของยีสต์ที่ความเข้มข้นดงักลา่ว เป็นเวลา 10 นาที ผึ่งให้แห้ง 
วางช่อผลองุ่นไว้ในกลอ่งพลาสติกที่มีฝาปิด หลงัจากนัน้ 1 วนัน าช่อผลองุ่นดงักลา่วมาจุ่มในสปอร์แขวนลอยของเชือ้ราก่อโรค 
Botrytis cinerea ความเข้มข้น 1×104 สปอร์/มิลลิลิตร ในภาชนะปิดที่มีปริมาตรสปอร์แขวนลอย 100 มิลลิลิตรเป็นเวลา 10 
นาที โดยมีกรรมวิธีที่แช่ในน า้กลัน่เป็นชดุควบคมุ โดยท ากรรมวิธีละสามซ า้ ๆ ละ 10 ช่อ วางช่อผลองุ่นไว้ในกลอ่งพลาสติกที่มี
ฝาปิด บม่ที่อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั บนัทกึพืน้ท่ีการเกิดโรคแล้วแปลงเป็นความรุนแรงของโรค โดยให้ระดบั
คะแนนการเกิดโรคตัง้แต ่0–5 โดยที่ 0 = ผลองุ่นไม่เน่า; 1 = ผลองุ่นเน่า 0-10%; 2= ผลองุ่นเน่า 11-25%; 3= ผลองุ่นเน่า 26-
50%; 4 = ผลองุ่นเนา่ 51-75% และ 5 ผลองุ่นเนา่มากกวา่ 75% และค านวณคา่เฉลีย่เปอร์เซ็นต์ความรุนแรงของโรค (Percent 
disease severity: DS) ได้จากสตูร  

   DS (%) = 
Σ(𝐶𝑖)

𝑁
 × 100      ………………………….. (2) 

  โดยที่     Ci = จ านวนผลองุ่นทีเ่กิดโรค  i = ระดบัความรุนแรงของการเกิดโรคที่ระดบั 1 ถึงระดบั 5   
   N = จ านวนผลองุ่นทัง้หมดที่ทดสอบ 



บทความวิจยั 
 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  22  (ฉบบัพิเศษ) การประชมุวิชาการระดบัชาติ “วทิยาศาสตร์วิจยั ครัง้ที่ 9” 262 

 

ท าการนบัจ านวนยีสต์ปฏิปักษ์และเชือ้รากอ่โรคบนผิวองุ่นหลงัจากบม่ 7 วนั โดยน าผลองุ่นจากแตล่ะกรรมวิธีจ านวน 
20 ผลแช่ใน Phosphate buffer ปริมาตร 100 มิลลลิติร (ดดัแปลงจาก Calvo-Garrido et al, 2013) น าไปเขยา่ที ่150 รอบ/นาที 
เป็นเวลา 20 นาที จากนัน้ท าการเจือจางทีค่วามเข้มข้น 10-1 – 10-6 น ามาเกลีย่ลงบนอาหาร YPDA แตล่ะกรรมวิธีท า 3 ซ า้             
บม่ที่อณุหภมูิห้อง (27±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 24-72 ชัว่โมงเพื่อหาปริมาณยีสต์ปฏิปักษ์ และเกลีย่บนอาหาร PDA เพื่อหา
ปริมาณราก่อโรคหลงัจากบม่ 7 วนั รายงานปริมาณเชือ้เป็น LogCFU/ผลองุ่น 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติิ   

น าข้อมลูที่ได้จากแตล่ะการทดลองน ามาวเิคราะห์คา่ความแปรปรวน (analysis of variance; ANOVA) ข้อมลูที่บนัทกึ
เป็นเปอร์เซ็นต์ต้องท าการแปลงคา่เป็น Arcsine (Arcsine transformation) ก่อนจึงน ามาวิเคราะห์คา่ ANOVA และหาความ
แตกตา่งของคา่เฉลีย่ด้วยวิธี Duncan’s multiple range test ที่ระดบั P ≤ 0.05 โดยใช้โปรแกรมการวเิคราะห์ข้อมลูส าเร็จรูป 
SPSS version 22.0 
 

ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 
ผลการแยกราก่อโรค Botrytis cinerea จากผลองุ่น 

