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5. บทคัดย่อ 

โรคเนา่คอดินและโรคล าต้นเน่า เป็นโรคที่มีความส าคัญของมะเขือเทศ สามารถเข้าท าลายมะเขือเทศตั้งแต่ระยะ

เพาะกล้าจนถึงระยะต้นโต ส่งผลท าให้เมล็ดพันธุ์ซึ่งมีราคาแพงเน่าเสียหายในขณะเพาะกล้า การใช้สารเคมีคลุกเมล็ดมัก

ก่อให้เกิดผลตกค้างในสิ่งแวดลอ้มและผลผลิต จึงได้ท าการศึกษาประสิทธภิาพแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus เพ่ือคัดเลือกไอโซ

เลทที่มศีักยภาพในการยบัยั้งเชือ้รา P. aphanidermatum เพ่ือน าไปพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์ควบคุมโรคต่อไป ด าเนินการ

ทดลองที่กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านกัวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช ระหว่าง ตุลาคม 2561 ถึง กันยายน 2563 โดยน า Bacillus 
spp. จากแหล่งเก็บจุลินทรียโ์รคพืช ของกลุ่มวิจัยโรคพืช จ านวน 180 ไอโซเลท มาทดสอบการยับยั้งเชื้อราสาเหตบุน

อาหารเลีย้งเชื้อ PDA โดยวิธ ีdual culture technique ผลการทดสอบ พบวา่ มี Bacillus spp. 5 ไอโซเลทที่มีศักยภาพ

ยับยั้งเส้นใยของเชื้อรา P. aphanidermatum สูงสุด ได้แก่ 19W32 19W33 19W12 20W18 และ18 G6  โดยมีค่าเฉลีย่

ของความกว้างของ Inhibition zoneเท่ากับ 0.23 0.35 1.20 0.55 และ 0.24 ซม. ตามล าดับ ป ีพ.ศ. 2563 จึงน า Bacillus 

spp.ทั้ง 5 ไอโซเลท ไปทดสอบประสิทธภิาพในการควบคุมโรคเน่าคอดินมะเขือเทศในโรงเรอืน โดยวิธีราดดิน ผลการ

ทดลองพบว่า ที่ 52 วันหลังการทดสอบ กรรมวธิีที่ราดดว้ย Bacillus spp. ทั้ง 5 ไอโซเลท มปีระสิทธภิาพในการควบคุม

โรคเนา่คอดินมะเขือเทศ โดยสามารถลดการเกิดโรคได้ทุกไอโซเลท โดยมีค่าเฉลี่ยเปอรเ์ซ็นต์การเกิดโรคเท่ากับ 36.65 

39.02 44.89  64.37 และ 67.77 ตามล าดับ โดยที่กรรมวิธีที่ปลูกเชื้อโดยไม่มีการราด Bacillus spp.  มีค่าเท่ากับ 97.27 

โดยกรรมวธิีที่ราดดว้ยไอโซเลท 19W32 และ19W33 มีประสทิธิภาพในการควบคุมโรคไม่แตกต่างทางสถิติกับกรรมวิธีที่

ราดด้วยสารmetalaxyl 25%WP ทั้งนี้ไอโซเลท 19W32 มีประสิทธิภาพสูงสุด จากนั้นน าไอโซเลท 19W12   19W32 และ

19W33 มาผลติเป็นชวีภัณฑ์สตูรผงไปทดสอบการควบคุมโรคล าต้นเน่ามะเขือเทศ โดยวธิีราดดิน ผลการทดลองพบว่า ที ่

21 วันหลังการทดสอบ กรรมวิธทีี่ราดด้วยชีวภัณฑ์ 19W33 19W32 และ19W12 มีประสิทธิภาพไม่แตกต่างกับกรรมวิธีที่
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ราดด้วยสารmetalaxyl โดยมีค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคเทา่กับ 60.84  67.50 และ71.67 ตามล าดับ โดยกรรมวธิีที่

ราดด้วยสารmetalaxyl มีเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคเท่ากับ74.17 โดยที่ทุกกรรมวิธสีามารถลดการเกิดโรคได้เมื่อเปรียบเทียบ

กับกรรมวิธีที่ไม่มีการราด จากผลการทดลองสรุปได้ว่า Bacillus spp. ไอโซเลท 19W32 และ19W33 มีประสิทธิภาพ

สูงสุดในการควบคุมโรคเนา่คอดินโดยสามารถลดการเกิดโรคได้เท่ากับ 62.32 และ59.88 และในโรคล าต้นเน่ามะเขือเทศ

สามารถลดการเกิดโรคได้เท่ากับ 32.50 และ 39.16 เปอร์เซน็ต์ ตามล าดบั ดังนัน้ ทั้ง 2 ไอโซเลท จงึมีความเหมาะสมที่จะ

น าไปพัฒนาการผลิตเป็นชีวภัณฑ์ โดยจะต้องมีการศึกษาวิจัยการน าไปใช้ตลอดจนพัฒนาสูตรที่เหมาะสมเพ่ือเพ่ิม

ประสิทธภิาพในการควบคุมโรคต่อไป  
ค าหลัก : บาซิลลัส ซับทิลิส มะเขือเทศ โรคเน่าคอดิน  
รหัสการทดลอง: 03-05-59-01-02-00-09-62 
 

