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การพฒันาผลติภณัฑ�  การพฒันาผลติภณัฑ�  การพฒันาผลติภณัฑ�  การพฒันาผลติภณัฑ�  Bacillus subtilis  Bacillus subtilis  Bacillus subtilis  Bacillus subtilis  สายพนัธุ� สายพนัธุ� สายพนัธุ� สายพนัธุ� DOADOADOADOA----WBWBWBWB4 4 4 4 แบบผงเพือ่ควบคุมโรคแบบผงเพือ่ควบคุมโรคแบบผงเพือ่ควบคุมโรคแบบผงเพือ่ควบคุมโรค
เหีย่วที่เกดิจากแบคทีเรียของมนัฝรัง่เหีย่วที่เกดิจากแบคทีเรียของมนัฝรัง่เหีย่วที่เกดิจากแบคทีเรียของมนัฝรัง่เหีย่วที่เกดิจากแบคทีเรียของมนัฝรัง่    

Development of Development of Development of Development of PPPPowderowderowderowder    FFFFormulationormulationormulationormulation    of of of of Bacillus subtilisBacillus subtilisBacillus subtilisBacillus subtilis        DOADOADOADOA----WB4WB4WB4WB4    SSSStrain for train for train for train for 
CCCControlling  ontrolling  ontrolling  ontrolling  PotatoPotatoPotatoPotato    BBBBacterial acterial acterial acterial WWWWilt ilt ilt ilt DDDDisease isease isease isease     

บรูณ ีพัว่วงษ�แพทย�บรูณ ีพัว่วงษ�แพทย�บรูณ ีพัว่วงษ�แพทย�บรูณ ีพัว่วงษ�แพทย�                            ณฎัฐมิา  โฆษิตเจรญิกลุณฎัฐมิา  โฆษิตเจรญิกลุณฎัฐมิา  โฆษิตเจรญิกลุณฎัฐมิา  โฆษิตเจรญิกลุ                    
ทิพวรรณทิพวรรณทิพวรรณทิพวรรณ        กนัหาญาติกนัหาญาติกนัหาญาติกนัหาญาติ                            รุKงนภา  ทองเครง็รุKงนภา  ทองเครง็รุKงนภา  ทองเครง็รุKงนภา  ทองเครง็    

กลุKมวจิยัโรคพชืกลุKมวจิยัโรคพชืกลุKมวจิยัโรคพชืกลุKมวจิยัโรคพชื        สาํนักวจิยัพฒันาการอารักขาพชืสาํนักวจิยัพฒันาการอารักขาพชืสาํนักวจิยัพฒันาการอารักขาพชืสาํนักวจิยัพฒันาการอารักขาพชื    
-------------------------------------------------------------------------------------------- 

รายงานความกOาวหนOารายงานความกOาวหนOารายงานความกOาวหนOารายงานความกOาวหนOา    

 การเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณแบคทีเรีย Bacillus subtilis สายพันธุ� DOA WB4 โดยการเตรียม

อาหารสูตร TSB, TSA, NA และ NB  เพ่ือทําการทดสอบการเพ่ิมปริมาณ พบวKา เชื้อ B. subtilis สาย

พันธุ� DOA WB4 สามารถสรOางสปอร�ในอาหารทุกชนิดไดOใกลOเคียงกัน     

 ทดสอบวัสดุรองรับเชื้อ B. subtilis สายพันธุ� DOA WB4 โดยใชOผง Tacumc เปZนวัสดุรองรับ

ทําผลิตเปZนสูตรผง จํานวน 5 กิโลกรัม จากการตรวจปริมาณเชื้อท่ีอยูKในผลิตภัณฑ�พบปริมาณ 2.0 x 

109 cfu/กรัม   

ทดสอบความอยูKรอดของเชื้อ B. subtilis สายพันธุ� DOA WB4 ในผงแปbงและระยะเวลาการเก็บรักษา 

พบวKา 6 เดือน  ผงเชื้อมีปริมาณของเชื้อ B. subtilis อยูK 1x109 cfu/g พรOอมท้ังติดตKอขอทําการ

ทดสอบผลิตภัณฑ�ผงของเชื้อ B. subtilis สายพันธุ� DOA WB4 ในระดับเรือนปลูกทดลองท่ี ศูนย�วิจัย

เกษตรจังหวัดเชียงใหมK   
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    

โรคเหี่ยวของขิงท่ีเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum  Syn.  