 การแยกเชือ้ราก่อโรคราสเีทาบนผลองุ่นสกุ (ภาพท่ี 1ก) ด้วยเทคนิค Tissue transplanting เมื่อศกึษาลกัษณะทาง
สณัฐานวิทยาและการมีความจ าเพาะตอ่โรคราสเีทาในองุ่น สามารถจ าแนกได้เป็นเชือ้รา B. cinerea ในระยะแรกเชือ้รา            
มีลกัษณะโคโลนสีขีาว ตอ่มาเปลีย่นเป็นสเีทาและมีการสร้างเม็ดสเคลอโรเทีย (ภาพท่ี 1 ข) การศกึษาใต้กล้องจลุทรรศน์ พบวา่ 
โคนีเดียไมม่ีส ี ลกัษณะรูปไข ่ (ovoid) เกาะกนัเป็นกลุม่เหมือนพวงองุ่น บนก้านสัน้ ๆ ที่งอกออกมาจากก้าน conidiophore         
(ภาพท่ี 1 ค) เมื่อท าการทดสอบการเกิดโรคตาม Koch’s postulation พบวา่สามารถกอ่ให้เกิดโรคราสเีทาบนผลองุ่นได้เมื่อจุ่ม
ผลองุ่นในสารละลายสปอร์เชือ้ราตัง้แต ่1 x 104 สปอร์/มิลลิลติรขึน้ไป โดยที่ความเข้มข้นของสปอร์แขวนลอยเชือ้รา B. cinerea 
ที่เพิ่มขึน้ มีผลตอ่ความรุนแรงของโรคอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ จงึได้เลอืกความเข้มข้นของสปอร์แขวนลอยที่ 1 x 104 สปอร์/
มิลลลิติรส าหรับการทดลองในขัน้ตอ่ไป เนื่องจากมคีวามรุนแรงของโรคที่ก่อให้เกิดความเสยีหายทางเศรษฐกิจได้ 
 
ตารางที่ 1 ขนาดและเส้นผา่นศนูย์กลางรอยโรคและพืน้ท่ีรอยโรคที่ใสเ่ชือ้ B. cinerea ที่ความเข้มข้นตา่ง ๆ 

ความเข้มข้นของ B. cinerea 

(สปอร์/มิลลลิติร) 

ความรุนแรงของโรค 

 (%)1 

0 0.0±0.0d 

1×104  36.1±18.3c 

1×105  52.4±30.7b 

1×106  77.3±15.0a 
1ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงคา่เฉล่ียท่ีมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตเิม่ือวเิคราะห์ด้วย Duncan’s 

multiple range test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ีทางสถิตร้ิอยละ (P < 0.05) 
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 ภาพที่ 1  ลกัษณะโรคราสเีทาบนผลองุ่น (ก)     ลกัษณะลกัษณะโคโลนีของ Botrytis cinerea บนอาหาร PDA (ข)  
   ลกัษณะของ B. cinerea ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ก าลงัขยาย 400 เทา่ แสดงลกัษณะ conidiogenous cell  

               ขนาดใหญ่ (ค) และลกัษณะการยบัยัง้การเจริญของยสีต์ไอโซเลต B-603 ตอ่เชือ้ราก่อโรคบนอาหาร  

               PDA (ง) 

 

ค ง 

ก 
 

ข 
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การแยกยสีต์ปฏิปักษ์และทดสอบการเป็นปฏิปักษ์ต่อเชือ้ราก่อโรค 