Abstract: Damping – off  and stem rot disease it is an important disease of tomatoes able to destroy 
tomatoes from the seedling stage to the beginning of growing. As a result, the expensive seed will rot 
and damage while planting. The use of chemical seed mixtures often causes residual effects in the 
environment and productivity. Therefore, the efficacy of Bacillus bacteria was studied to select a potent 
isolate to inhibit P. aphanidermatum for further development into disease control biological products. 
The experiments were conducted at the Plant Pathology Research group, Plant Protection Research and 
Development office between October 2018 and September 2020, using Bacillus spp. from the culture 
collection of Plant pathogens Research group. The 180 isolates of Bacillus species were tested for the 
inhibition of causative fungi on PDA culture medium by dual culture technique. The test results showed 
that Bacillus spp. 5 isolates with the highest inhibition potential of P. aphanidermatum fibers were 19W32, 
19W33, 19W12, 20W18, and 18 G6, with mean width of Inhibition zone 0.23, 0.35, 1.20, 0.55 and 0.24 cm, 
respectively. In order of 2020, all 5 isolates of Bacillus spp. were used to test their efficacy in the control 
of tomato damping-off disease in greenhouses by pouring the soil. The results of the experiment showed 
that at 52 days after testing the 5 isolates of Bacillus spp. were effective in controlling tomato damping - 
off disease which can reduce the incidence of disease at every isolate. The mean incidence percentages 
were 36.65, 39.02, 44.89, 64.37 and 67.77, respectively while the Inoculated treatment without Bacillus 
spp. was 97.27. The disease incidence which treated with Bacillus spp. isolates 19W32 and 19W33 were 
not statistically different from the treatment that was treated with metalaxyl 25% WP. The isolate 19W32 
is the most efficient. The isolates 19W12, 19W32 and 19W33 were then used to produce the bio-powder 
formulations to test for control of tomato stem rot disease by pouring the soil. The results were found 
at 21 days after the test, 19W33 19W32 and 19W12 bio-treated treatments were as effective as metalaxyl-
treated treatment. The percentage of disease incidence was 74.17 where every isolates can reduce the 
occurrence of disease when compared with the process without pouring. From the results of the 
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experiment, it was concluded that Bacillus spp. Isolate 19W32 and 19W33 were most effective in 
controlling damping-off disease by reducing the incidence of disease by 62.32 and 59.88, and in tomato 
stem rot disease could reduce the incidence to 32.50 and 39.16 percent, respectively. Therefore, both 
isolates are suitable for the development of bioproducts. There must be studies, research, application, 
as well as developing suitable formulations for further enhancement in disease control. 
Keyword:, Bacillus damping – off  stem rot  tomato 
6. ค าน า 