(Pseudomonas solanacearum)  เปZนโรคท่ีทําความเสียหายอยKางสูงตKอการผลิตมันฝรั่ง  การ

ปbองกันกําจัดโรคนี้ทําไดOยากเนื่องจากเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคสามารถมีชีวิตอยูKในดินเปZนเวลานาน

และมีพืชอาศัยกวOาง  เปZนสาเหตุของโรคเหี่ยวกับพืชเศรษฐกิจอ่ืน ๆ เชKน ปทุมมา  มันฝรั่ง  ไมKมี

สารเคมีท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมโรค  มีรายงานการใชOพันธุ�ตOานทาน  การเขตกรรมและการ

ใชOชีววิธีในการควบคุมโรค  ซ่ึงพบวKาการใชOชีววิธีควบคุมโรคเหี่ยวมีความเปZนไปไดOสูง 

การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีจึงเปZนอีกทางเลือกหนึ่งในการปbองกันกําจัดโรคพืชท่ีชKวยลด

ปmญหาการใชOสารเคมีทางการเกษตรท่ีไมKถูกตOองเหมาะสม และเปZนการนําเอาจุลินทรีย�ท่ีมีอยูKใน

ธรรมชาติมาใชOใหOเกิดประโยชน� โดยเฉพาะจุลินทรีย�ท่ีมีคุณสมบัติเปZน antagonist ซ่ึงในปmจจุบันไดOมี

การนํามาใชOในการควบคุมโรคพืชท้ังเชื้อราและแบคทีเรีย จนกระท่ังแปรรูปเปZนผลิตภัณฑ� และ

จําหนKายเปZนการคOากันอยKางแพรKหลาย เชKน เชื้อรา Trichoderma และแบคทีเรีย Bacillus subtilis  

จิระเดช (2534) ไดOรายงานวKาการคลุกเมล็ดดOวยเชื้อแอนทาโกนิสต� ไมKวKาจะอยูKในรูปสปอร�

ผสมน้ําหรือในรูปผงฝุpนก็ตาม นับเปZนวิธีท่ีงKายและประหยัดท่ีสุดเนื่องจากใชOเชื้อปริมาณนOอยและ

วิธีการไมKยุKงยาก 

Wassana et al. (2005)ไดOศึกษาการยืดอายุผลิตภัณฑ� B. subtilis TISTR 001 เพ่ือใชOใน

ฟาร�มเลี้ยงสัตว� พบวKา ถOาเติมสารตัวพา (carrier) ไดOแกK zeolite, talcum, และ calcium carbonate 

ลงไปในการแปรรูปผลิตภัณฑ�ชนิดผง แมOเพ่ิมอุณหภูมิถึง 150 องศาเซลเซียสในระหวKางขบวนการผลิต

ก็ตาม สปอร�ของแบคทีเรียก็สามารถทนอยูKไดOและจํานวนของเอ็นโดสปอร�ก็ไมKลดลง และพบวKาความ

เขOมขOนของเอ็นโดสปอร�จะคงท่ีกวKาผลิตภัณฑ�ท่ีอยูKในรูปของเหลว  

ณัฎฐิมา et al. (2547) ไดOศึกษาการใชOประโยชน�จากเชื้อ Bacillus spp. ในการควบคุมโรค

เหี่ยวของขิงและมะเขือเทศ พบวKา เชื้อแบคทีเรีย B. subtilis มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเหี่ยว

ของขิงถึง 60%  แตKการเตรียมเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ในการทดลองนี้เตรียมในรูปเซลล�แขวนลอย

ของแบคทีเรียแลOวนําไปจุKมหัวพันธุ�และราดลงบนดินซ่ึงเปZนการไมKสะดวกตKอเกษตรกรท่ีจะนําไปใชOใน

สภาพแปลงและทําใหOประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis  ไมKคงท่ีเปลี่ยนแปลงไปตาม

สภาพแวดลOอมซ่ึงสKวนใหญKประสิทธิภาพมักจะลดลงอันเนื่องมาจากเซลแบคทีเรียตายลง  
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วงศ�  et al. (2548) ศึกษาการใชOเชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis DOA-WB4 ท่ีแยกไดOจาก

ดินบริเวณรากตOนมันฝรั่งท่ีไมKเปZนโรคในพ้ืนท่ีท่ีมีการระบาดของโรคสามารถปbองกันควบคุมการเกิดโรค

เหี่ยวของมันฝรั่งท่ีเกิดจากเชื้อ R. solanacearum ไดOถึง 60% 

ณัฎฐิมา et al. (2551)  ศึกษาการเตรียมผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปmกษ� Bacillus subtilis ดินราก

ยาสูบ no. 4 โดยเพ่ิมปริมาณ B. subtilis ดินรากยาสูบ no. 4 บนอาหารแข็ง Tryptic Soy Agar  

และ บนอาหารเหลว Tryptic Soy Broth ผสม  magnesium sulfate  ความเขOมขOน 0.1 M, 

methylcellulose  ความเขOมขOน  2.5 % และผง talcum 1:4 (V:W)  ไดOปริมาณแบคทีเรียในผงเชื้อ 