จากการทดลองสามารถแยกยีสต์จากเปลือกผิวของผลองุ่นด้วยวิธีเกลี่ยเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ YPDA ได้ยีสต์ที่มี
ลกัษณะโคโลนีแตกต่างกนัจ านวน 20 ไอโซเลต เมื่อน ามาท าการทดสอบประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยราก่อ
โรค Botrytis cinerea โดยวิธี Dual culture บนอาหาร PDA ที่อณุหภมูิห้อง (28 ± 2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 7 วนั จากผลการ
ทดลองในตารางที่ 2 พบว่ายีสต์บางสายพันธุ์ไม่ยับยัง้เชือ้ราก่อโรค  โดยพบว่ายีสต์ปฏิปักษ์ไอโซเลต B-603 (ภาพที่ 1 ง)             
มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้ราก่อโรค B. cinerea ได้ดีที่สดุและแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเมื่อ
เทียบกบัยีสต์ไอโซเลตอื่น มีเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้การเจริญเท่ากบั 64.9±3.2 % การที่ยีสต์ไอโซเลต B-603 สามารถยบัยัง้การ
เจริญของเส้นใยราก่อโรคในจานอาหารเลีย้งเชือ้ได้ดีที่สดุนัน้น่าจะเกิดจากกลไกที่ส าคญักลไกหนึ่งของยีสต์ปฏิปักษ์คือกลไก
การแก่งแยง่สารอาหารและบริเวณพืน้ท่ีอาศยับนผิวหน้าอาหารเลีย้งเชือ้จึงท าให้โคโลนีของราก่อโรคมีขนาดเลก็ลงอยา่งเห็นได้
ชดัเจนหรือยีสต์ไอโซเลต B-603 อาจสร้าง killer toxin ออกมายบัยัง้การเจริญของเชือ้ราก่อโรค B. cinerea โดยที่กลไกทัง้สอง
นีม้ีความน่าสนใจที่จะเป็นกลไกหลกัในการควบคมุเชือ้ราก่อโรคในผลไม้หลงัการเก็บเก่ียว  ส่วนการสร้างไบโอฟิล์ม (biofilm 
formation) อาจจะมีส่วนเก่ียวข้องแต่ยงัไม่เด่นชัดมากนกัในการศึกษานี  ้ในส่วนของสมมุติฐานกลไกการแก่งแย่งแข่งขันที่
สงัเกตได้จากผลการทดลองในการศึกษานีส้อดคล้องกบัข้อมลูจากงานวิจยัอื่นที่สนบัสนนุว่ายีสต์ปฏิปักษ์มีกลไกการควบคมุ
เชือ้ราก่อโรคได้ เช่น ในกรณีของยีสต์ Pichia anomala ที่ใช้ในการควบคุมรา B. cinerea (Kwasiborski et al, 2014) ที่ได้
อธิบายว่ายีสต์ดงักลา่วมีประสิทธิภาพในการเจริญครอบครองพืน้ที่และแข่งขนัการใช้สารอาหารดีกว่ายีสต์ชนิดอื่น ๆ เช่นกนั 
สว่นกลไกการสร้าง killer toxin นบัวา่มีความนา่สนใจเป็นอยา่งมาก เนื่องจากมีรายงานผลการทดลองใช้ชีวภณัฑ์ยีสต์ปฏิปักษ์
เชิงการค้าที่วางจ าหนา่ยในเคร่ืองหมายการค้า YieldPlus® ที่มียีสต์ Candida albidus YP เป็นจลุนิทรีย์ในชีวภณัฑ์ที่น ามาใช้
ในการควบคุมโรคผลเน่าของผลแพร์ที่เกิดจากเชือ้รา B. cinerea ในประเทศแถบลาตินอเมริกา ไม่มีคุณสมบตัิในการสร้าง 
killer toxin แต่มีกลไกการสร้างสารระเหยเป็นหลกั (Lutz et al, 2013) ดงันัน้ จึงน่าที่จะท าการศึกษาถึงกลไกการสร้าง killer 
toxin ของยีสต์ไอโซเลต B-603 หากพบว่าเป็นกลไกหลกัในการควบคุมเชือ้ราก่อโรค B. cinerea ที่อาจจะสามารถพฒันา             
ไปเป็นชีวภณัฑ์เชิงการค้าตอ่ไปได้ 