Pythium spp. เป็นเชื้อราสาเหตุโรคพืชที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ ก่อให้เกิดโรคบนพืชได้มากกว่า 50 
ชนิดทั้งพืชไร่ พืชสวน และวัชพืช โดยพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญ เช่น มะเขือเทศ พริก พืชตระกูลกะหล่ า พืชตระกูลแตง 
มะพร้าว มะละกอ หรือพืชตระกูลถั่วต่างๆ (พัฒนาและคณะ 2537) และยังเป็นปัญหาส าคัญในระบบการปลูกพืช
ระบบไฮโดรโพนิกส์ โดยพืชที่ส าคัญที่มักเกิดปัญหาการเข้าท าลายของเชื้อนี้ได้แก่ มะเขือเทศ ซึ่งจัดเป็นพืช
เศรษฐกิจที่มีความส าคัญ นอกจากบริโภคภายในประเทศแล้วยังสามารถส่งขายไปยังต่างประเทศอีกเป็นจ านวน
มาก ซึ่งในการผลิตมะเขือเทศในปัจจุบันนั้น เกษตรกรมักต้องซื้อเมล็ดพันธุ์ที่มีราคาแพง มาท าการเพาะก่อนน าไป
ย้ายปลูกในแปลง แต่ที่ผ่านมาการเพาะเมล็ดพันธุ์มะเขือเทศมักเกิดปัญหาโรคเน่าคอดิน และโรคล าต้นเน่า ซึ่งเกิด
จากเชื้อรา P. aphanidermatum ดังกล่าวมาโดยตลอด ซึ่งเชื้อราสามารถเข้าท าลายพืชตั้งแต่ระยะเพาะกล้า
จนถึงระยะต้นโต โดยเชื้อสามารถท าลายตั้งแต่เมล็ดที่หว่านเพาะลงในดินท าให้เมล็ดเสีย เกิดอาการเน่าฝ่อ ไม่
สามารถงอกออกมาเป็นต้นได้  หรือถ้าเมล็ดที่สามารถรอดพ้นจากการท าลายระยะแรกจนสามารถงอกข้ึนเป็นต้น
ได้เชื้อก็จะเข้าท าลายต่อ ท าให้ต้นที่เพิ่งเริ่มงอกตายตั้งแต่ยังอยู่ในดิน หรือต้นกล้าบางต้นอาจงอกข้ึนมาเหนือผิวดิน
ได้ แต่กลุ่มนี้ก็อาจถูกเชื้อเข้าท าลายให้ตายต่อไปได้อีก สังเกตได้จากท่ีต้นกล้าอ่อนงอกขึ้นมาระยะหนึ่งจะเกิดมีแผล
ที่บริเวณโคนต้น กล้าจะหักล้มพับลงเป็นหย่อมๆ ใบจะแห้งตายซึ่งคล้ายกับถูกน ้าร้อนลวก อาการในต้นกล้าแต่ละ
ต้นจะเกิดขึ้นพร้อมๆ กันอย่างรวดเร็ว จุดทีเ่ชื้อเข้าท าลายไม่ว่าจะเป็นระยะก่อนหรือหลังจากงอกข้ึนมาเหนือดิน
แล้ว จะเกิดตรงบริเวณล าต้น (hypocotyl) ระหว่างใบเลี้ยง (cotyledon) และรากแก้ว (tap root) เรียกอาการนี้
ว่า โรคเน่าคอดิน ซึ่งโดยปกติแล้วต้นอ่อนของพืชที่เพ่ิงงอกจากเมล็ดจะมีผนังเซลล์บางท าให้เนื้อเยื่ออ่อนแอ ง่ายต่อ
การเข้าท าลายของเชื้อ นอกจากนั้นเมื่อเข้าไปสู่ภายในได้แล้ว เซลล์พวกนี้ก็จะถูกท าลายให้ตาย สลายตัวลงอย่าง
รวดเร็ว เกิดเป็นแผลแพร่กระจายอย่างกว้างขวาง ท าให้ส่วนนั้นของต้นกล้าหักพับลงในที่สุด โดยโรคเน่าคอดินเป็น
โรคที่มักเกิดในระยะเพาะกล้า เนื่องจากการปลูกพืชที่มีความหนาแน่น อับทึบ การระบายน้ า และอากาศไม่ดี และ
ในโรงเพาะช าที่มีอุณหภูมิสูง โดยต้นกล้าจะมีอาการเป็นแผลช้ าที่โคนต้นระดับดิน (โคนต้น)  เนื้อเยื่อตรงบริเวณ
แผลจะเน่าและแห้ง ท าให้ต้นกล้าหักพับ และเหี่ยวตายไปในที่สุด   การแพร่ระบาดส่วนมากเกิดจากสปอร์ของเชื้อ
ราที่ท าให้เกิดโรค ติดมากับเมล็ด ในดิน  ในวัสดุปลูก หรือในน้ า  โดยพบได้ทุกฤดู และพบมากที่สุดคือช่วงปลายฤดู
ฝน โรคเน่าคอดินมีสาเหตุมาจากเชื้อราหลายชนิด แต่ที่ส าคัญและพบเสมอเกิดจากเชื้อรากลุ่ม Pythium เช่น P. 
periilum (อมรรัตน์, 2552) P. ultium P. debaryanum P. arrhenomanes และ P. aphanidermatum 
(พัฒนาและคณะ 2537) เป็นต้น  
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Pythium เป็นราชั้นต่ า ที่สปอร์มีผนังห่อหุ้มหนาที่เรียกว่า oospore ท าให้ทนทานต่อสภาพ
สิ่งแวดล้อมท่ีผิดปกติได้ดีและนาน การเข้าท าลายพืชของเชื้อนี้สามารถเข้าท าลายได้ง่าย โดยโรคจะเกิดและระบาด
ได้ดีในดินที่ชื้นแฉะที่มีการระบายน้ าไม่ดี  นอกจากจะท าลายพืชในระยะกล้าแล้วยังพบว่าเชื้อ Pythium sp. บาง
ตัวสามารถก่อให้เกิดโรคเน่ากับบรรดาผลิตผลและผักสดต่างๆ อีกหลายชนิด ทั้งขณะยังอยู่ในแปลงปลูกและหลัง
เก็บเก่ียวแล้วไม่ว่าจะเป็นขณะขนส่งหรือวางขายอยู่ตามตลาดท าให้เกิดความเสียหายต่อมาได้อีก โดยพบว่า 
Pythium spp.  การป้องกันก าจัดเชื้อรานี้จึงท าได้ค่อนข้างยาก การใช้สารป้องกันก าจัดเชื้อรามักมีข้อจ ากัดและ
ให้ผลดีในระยะสั้น เนื่องจากเชื้อราสามารถอยู่ข้ามฤดูในดิน เศษวัสดุ เศษซากพืช หรือในน้ าได้เป็นเวลานานและมี
พืชอาศัยมากมาย ดังกล่าว อีกท้ังการใช้สารป้องกันก าจัดเชื้อราในกลุ่มนี้จะมีโอกาสสูงที่จะท าให้เชื้อราสร้าง
ความต้าทานสารเคมีในอนาคต  ในปัจจุบันจึงได้มีความพยายามที่จะน าการป้องกันก าจัดโดยชีววิธีมาใช้ในการ
ควบคุมเชื้อราเพ่ือลดปัญหาดังกล่าวอย่างยั่งยืน เช่น  วาริน และคณะ (2551) ได้ท าการสกัดสารต่อต้านเชื้อราจาก 
Bacillus spp.สายพันธุ์ B-NST-03 และ B-NST-02 มาทดสอบการควบคุมโรคเน่าระดับดินของมะเขือเทศที่เกิด
จากเชื้อ P. aphanidermatum ทั้งในห้องปฏิบัติการและโรงเรือน พบว่า เมล็ดมะเขือเทศที่แช่ในสารสกัดจาก
สายพันธุ์ B-NST-03 และ B-NST-02 มีจ านวนการงอกที่ 85.5 และ 82.0 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ส่วนการทดสอบ
ในระดับโรงเรือนพบว่ากรรมวิธีที่แช่เมล็ดมะเขือเทศในสารสกัดจากทั้งสองสายพันธุ์มีการงอกของเมล็ดที่ 92.5 
และ 92.0 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ในขณะที่กรรมวิธีควบคุมที่ใช้น้ านึ่งฆ่าเชื้อ และเมทานอล มีจ านวนการงอกของ
เมล็ดที่ 28.0 และ 26.5 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
(http://wjst.wu.ac.th/index.php/wjst/article/viewFile/108/92) นอกจากนี้ จักรพงษ์และคณะ (2554) ได้
ศึกษาการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Pythium myriotylum โดยแยกแบคทีเรียจากรากพืช จากพืชที่ปลูกในระบบ
ปลูกพืชโดยไม่ใช้ดิน พบว่า แบคทีเรีย Bacillus spp. สายพันธุ์ EWC 065, RCO 010, RWC021 และ SSMIX 
023 ท าให้เส้นใยของเชื้อสาเหตุโรคมีการแตกแขนงและการเคลื่อนที่ของ cytoplasm ผดิปกติ ส่งผลให้บริเวณ
ส่วนปลายเส้นใยแตก (http://digital_collect.lib.buu.ac.th/journal/Science/v16n1/22-31.pdf) 
 ปี พ.ศ. 2556 มานะและคณะ (2556) ได้รายงานว่า เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. velezensis ที่แยกได้จาก
รากพืชที่ปลูกในระบบไฮโดรโพนิกส์มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยของเชื้อรา P. helicoides, 
Aphanomyces sp. และ P.aphanidermatum ที่พบในระบบไฮโดรโพนิกส์ โดยเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. 
velezensis มีความสามารถในการผลิต IAA มีขนาดเอ็นโดสปอร์ค่อนข้างใหญ่ และไม่มีผลยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ชนิดอื่น 
 P. Juma, et al ( 2015) ได้ท าการทดสอบประสิทธิภาพของ B. subtilis BS-01 และ Trichoderma 
asperellum TRC-900 ในการยับยั้งเชื้อรา P. aphanidermatum สาเหตุโรคเน่าคอดินในผักตระกูลคะน้า 
(ethiopian kale) โดยการเคลือบเมล็ดพันธุ์ก่อนปลูกด้วย B. subtilis BS-01 และ T. asperellum TRC-900 ผล
การทดลอง พบว่า สามารถลดความสูญเสียจากสาเหตุโรคเน่าคอดินของเมล็ดพันธุ์ก่อนงอกได้ 11 -25.4% เมื่อ
เปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ไม่มีการเคลือบเมล็ดซึ่งเป็นโรคถึง 64.8%. P. (Juma et al., 2015) 
 เนื่องจากเชื้อรานี้อาศัยอยู่ในดิน สามารถอยู่ข้ามฤดูในดิน เศษวัสดุ เศษซากพืช หรือในน้ าได้เป็นเวลานาน 
ท าให้การแพร่ระบาดได้ง่าย รวดเร็ว การก าจัดโรคนี้จึงท าได้ค่อนข้างยาก และถ้าพืชเป็นโรคแล้วจะท าให้พืชตายไม่
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สามารถหายกลับมาปกติได้ ส่งผลให้เกิดความสูญเสีย 100 เปอร์เซ็นต์ และการใช้สารเคมีมักได้ผลในระยะสั้นและ
มีข้อจ ากัด เนื่องจากเชื้อราสามารถพักตัวได้เป็นเวลานาน  อีกท้ังสารเคมีชนิดคลุกเมล็ดที่มีคุณสมบัติในการป้องกัน
การเกิดโรคนี้ยังมีจ าหน่ายในท้องตลาดน้อย และการใช้สารเคมีไม่ถูกวิธี เช่นใช้มากเกินความจ าเป็นอาจมีผลให้เชื้อ
โรคเกิดความต้านทานต่อสารเคมีในอนาคตได้ ท าให้โรคนี้จึงเป็นปัญหาต่อเกษตรกรในการแก้ปัญหาโรคนี้มาโดย
ตลอด ดังนั้น งานวิจัยนี้ จึงมุ่งเน้นที่จะคัดเลือกแบคทีเรีย Bacillus spp. ซึ่งมีศักยภาพในการป้องกันก าจัดเชื้อรา 
P. aphanidermatum สาเหตุโรคเน่าคอดิน และโรคล าต้นเน่า ในมะเขือเทศ  เพ่ือลดความสูญเสียในการงอกของ
เมล็ดกล้า และการเกิดโรคในระยะต้นโต เพื่อการแก้ปัญหาอย่างยั่งยืนและเพ่ือลดการใช้สารเคมี ในอนาคต ต่อไป 
 