คือ1.1x1010 และ 0.7x 1010 CFU/กรัม ตามลําดับ  นําผงเชื้อ B. subtilis ดินรากยาสูบ no. 4 ท่ีไดO

เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหOองและท่ีอุณหภูมิ 4 oC มีชีวิตอยูKรอดไดO 12 เดือน และ15 เดือน ตามลําดับ  เม่ือ

นําผงเชื้อ B. subtilis ดินรากยาสูบ no. 4 ท่ีผลิตไดOไปทดสอบประสิทธิภาพของผงเชื้อ B. subtilis ใน

การควบคุมโรคเหี่ยวของขิงพบวKาสามารถควบคุมโรคเหี่ยวไดO 60 % ในเรือนทดลองและ 30-37 % ใน

แปลงทดลองป|ท่ี 1 และ 67.5-72.5% ในป|ท่ีสอง 

    
วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ    

อุปกรณ�อุปกรณ�อุปกรณ�อุปกรณ�    
1. อุปกรณ�มาตรฐานในหOองปฏิบัติการแบคทีเรีย ไดOแกK ตูOเข่ียเชื้อชนิดปลอดเชื้อ อุปกรณ�

การแยกเชื้อแบคทีเรีย 
2. อุปกรณ�วิทยาศาสตร� เชKน ตูOควบคุมอุณหภูมิ ตูOเย็นสําหรับเก็บตัวอยKาง หมOอนึ่งความดัน

ไอ  เครื่องเขยKาชนิดควบคุมอุณหภูมิ เครื่องวัดคKาดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
ตูOอบ (oven) 

3.  เครื่องแกOวและอุปกรณ�อ่ืนๆท่ีใชOในหOองปฏิบัติการ เชKน เครื่องชั่ง, pH meter  เปZนตOน 
4. สารเคมีท่ีใชOในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  
5.  วัสดุการเกษตร ไดOแกK ดิน  กระถางตOนไมO ปุ~ย หัวพันธุ�มันฝรั่ง 
6.  โรงเรือนปลูกพืชทดลอง 

    
วิธีวิธีวิธีวิธีการการการการ    

1. 1. 1. 1. ศึกษาหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณ ศึกษาหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณ ศึกษาหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณ ศึกษาหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณ Bacillus subtilisBacillus subtilisBacillus subtilisBacillus subtilis    สายพันธุ� สายพันธุ� สายพันธุ� สายพันธุ� DOADOADOADOA----
WB4WB4WB4WB4    
โดยใชOสูตรอาหารชนิดตKางๆ จํานวน 5  สูตร ไดOแกK TSA TSB  NA NB และ NGB   มีการวางแผนการ
ทดลองแบบ CRD  5  กรรมวิธี  5 ซํ้า    
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3. 3. 3. 3. ศึกษาวัสดุรองรับเชื้อ ศึกษาวัสดุรองรับเชื้อ ศึกษาวัสดุรองรับเชื้อ ศึกษาวัสดุรองรับเชื้อ Bacillus subtilisBacillus subtilisBacillus subtilisBacillus subtilis        สายพันธุ�สายพันธุ�สายพันธุ�สายพันธุ�    DOADOADOADOA----WB4WB4WB4WB4        ที่มีประสิทธิภาพที่มีประสิทธิภาพที่มีประสิทธิภาพที่มีประสิทธิภาพ    
เพ่ือใหOเชื้อมีชีวิตไดOเปZนเปZนเวลานาน โดยศึกษาวัสดุรองรับ จํานวน 5 ชนิด ไดOแกK แปbงทาคัม  แปbง
ขOาวโพด แปbงขOาวเจOา แปbงขOาวเหนียว และ ดินผสม  มีการวางแผนการทดลองแบบ CRD  5  กรรมวิธี  
5 ซํ้า    

4. 4. 4. 4. ทดสอบความอยูKรอดของเชื้อ ทดสอบความอยูKรอดของเชื้อ ทดสอบความอยูKรอดของเชื้อ ทดสอบความอยูKรอดของเชื้อ Bacillus sBacillus sBacillus sBacillus subtilisubtilisubtilisubtilis    สายพันธุ� สายพันธุ� สายพันธุ� สายพันธุ� DOADOADOADOA----WB4WB4WB4WB4        และระยะเวลาในและระยะเวลาในและระยะเวลาในและระยะเวลาใน
การเก็บรักษาที่อุณหภูมิตKางๆของผลิตภัณฑ�ชนิดผง การเก็บรักษาที่อุณหภูมิตKางๆของผลิตภัณฑ�ชนิดผง การเก็บรักษาที่อุณหภูมิตKางๆของผลิตภัณฑ�ชนิดผง การเก็บรักษาที่อุณหภูมิตKางๆของผลิตภัณฑ�ชนิดผง     