การทดสอบประสทิธิภาพของยสีต์ปฏิปักษ์ในการควบคุมราสีเทาบนผลองุ่น 

เมื่อท าการทดสอบประสทิธิภาพของยีสต์ไอโซเลต B-603 ทีค่ดัเลอืกได้ในการยบัยัง้การเจริญของรา B. cinerea               
ที่ก่อโรคเนา่ในรอยแผลของผลองุน่ พบวา่ผลองุ่นพนัธุ์คาร์ดินลัที่มกีารจุม่ยีสต์ปฏิปักษ์ไอโซเลต B-603 ทกุความเข้มข้น 1 วนั
ก่อนท าการจุ่มเชือ้ราก่อโรค สามารถยบัยัง้การเกิดโรคราสเีทาในองุ่นได้ 100 % สว่นผลองุ่นพนัธุ์คาร์ดินลัในกรรมวิธีควบคมุ 
(ไมม่ียีสต์ปฏิปักษ์) พบวา่เกิดความรุนแรงของโรคบนผลองุ่นถึง 42.9% เมื่อบม่เป็นเวลา 7 วนั ผลการทดลองจากงานวิจยันี ้
พบวา่ยีสต์ปฏิปักษ์ไอโซเลต B-603 มีประสทิธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้ราก่อโรคได้ดีกวา่ที่เคยมีในรายงานของ 
Nally et al. (2012) ที่ได้ศกึษาการใช้ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ที่ความเข้มข้นยีสต์ที่ได้ 1×105, 1×106 และ 1×107 

เซลล์/มิลลลิติร ซึง่ในความเข้มข้นท่ี 1×106 และ 1×107 เซลล์/มิลลลิติร เมื่อด าเนินการทดลองเป็นเวลา 5 วนั สามารถลดการเกิด
โรคราสเีทาจากเชือ้รา Botrytis cinerea ในองุ่นพนัธุ์ Red Globe (Vitis vinifera cv. Red Globe) ได้ 65-88 % เช่นเดียวกบัการ
ทดลองของ Wang et al. (2010) ที่ได้ใช้ยีสต์ Rhodosporidium paludigenum ในระดบัความเข้มข้นท่ี 1×106, 1×107, 1×108

และ 1×109 เซลล์/มิลลลิติรในการควบคมุราสเีทาในมะเขือเทศราชินี พบวา่สามารถลดการเกิดโรคของราสเีทาได้สงูสดุเพยีง 
41.3 % เมื่อใสย่ีสต์ทีค่วามเข้มข้น 1×109 เซลล์/มิลลลิติร เมื่อท าการทดลองเป็นเวลา 5 วนั 
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ตารางที่ 2  การยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา Botrytis cinerea ด้วยยีสต์ปฏิปักษ์ไอโซเลตตา่ง ๆ ด้วยวิธี Dual culture บนอาหาร  

                  PDA บม่ที่อณุหภมูห้ิอง (27±2 องศาเซลเซยีส) นาน 7 วนั 
 

ไอโซเลต การยบัยัง้การเจริญ (%)1 ไอโซเลต การยบัยัง้การเจริญ (%)1 

B-101 0.0±0.0e B-304 46.3±3.2d 

B-102 0.0±0.0e B-401 49.6±5.2bcd 

B-103 0.0±0.0e B-501 48.9±1.9bcd 

B-104 0.0±0.0e B-502 51.1±1.9bc 

B-201 0.0±0.0e B-601 53.0±2.8b 

B-202 0.0±0.0e B-602 46.3±3.2d 

B-203 0.0±0.0e B-603 64.9±3.2a 

B-301 53.0±2.8b B-604 48.1±3.2cd 

B-302 45.6±1.9d B-701 0.0±0.0e 

B-303 46.3±3.2d B-702 0.0±0.0e 
1ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงคา่เฉล่ียท่ีมีความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตเิม่ือวเิคราะห์ด้วย Duncan’s multiple 

range test (P ≤ 0.05) 

 

ผลการนบัปริมาณเชือ้ราก่อโรคและยีสต์ปฏิปักษ์ไอโซเลต B-603 บนผิวของผลองุ่นพนัธุ์คาร์ดินลัในการทดลองนี ้
พบว่า ในกรรมวิธีทดลองที่มีการใช้ยีสต์ปฏิปักษ์ที่ความเข้มข้น 1×106 และ1×107 เซลล์/มิลลิลิตร มีจ านวนเซลล์ยีสต์เพิ่ม
จ านวนมากขึน้เป็น 1.5×108 และ1.4×108 CFU/ผลองุ่น ตามล าดบั ส่วนกรรมวิธีทดลองใช้ยีสต์ที่ความเข้มข้น 1×108 เซลล์/
มิลลิลิตร มีจ านวนยีสต์บนผลองุ่นลดลงเป็น 3×107CFU/ผลองุ่น (ตารางที่ 2)  แสดงให้เห็นว่ามีการเพิ่มจ านวนของยีสต์
ปฏิปักษ์จากกรรมวิธีทดลองที่ใช้ยีสต์ในความเข้มข้นเซลล์ต ่า ยีสต์สามารถเพิ่มจ านวนได้บนผิวของผลองุ่น สว่นการใช้เซลล์
ยีสต์ในปริมาณสูง ปริมาณเซลล์ยีสต์น่าจะเพิ่มจ านวนสูงสุดก่อนที่จะสิน้สุดการทดลอง คือ 7 วัน จึงน่าจะมีการแก่งแย่ง
สารอาหารและพืน้ที่ในการครอบครองระหว่างเซลล์ยีสต์ที่มีปริมาณมากบนผิวองุ่น จึงท าให้ปริมาณเซลล์ยีสต์สว่นหนึ่งตาย
และลดจ านวนลงจากการมีปัจจยัที่จ าเป็นต่อการเจริญไม่เพียงพอ อย่างไรก็ตาม ในทกุกรรมวิธีที่ใสย่ีสต์ไม่พบการเจริญของ
เชือ้ราก่อโรคเลย 