7.วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
1. อุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการ เช่น ตู้เขี่ยเชื้อ จานเลี้ยงเชื้อ ฟาสก์ กระบอกตวง ไมโครปิเปต 

2. เครื่องมือวิทยาศาสตร์ เช่น เครื่องเขย่า เครื่องผสมสาร hot water bath 
3. อาหารเลี้ยงเชื้อ เช่น PSA  PSB  
4. โรงเรือนปลูกพืช 
5. เมล็ดพันธุ์มะเขือเทศ 
6. เกาลีน 
7. วัสดุและอุปกรณ์ทางการเกษตร ได้แก่ ดินอบ ตระกร้า กระถาง  
8. สาร metalaxyl 25% WP 
9. สารเคมี เช่น Carboxymethyl-cellulose sodium salt (CMC) และ MgSO

4
.7H

2
O 

10. แบคทีเรีย Bacillus spp. 180 ไอโซเลท 
 
วิธีทดลอง 

1. การคัดเลือกและทดสอบศักยภาพของ Bacillus  spp. ในการยับยั้งเชื้อรา P. aphanidermatum ใน

ห้องปฏิบัติการ   

น าเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. จากแหล่งเก็บจุลินทรีย์โรคพืช (culture collection) ของกลุ่มวิจัย
โรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร มาท าการทดสอบ 