โดยทดสอบ 2 ระดับอุณหภูมิ ไดOแกK อุณหภูมิหOอง และอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ
ทดสอบระยะเวลาในการเก็บรักษา 15  เดือน วางแผนการทดลอง factorial in CRD 2 ปmจจัย คือ 
ระดับอุณหภูมิ 15 กรรมวิธี ไดOแกK จํานวนเดือน จํานวน  4 ซํ้า    

5. 5. 5. 5. ทดสอบการประสิทธิภาพและวิธีการใชOสูตรผงในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง ทดสอบการประสิทธิภาพและวิธีการใชOสูตรผงในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง ทดสอบการประสิทธิภาพและวิธีการใชOสูตรผงในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง ทดสอบการประสิทธิภาพและวิธีการใชOสูตรผงในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง     
โดยวางแผนการทดลองแบบ  RCB  5 กรรมวิธี ไดOแกK สูตรผงจาก แปbงทาคัม  แปbงขOาวโพด แปbงขOาว
เจOา แปbงขOาวเหนียว และ ดินผสม จํานวน 4  ซํ้า     

6. 6. 6. 6. ทดสอบการปทดสอบการปทดสอบการปทดสอบการประสิทธิภาพและวิธีการใชOสูตรผงในสภาพแปลงทดลอง ระสิทธิภาพและวิธีการใชOสูตรผงในสภาพแปลงทดลอง ระสิทธิภาพและวิธีการใชOสูตรผงในสภาพแปลงทดลอง ระสิทธิภาพและวิธีการใชOสูตรผงในสภาพแปลงทดลอง     
โดยวางแผนการทดลองแบบ  RCB  4 กรรมวิธี ไดOแกK สูตรผงท่ีใหOผลการควบคุมท่ีดีท่ีสุดจากการ
ทดลองในเรือนปลูกพืชทดลองในอัตรา 1% WP, 5% WP, 7% WP และ กรรมวิธีเปรียบเทียบ 
จํานวน 4  ซํ้า    

7777. . . . ทดสอบการประสิทธิภาพและวิธีการใชOสูทดสอบการประสิทธิภาพและวิธีการใชOสูทดสอบการประสิทธิภาพและวิธีการใชOสูทดสอบการประสิทธิภาพและวิธีการใชOสูตรผงในสภาพแปลงปลูกของเกษตรกร  ตรผงในสภาพแปลงปลูกของเกษตรกร  ตรผงในสภาพแปลงปลูกของเกษตรกร  ตรผงในสภาพแปลงปลูกของเกษตรกร   
โดยวางแผนการทดลองแบบ  RCB  4 กรรมวิธี ไดOแกK สูตรผงและอัตราการใชOท่ีใหOผลควบคุมโรคเหี่ยว
ดีท่ีสุด ในระยะเวลาทุก 7 วัน, ทุก 15 วัน, ทุก 30 วัน และ กรรมวิธีเปรียบเทียบ จํานวน 4  ซํ้า 
    
เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่    

ตตตต....คคคค....55553333    ––––    กกกก....ยยยย....55558888    ที่ทีท่ี่ที่กลุKมวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช และ แปลงปลูกมันฝรั่ง
ของเกษตรกร 
 

ผผผผลและวจิารณ�ผลการทดลองลและวจิารณ�ผลการทดลองลและวจิารณ�ผลการทดลองลและวจิารณ�ผลการทดลอง    

 การเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณแบคทีเรีย Bacillus subtilis สายพันธุ� DOA WB4 โดยการเตรียม

อาหารสูตร TSB, TSA, NA และ NB  เพ่ือทําการทดสอบการเพ่ิมปริมาณ พบวKา เชื้อ B. subtilis สาย

พันธุ� DOA WB4 สามารถสรOางสปอร�ในอาหารทุกชนิดไดOใกลOเคียงกัน     

 ทดสอบวัสดุรองรับเชื้อ B. subtilis สายพันธุ� DOA WB4 โดยใชOผง Tacumc เปZนวัสดุรองรับ

ทําผลิตเปZนสูตรผง จํานวน 5 กิโลกรัม จากการตรวจปริมาณเชื้อท่ีอยูKในผลิตภัณฑ�พบปริมาณ 2.0 x 

109 cfu/กรัม   
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ทดสอบความอยูKรอดของเชื้อ B. subtilis สายพันธุ� DOA WB4 ในผงแปbงและระยะเวลาการเก็บรักษา 

พบวKา 6 เดือน  ผงเชื้อมีปริมาณของเชื้อ B. subtilis อยูK 1x109 cfu/g พรOอมท้ังติดตKอขอทําการ

ทดสอบผลิตภัณฑ�ผงของเชื้อ B. subtilis สายพันธุ� DOA WB4 ในระดับเรือนปลูกทดลองท่ี ศูนย�วิจัย

เกษตรจังหวัดเชียงใหมK   
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