จากการหาปริมาณจลุินทรีย์ที่รอดชีวิตบนผิวของผลองุ่นพนัธุ์คาร์ดินลัเมื่อท าการทดสอบประสิทธิภาพยีสต์ปฏิปักษ์
ไอโซเลต B-603 ในการควบคมุ B. cinerea บนผลองุ่นพนัธุ์คาร์ดินลัหลงัจากจุ่มเชือ้นาน 7 วนั พบวา่มีเพียงยีสต์ปฏิปักษ์ที่รอด
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ชีวิตและเจริญอยู่บนผิวองุ่น (ตารางที่ 3) ทัง้นีอ้าจจะเกิดขึน้เนื่องจากยีสต์ปฏิปักษ์ไอโซเลต B-603 มีความสามารถในการ
แก่งแย่งแข่งขนัสงูมาก สามารถเจริญเพิ่มจ านวนได้รวดเร็วกว่าเชือ้ราก่อโรคพืชหรือระหว่างที่เจริญได้ใช้สารอาหารไปก่อนที่
สปอร์ของเชือ้ราจะงอก โดยที่เมื่อจุลินทรีย์ทัง้สองชนิดนีเ้จริญอยู่ร่วมกันบนผิวองุ่น ยีสต์ปฏิปักษ์ไอโซเลต B-603 อาจจะมี
ความสามารถในใช้สารอาหารบนเปลือกผิวของผลองุ่นอย่างรวดเร็ว กลไกดงักล่าวนีเ้คยมีรายงานในงานวิจัยการใช้ยีสต์ 
Pichia guilliermondii strain M8 ในการควบคมุโรคราสีเทาที่เกิดจากเชือ้ B. cinerea ในผลแอปเปิล้โดยใช้กลไกการแก่งแยง่
แหลง่ไนโตรเจนและคาร์บอนท าให้เกิดสภาวะที่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญของเชือ้ราก่อโรค (Zhang et al., 2011) นอกจากนี ้     
ยังมีรายงานว่า Rhodotorula glutinis สามารถสร้างกรดโรโดโทรูลิก (rhodotorulic acid) ที่มีสมบัติเป็นสารไซเดอโรฟอร์ 
(siderophore) ซึ่งพบกลไกนีไ้ด้ในยีสต์สกุล Rhodotorula หลายชนิด ซึ่งสารนีม้ีผลต่อการเพิ่มประสิทธิภาพในการควบคุม           
ราสเีทา (gray mold) บนผลแอปเปิล้หลงัการเก็บเก่ียวได้อยา่งชดัเจน (Sansone et al., 2011) จากการศกึษานีไ้ด้แสดงให้เห็น
วา่กลไกการแก่งแยง่สารอาหารและพืน้ท่ีเป็นกลไกที่ส าคญัและสามารถเกิดบนผิวของผลไม้หลายชนิด ในกรณีของการควบคมุ
เชือ้ราสเีทาบนผลองุ่นพนัธุ์คาร์ดินลัในการศกึษานีน้า่จะเกิดจากกลไกดงักลา่วเช่นเดียวกนั จึงควรท่ีจะมีการศกึษาในระดบัลกึ
ตอ่ไปถึงชนิดสารอาหารใดหรือปัจจยัการเจริญใดที่สง่ผลตอ่ประสทิธิภาพในการยบัยัง้โดยยีสต์ปฏิปักษ์จากการศกึษานี  ้