ทดสอบโดยวิธี dual culture technique (Morton and Stroube, 1955)  โดยท าการทดสอบ 10 
จานอาหารเลี้ยงเชื้อต่อ Bacillus spp. 1 ไอโซเลท โดย 4 จุด ต่อจาน รวม 40 จุดต่อ 1 ไอโซเลท 
การด าเนินงาน:  

1.1 เลี้ยงเชื้อรา P. aphanidermatum บนอาหาร PDA และเลี้ยงแบคทีเรีย Bacillus  spp. บน
อาหาร PSA จนกระท่ังโคโลนีเจริญเต็มจานเลี้ยงเชื้อ  
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1.2 จากนั้นใช้ cork borer  เจาะเส้นใยของเชื้อรา P. aphanidermatum วางลงบนกึ่งกลางของ
จานเลี้ยงเชื้อที่เทอาหาร PDA ไว้แล้ว ใช ้Loop แตะเบาๆ ที่โคโลนีของ Bacillus  spp.ที่จะน ามาทดสอบ ซึ่งเลี้ยง
ไว้บนอาหาร PSA เป็นเวลา 48 ช.ม.  น ามาขีดเป็นเส้นตรงขนานกับโคโลนีของเชื้อราทดสอบ 4 ด้าน โดยมี
ระยะห่างประมาณ  2.5 ซม.  โดยใช้ Bacillus  spp.  1 ไอโซเลทต่อ 1 จานอาหารเลี้ยงเชื้อ    

1.3 มีกรรมวิธีเปรียบเทียบ (control) ที่ใช้น้ าเปล่านึ่งฆ่าเชื้อแทนแบคทีเรีย Bacillus  spp.  ที่ทดสอบ  
1.4 น าไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิประมาณ 25 +  5 องศาเซลเซียส  

การบันทึกข้อมูล :  
บันทึกผลโดยวัด inhibition zone  ซึ่งเป็นบริเวณใสๆที่เชื้อรา P. aphanidermatum ไม่เจริญเติบโต 

โดยวัดระยะห่างจากแนวเส้น Bacillus spp. ถึงขอบเชื้อรา P. aphanidermatum ทั้งสี่ด้าน น ามาคิดเป็น
ค่าเฉลี่ยของ inhibition zone โดยตรวจผลเมื่อกรรมวิธีเปรียบเทียบ                 เชื้อรา P. aphanidermatum 
เจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA  

จากนั้นคัดเลือกไอโซเลท 5 ไอโซเลท ที่มีประสิทธิภาพสูงสุด ไปทดสอบประสิทธิภาพในระดับโรงเรือน
ต่อไป 

2. ทดสอบประสิทธิภาพของ  Bacillus  spp. 5 ไอโซเลท ในการควบคุมโรคเน่าคอดิน(damping-off)  ใน

มะเขือเทศ ในโรงเรือนทดลอง 

น า Bacillus  spp. 5 ไอโซเลท ที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งเชื้อรา Pythium aphanidermatum 
ในห้องปฏิบัติการไปทดสอบการควบคุมโรค ในโรงเรือนทดลอง  
การวางแผนการทดลอง : วางแผนการทดลองแบบ CRD จ านวน 4 ซ้ า  มี 8 กรรมวิธี ประกอบด้วย 

กรรมวิธีที่ 1  ราดด้วย cell suspension ของ  Bacillus  spp.  ไอโซเลท 18G6   
กรรมวิธีที่ 2  ราดด้วย cell suspension ของ  Bacillus  spp.  ไอโซเลท 19W12         
กรรมวิธีที่ 3  ราดด้วย cell suspension ของ  Bacillus  spp. ไอโซเลท 19W32              
กรรมวิธีที ่4  ราดด้วย cell suspension ของ  Bacillus  spp.  ไอโซเลท 19W33  
กรรมวิธีที ่5  ราดด้วย cell suspension ของ  Bacillus  spp.  ไอโซเลท 20W18 
กรรมวิธีที ่6  ราดด้วยน้ าเปล่า (Control -)   
กรรมวิธีที่ 7  ราดด้วยสาร metalaxyl 25% WP  อัตรา 10 กรัมต่อน้ า 20 ลิตร  
กรรมวิธีที่ 8   ราดด้วย cell suspension ของ  P. aphanidermatum (Control +) 
 

การด าเนินงาน: 
2.1 การเตรียมดินผสม โดยอบดินเพ่ือฆ่าเชื้ออ่ืนที่อาจจะติดมากับดินปลูกด้วย hot air oven ที่

อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชม. 2 ครั้ง ใส่ลงในกระบะเพาะกล้า 
2.2 เลี้ยงเชื้อรา P. aphanidermatum บนอาหาร PDA ให้มีอายุ 5 วัน หรือจนกระทั่งเชื้อราจะ

เจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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2.3 ขูดเส้นใยเชื้อบนอาหารวุ้น ใส่ลงในน้ านึ่งฆ่าเชื้อ 30 มล.ต่อ 1 จานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
2.4 น า cell  suspension ของเชื้อรา P. aphanidermatum ความเข้นข้นประมาณ 105 

spores/mlคลุกกับดินที่อบฆ่าเชื้อแล้วอัตรา 50 มล.ต่อดิน 300 กรัม บ่มไว้ 24 ชั่วโมง  
2.5 ราดดินด้วย cell suspension  ของแบคทีเรีย Bacillus spp. 5 ไอโซเลท ซึ่งผ่านการ

ทดสอบประสิทธิภาพในห้องปฏิบัติการ ความเข้มข้นประมาณ 108 โคโลนี/มิลลิลิตร โดยราดในอัตรา 100 มล.ต่อ
ดิน 300 กรัม  

2.6 เพาะเมล็ดมะเขือเทศ ลงในดินที่เตรียมไว้ 100 เมล็ดต่อกระบะ  
2.7 การเตรียมกรรมวิธีเปรียบเทียบ (control + ) ปฏิบัติเช่นเดียวกัน แต่ราดดินด้วยน้ านึ่งฆ่าเชื้อ

แทน cell suspension  ของแบคทีเรีย Bacillus spp. ทดสอบ ส าหรับ control – เตรียมโดยเพาะเมล็ดมะเขือ
เทศลงในดินอบฆ่าเชื้อ 
การบันทึกข้อมูล: ตรวจผลโดยนับจ านวนต้นที่แสดงอาการเน่า คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ของการเกิดโรคเปรียบเทียบกับ
จ านวนต้นทั้งหมด 

2.8 น าข้อมูลที่ได้ไปวิเคราะห์สถิติ  
3. ทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์  Bacillus  spp. 3 ไอโซเลท ในการควบคุมโรคล าต้นเน่า(stem rot)  

ในมะเขือเทศ ในโรงเรือนทดลอง 
 จากผลการทดลองที่ 2 น า Bacillus spp. 3 ไอโซเลท ได้แก่ 19W12 19W32 และ19W33 มาผลิตเป็นชีว
ภัณฑ์สูตรผงโดยใช้เกาลีนเป็นสารพา น ามาทดสอบโดยวิธีการราดดิน โดยปฏิบัติเช่นเดียวกับการทดลองที่ 2 โดย
ราดด้วยชีวภัณฑ์ตามกรรมวิธีที่ก าหนด และมะเขือเทศทดลองใช้ในระยะกล้าที่มีอายุประมาณ 3 สัปดาห์  
วางแผนการทดลองแบบ RCB 6 กรรมวิธี 4 ซ้ า ดังนี้ 

กรรมวิธีที่ 1  ราดด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus  spp.  ไอโซเลท 19 W12  
กรรมวิธีที่ 2  ราดด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus  spp.  ไอโซเลท 19 W32 
กรรมวิธีที่ 3  ราดด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus  spp.  ไอโซเลท 19 W33 
กรรมวิธีที ่4  ราดด้วยสาร metalaxyl 25% WP  อัตรา 10 กรัมต่อน้ า 20 ลิตร 
กรรมวิธีที ่5  ราดน้ าเปล่า (ใส่เชื้อในดิน) Control + 
กรรมวิธีที ่6  ราดน้ าเปล่า (ไม่ใส่เชื้อในดิน) Control - 

เวลาและสถานที่:  ตุลาคม 2561 ถึง กันายน 2563 

             กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
1. การคัดเลือกและทดสอบศักยภาพของ Bacillus  spp. ในการยับยั้งเชื้อรา P. aphanidermatum ใน

ห้องปฏิบัติการ   

 การทดสอบประสิทธิภาพของ แบคทีเรีย Bacillus spp. รวมทั้งสิ้นจ านวน 180 ไอโซเลท  พบว่า มี 29 ไอ

โซเลท  ที่สามารถยับยั้งเส้นใยของเชื้อรา P. aphanidermatum ในห้องปฏิบัติการได้ โดยมีค่าเฉลี่ยของความ
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กว้างของ Inhibition zone เท่ากับ 0.08-1.20 ซม. โดย 5 ไอโซเลทที่มีศักยภาพสูงสุดในการยับยั้งเส้นใยของเชื้อ

รา P. aphanidermatum ได้แก่ 19W12 20W18 19W33 18G6 และ9W32 โดยมีค่าเฉลี่ยของความกว้างของ 

Inhibition zoneเท่ากับ 1.20 0.55 0.35 0.24 และ 0.23 ซม. ตามล าดับ (ตารางที่1 และภาพที่ 1) 

ในปี 2563 จะน าแบคทีเรีย Bacillus spp. 5 ไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งเส้นใยของเชื้อ

รา P. aphanidermatum ในห้องปฏิบัติการ ได้แก่ 19W12 20W18 19W33 18G6  และ9W32    ไปทดสอบ

ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเน่าคอดินมะเขือเทศ ในโรงเรือนต่อไป 
2. ทดสอบประสิทธิภาพของ  Bacillus  spp. 5 ไอโซเลท ในการควบคุมโรคเน่าคอดิน(damping-off)  ใน

มะเขือเทศ ในโรงเรือนทดลอง 

ผลการทดลอง ที่ 52 วันหลังการทดสอบ ซึ่งเป็นระยะเวลาที่กรรมวิธีเปรียบเทียบ (กรรมวิธีปลูกเชื้อ) เกิด

โรคสูงสุดเท่ากับ 97.27 เปอร์เซ็นต์ พบว่ากรรมวิธีที่ราดด้วย Bacillus spp. ทั้ง 5 ไอโซเลท ได้แก่ 18 G6 

19W12 19W32 19W33 และ20W18   มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเน่าคอดินมะเขือเทศ โดยสามารถลด

การเกิดโรคได้ทุกไอโซเลท โดยมีเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคเท่ากับ 67.77 44.89 36.65 .39.02 และ64.37 เมื่อ

เปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ปลูกเชื้อโดยไม่มีการราดด้วย Bacillus spp.อย่างเดียว (กรรมวิธีที่ 8)  โดยกรรมวิธีที่