 

ตารางที่ 3  ความรุนแรงของโรคและปริมาณยีสต์และราบนผลองุน่พนัธุ์คาร์ดินลัเมื่อท าการทดสอบประสทิธิภาพของยีสต์ 

                   ปฏิปักษ์ไอโซเลต B-603 ที่ความเข้มข้นตา่ง ๆ ในการควบคมุการเกิดโรคราสเีทาบนผลองุ่นท่ีใช้เชือ้รา  

     Botrytis cinerea ความเข้มข้น 1×104 โคนิเดีย/มิลลลิติร บม่เป็นเวลา 7 วนั  

กรรมวิธีทดลอง 
ความรุนแรงของโรค1 

ปริมาณเชือ้บนผิวองุ่น 
  (log CFU/ผลองุ่น) 

ความเข้มข้น            
B. cinerea 

(โคนิเดยี/มิลลลิติร) 

ความเข้มข้นยีสต์  
ไอโซเลต B-603 
(เซลล์/มิลลลิติร) 

(%) 
ยีสต์ไอโซเลต      

B-6031 
B. cinerea1 

1×104 0 42.9±18.0a 0.0±0.0c 4.5±0.2a 

1×104 1×106 0.0±0.0b 8.2±0.1a 0.0±0.0b 

1×104 1×107 0.0±0.0b 8.1±0.1a 0.0±0.0b 

1×104 1×108 0.0±0.0b 7.5±0.2b 0.0±0.0b 

1×104 1×108 0.0±0.0b 7.5±0.2b 0.0±0.0b 
1ตวัอกัษรที่แตกต่างกนัในแตล่ะคอลมัน์แสดงคา่เฉล่ียท่ีมีความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิตเิม่ือวิเคราะห์ด้วย Duncan’s 
multiple range test (P≤0.05) 
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สรุปผลการวิจัย 

 จากการคดัเลอืกยีสต์ปฏิปักษ์ที่แยกได้ผิวของผลองุ่นสกุพนัธุ์คาร์ดินลัจ านวน 20 ไอโซเลตเพื่อทดสอบความสามารถ
ในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยราก่อโรค B. cinerea สาเหตุโรคราสีเทาขององุ่นด้วยวิธี Dual culture บนอาหารเลีย้งเชือ้ 
PDA พบวา่ยีสต์ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของราก่อโรคได้ดีที่สดุคือ ยีสต์ไอโซเลต B-603 สามารถยบัยัง้
การเจริญของเส้นใยเชือ้ราก่อโรคได้ 64.9±3.2%  ด้วยวิธี dual culture บนอาหาร PDA เป็นเวลา 7 วนั เมื่อท าการทดสอบ
ประสิทธิภาพของยีสต์ไอโซเลต B-603 ในการยบัยัง้การเกิดโรคราสีเทาในองุ่น พบว่าที่เซลล์แขวนลอยของยีสต์ความเข้มข้น 
1×106, 1×107 และ 1×108 เซลล์/มิลลิลิตรสามารถยบัยัง้การเกิดโรคราสีเทาในองุ่นได้อย่างสมบรูณ์ และเมื่อท าการนบัจ านวน
จุลินทรีย์ที่รอดชีวิตอยู่บนผิวของเปลือกผลองุ่น พบว่ายีสต์ปฏิปักษ์มีจ านวนเพิ่มขึน้เมื่อใช้ยีสต์ปฏิปักษ์ในการควบคมุที่ความ
เข้มข้น 1×106 และ1×107เซลล์/มิลลลิติร แตย่ีสต์ปฏิปักษ์มีจ านวนลดลงเมื่อใช้เซลล์แขวนลอยยีสต์ที่ความเข้มข้น 1×108เซลล์/
มิลลลิติร ในขณะท่ีไมพ่บเชือ้รา B. cinerea บนผลองุ่นท่ีถกูควบคมุด้วยยีสต์ปฏิปักษ์เลย ยีสต์ไอโซเลต B-603 จึงมีศกัยภาพท่ี
นา่จะน าไปพฒันารูปแบบในการน าไปใช้ในการควบคมุโรคราสเีทาขององุ่นตอ่ไป 
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