ราดด้วยไอโซเลท 19W32 และ19W33 มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคไม่แตกต่างทางสถิติกับกรรมวิธีที่ราดด้วย

สารmetalaxyl 25%WP ทั้งนี้ทั้งสองไอโซเลท สามารถลดการเกิดโรคเท่ากับ 62.32 และ 59.88 เปอร์เซ็นต์ 

ตามล าดับ (ตารางที ่2 ภาพที่ 2 และภาพท่ี3) 
3. ทดสอบประสิทธิภาพของ  Bacillus  spp. 5 ไอโซเลท ในการควบคุมโรคล าต้นเน่า (stem rot)  ใน

มะเขือเทศ ในโรงเรือนทดลอง 

 ผลการทดลอง ที่ 52 วันหลังการทดสอบ พบว่ากรรมวิธีที่ราดด้วยชีวภัณฑ์ 19W12 19W32 และ19W33 

มีประสิทธิภาพไม่แตกต่างกับกรรมวิธีที่ราดด้วยสารmetalaxyl 25% WP โดยมีค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การเกิดโรค

เท่ากับ 71.67 67.50 60.84  และ74.17 ตามล าดับ โดยที่ทุกกรรมวิธีสามารถลดการเกิดโรคได้เมื่อเปรียบเทียบ

กับกรรมวิธีที่ไม่มีการราดสาร(กรรมวิธีที่ 5) โดยกรรมวิธีที่ราดด้วยชีวภัณฑ์ 19W32 มีประสิทธิภาพสูงสุด คือ

สามารถลดการเกิดโรคได้ถึง 39.16% (ตารางที่ 3 ภาพที่ 4 และภาพท่ี 5)  

 

 

 

 

 
ตารางท่ี 1 ค่าเฉลี่ยของความกว้างของ Inhibition zone ที่เกิดจากการยับยั้งเส้นใยเชื้อรา  
            Pythium aphanidermatum ของแบคทีเรีย Bacillus spp. 29 ไอโซเลท 

Bacillus spp. (ไอโซเลท) ค่าเฉลี่ยของความกว้างของ Inhibition zone (ซม.) 
19W12 1.20 
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20W18 0.55 
19W33 0.35 
18G6 0.24 
9W32 0.23 
14G14 0.21 
18G15 0.18 
20W31 0.18 
14G4 0.16 
11G16 0.15 
14G19 0.15 
29G9 0.15 
13G5 0.14 
14G8 0.14 
14G12 0.14 
14G22 0.14 
14G17 0.13 
18G17 0.13 
14G9 0.12 
14G24 0.12 
14G27 0.12 
18G28 0.11 
18G4 0.11 
14G18 0.10 
14G6 0.10 
7W14 0.10 
3G17 0.10 

RBS001 0.09 
18G9 0.08 
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ตารางท่ี 2 ค่าเฉลี่ยการเกิดโรคเน่าคอดินที่เกิดจากเชื้อรา Pythium aphanidermatum  

  ที่  14 18 21 24 และ 52 วนั หลังการทดสอบ 

กรรมวิธี/  

Bacillus spp. 

ค่าเฉลี่ยการเกิดโรค (%) 

 

ค่าเฉลี่ยการเกิดโรค (%)1/  

     14 DAI* 18 DAI 21 DAI 24 DAI 52 DAI 

T1 18 G6 40.76d2/ 44.38d 47.38cd 50.10de 67.77d 

T2 19 W12 17.75b 21.18bc 21.72b 22.62b 44.89c 

T3 19 W32 19.82b 22.38bc 23.41b 28.40c 36.65b 

T4 19 W33 28.23c 28.87c 33.67c 35.10d 39.02b 

T5 20W18 42.22d 42.59d 52.13cd 52.20de 64.37cd 

T6 ราดน้ าเปล่า (ไม่ใส่เชื้อ

ในดิน) Control - 

0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 

T7 metalaxyl 25% WP   5.25ab 5.93b 6.78a 7.29a 24.15b 

T8** ราดน้ าเปล่า (ใส่เชื้อ

ในดิน) Control +  

12.71b 20.07bc 60.25d 68.98e 97.27e 

CV (%) 93.65 84.24 79.66 79.70 65.98 

* DAI =day after inoculation  
1/    ค่าเฉลี่ยของ 4 ซ้ า 
2/  ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% 
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ตารางท่ี 3 ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคล าต้นเน่า (stem rot)ที่เกิดจากเชื้อรา  

             Pythium aphanidermatum ที่  10 13 17 และ 21 วัน หลังการทดสอบ 

กรรมวิธี/  

Bacillus spp. 

ค่าเฉลี่ยการเกิดโรค (%)1/ 

 10DAI* 13DAI 17DAI 21DAI 

T1 19 W12  43.34cb2/ 55.83cb 62.50c 71.67b 

T2 19 W32  52.50cb 55.84cb 58.34cb 67.50b 

T3 19 W33  36.67b 48.33b 53.34cb 60.84b 

T4 metalaxyl 25% WP     0.00a  0.83a 30.84b 74.17b 

T5** ราดน้ าเปล่า (ใส่เชื้อใน

ดิน) Control + 

 50.00c 64.17c 83.33cd 100.00c 

T6 ราดน้ าเปล่า (ไม่ใส่เชื้อ

ในดิน) Control - 

  0.00a  0.00a  0.00a  0.00a 

CV (%)   82.25 76.11 61.63 52.10 

* DAI =day after inoculation  
1/    ค่าเฉลี่ยของ 4 ซ้ า 
2/  ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1  ภาพแสดงการยับยั้งเส้นใยเชื้อรา Pythium aphanidermatumของ Bacillus spp. 5 ไอโซเลท 

 (ก-จ) เปรียบเทียบกับกรรมวิธีใช้น้ านึ่งฆ่าเชื้อ (ฉ) 

(ข)   20W18 (ก)     19W12 (ค)   19W33 

(ง)      18G6 (ฉ) P. aphanidermatum (จ)     9W32 
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ภาพที่ 2 แสดงปริมาณการตายและการงอกของกล้ามะเขือเทศที่ปลูกในดินติดเชื้อ  
           Pythium aphanidermatum    ในกรรมวิธีต่างๆ ที่ 21 วันหลังทดสอบ 

ก. ราดด้วย cell suspension ของ Bacillus spp. ไอโซเลท 18G6 

ข. ราดด้วย cell suspension ของ Bacillus spp. ไอโซเลท 19W12 

ค. ราดด้วย cell suspension ของ Bacillus spp. ไอโซเลท 19W32 

ง. ราดด้วย cell suspension ของ Bacillus spp. ไอโซเลท 19W33 

จ. ราดด้วย cell suspension ของ Bacillus spp. ไอโซเลท 20W18 

ฉ. ราดด้วยน้ าเปล่า (ไม่ปลูกเชื้อ) 
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ภาพที่ 3 แสดงปริมาณการตายและการงอกของกล้ามะเขือเทศที่ปลูกในดินติดเชื้อ 
Pythium aphanidermatum  ในกรรมวิธีต่างๆ ที่ 52 วันหลังทดสอบ 

ก. ราดด้วย cell suspension ของ Bacillus spp. ไอโซเลท 18G6 

ข. ราดด้วย cell suspension ของ Bacillus spp. ไอโซเลท 19W12 

ค. ราดด้วย cell suspension ของ Bacillus spp. ไอโซเลท 19W32 

ง. ราดด้วย cell suspension ของ Bacillus spp. ไอโซเลท 19W33 

จ. ราดด้วย cell suspension ของ Bacillus spp. ไอโซเลท 20W18 

ฉ. ราดด้วยน้ าเปล่า (ไม่ปลูกเชื้อ) 
ช. ราดด้วย metalaxyl 25%WP 

ซ. ปลูกเชื้อด้วย Pythium aphanidermatum อย่างเดียว (control +) 
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ภาพท่ี 4 แสดงการเกิดโรคล าต้นเน่าของต้นมะเขือเทศท่ีปลูกในดินติดเชื้อ  
           Pythium aphanidermatum  ในกรรมวิธีต่างๆ ที่ 21 วันหลังทดสอบ 

ก. ราดด้วย ชีวภัณฑ์ Bacillus spp. ไอโซเลท 19W12 

ข. ราดด้วย ชีวภัณฑ์ Bacillus spp. ไอโซเลท  19W32 

ค. ราดด้วย ชีวภัณฑ์ Bacillus spp. ไอโซเลท 19W33 

ง. ราดด้วย metalaxyl 25%WP 

จ. ราดด้วยน้ าเปล่า (ปลูกเชื้อ Pythium aphanidermatum ) ; control +  
ฉ. ราดด้วยน้ าเปล่า (ไม่ปลูกเชื้อ) ; control - 

ก ค ข 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

แบคทีเรีย Bacillus spp. ไอโซเลท 19W32 และ19W33 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการควบคุมโรคเนา่คอดินโดย

สามารถลดการเกิดโรคได้เท่ากับ 62.32 และ59.88 และในโรคล าต้นเน่ามะเขือเทศสามารถลดการเกิดโรคได้เท่ากับ 32.50 

และ 39.16 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดับ ดังนั้น ทั้ง 2 ไอโซเลท จึงมีความเหมาะสมที่จะน าไปพัฒนาการผลิตเป็นชีวภัณฑ์ แต่

ทั้งนี้จะต้องมีการศึกษาวิจัยวิธกีารน าไปใช ้ เช่น เพ่ิมจ านวนการราดดนิ ซึ่งในการทดลองนี้ราดดินเพียง 1 ครั้ง หรือเพ่ิม

ปริมาณแบคทีเรีย Bacillus ที่ใส่ลงดินให้มีปริมาณหรืออัตาสงูขึ้น หรือกรณีโรคล าต้นเนา่ อาจจ าต้องใช้วธิีการคลุกดิน

ก่อนปลูกมะเขือเทศร่วมด้วย ตลอดจนพัฒนาสูตรที่เหมาะสมเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการควบคุมโรคต่อไป 

 

10. การน าผลงานไปใช้ประโยชน์  

1. สามารถน าไปเป็นโมเดลควบคุมโรครากเนา่ที่มีสาเหตจุากเชือ้รา P. aphanidermatum ในการเพาะกล้า

ในพืชอ่ืนๆ ที่ต้องท าการเพาะกล้าในโรงเรือนก่อนย้ายปลูกได้ เนื่องจากปัญหาโรคนี้มักมีการพัฒนาโรคและปัจจัย

ในการก่อให้เกิดโรคไม่ต่างกัน  

 2. น าไปต่อยอดพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์เพ่ือใช้ควบคุมโรครากเน่า หรือโรคล าต้นเน่า ที่เกิดจากเชื้อรา P. 

aphanidermatum ในระบบการปฏิบัติทางการเกษตท่ีดีและเหมาะสม (GAP) หรือระบบการปลูกพืชแบบ

อินทรีย์  
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