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 เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am (BS) มีคุณสมบัติยับยัง้การ
เจริญเติบโตของเชื้อ Ralstonia solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am (RS) สาเหตโุรคเหี่ยวของ
มะเขือเทศ จงึไดนํามาศกึษาพัฒนาชีวภณัฑเปนสูตรผงสําเร็จ  การศึกษาเปรียบเทียบการเจริญ 
เติบโตและคุณสมบัติการยับยั้งของเชื้อ BS ในอาหาร 10 ชนิด พบวาอาหารที่ประกอบดวยกาก 
น้ําตาล 1% + เปปโตน 0.5% ใหปริมาณประชากรของเชื้อ BS สูงที่สุดคือ 13.39 logCFU/ml ซ่ึง
แตกตางอยางมีนัยสําคัญจากอาหาร Malt Yeast extract (MY) ที่มีประชากร BS 13.14 logCFU/ml 
ที่ใชเปนอาหารเปรียบเทียบ แตในขณะที่อาหารนี้สรางบริเวณยับยั้งเชื้อ RS กวาง 0.72 ซม ซ่ึงนอย
กวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับอาหาร MY ที่มีบริเวณยบัยั้ง 0.78 ซม  อาหาร MY จึงถูกคัดเลือก
มาใชเล้ียงกลาเชื้อ BS สําหรับนําไปใชพฒันาชีวภัณฑ  สูตรสําเร็จชีวภัณฑ 6 ชนิด ไดพัฒนาขึ้น
โดยการผสมเชื้อ BS ปริมาณ 8.25 logCFU/ml ที่ไดจากการเลี้ยงในอาหาร MY กับสารอาหารหรือ
สารพาชนิดตางๆ ในอัตราเชือ้ตอสารพา 1:2 โดยปริมาตร:น้ําหนัก  หลังจากเก็บไวที่อุณหภูมิหอง
เปนเวลา 6 เดอืน พบวาสูตรชีวภณัฑที่ 1 ประกอบดวยผงเช้ือ BS+ทัลคัม+รําขาว ใหปริมาณเชื้อ 
BS สูงที่สุด 1.88 logCFU/ml  และบริเวณยับยั้งเชื้อ RS กวางที่สุด 0.9 ซม บนอาหาร NGA  
การศึกษาวิธีควบคุมโรคเหี่ยวจากแบคทีเรียของมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 ในโรงเรือนปลูกพืช
แบบการคาทีส่ถาบันเทคโนโลยีแหงเอเชยี จังหวัดปทมุธานี โดยการเปรียบเทียบประสิทธิภาพ
การใชสูตรชีวภัณฑที่ 1 และสารซิลิคอนแบบเดีย่วหรือผสมกัน พบวาการใชสูตรชีวภณัฑที่ 1 
ผสมกับซิลิคอนในรูปโซเดยีมซิลิเคต มะเขือเทศมีการรอดตายสูงสุด 88% และมีผลผลิตสูงที่สุด 
240 กรัม/ตน ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับวิธีอ่ืนและเปรียบเทียบทีใ่ชน้ําโดยมีตนมะเขือเทศรอด
ตาย 11% และผลผลิต 10 กรัม/ตน  การศึกษานีเ้ปนรายงานครั้งแรกถึงผลสําเร็จในการใชเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษในรูปสูตรสําเร็จชีวภณัฑรวมกับซิลิคอนในการควบคุมโรคเหี่ยวจากเชื้อ
แบคทีเรีย RS จนถึงระยะเกบ็เกี่ยวผลผลิตในโรงเรือนปลูกพืชแบบการคา 
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 Antagonistic bacteria Bacillus subtilis strain CH4Am (BS) having an effective growth 
inhibition of Ralstonia solanacearum strain To-Ud3Am (RS), the causal agent of bacterial wilt of 
tomato (BWT) was carried out to develope bioproduct as powder formulation.  Growth and 
inhibition activity of BS on the 10 media were compared and found that medium containing  
molasses1%+peptone0.5% gave the highest BS population of 13.39 logCFU/ml which was 
significantly different from Malt Yeast extract (MY) medium containing BS population of 13.14 
logCFU/ml as a control medium whereas it had inhibition zone against RS at 0.72 cm which 
was significantly lesser than from MY having inhibition zone of 0.78 cm.  MY medium was 
selected to produce BS inoculum for bioproduct development.  Six bioproduct formulations 
were developed by mixing 8.25 logCFU/ml of BS inoculum obtained from MY medium with 
substrates and carries at 1:2 by volume : weihgt.  After storage the products for 6 months at 
room temperature, F1 formulation contained BS+talcum+rice bran had the highest BS 
population of 1.88 logCFU/g and showed the highest inhibition zone of 0.9 cm against RS on 
NGA plate. Investigation on BWT control using tomato cv. Seeda Thip3 in commercial type 
greenhouse at Asian Institute of Technology, Pathumthani province by comparing the 
effectiveness of F1 formulation and silicon applications as solely or combination showed that 
F1+silicon as sodium silicate provided the highest tomato survival of 88% and yield at 240 
g/plant which was significantly different from others and water control providing 11% tomato 
survival and 10 g/plant.  This study is the first report on the successful application of bacterial 
antagonist as bioproduct formulation with silicon to control bacterial wilt of tomato caused by 
RS until harvesting period in the commercial type greenhouse. 
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ความสามารถนํากลับคืนมา (recovery) ของเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia 
solanacearum สายพันธุ To-Ud3 Am และ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am 

ที่ 2 ช่ัวโมงหลังจากใสเชื้อ   

จํานวนประชากรและประสทิธิภาพสารกรอง (culture filtrate) ของเชื้อ 
Bacillus subtilis สายพันธุ CH4 Am ที่เล้ียงในอาหารชนิดตางๆเปนเวลา 72 
ช่ัวโมงในการยับยั้งการเจรญิเติบโตของเชื้อ Ralstonia solanacearum สาย
พันธุ To-Ud3 Am (RS) บนอาหาร Nutrient glucose agar  ณ อุณหภูมหิอง เปน
เวลา 48 ช่ัวโมง 
ประชากรของแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus  subtilis สายพนัธุ CH4Am ในสูตร
สําเร็จชนิดตางๆและการยับยั้งการเจริญเตบิโตของเชื้อ Ralstonia  
solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am (RS) โดยใชผงเชื้อสูตรสําเร็จของ
แบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus  subtilis สายพนัธุ CH4 Am (BS) ชนิดตางๆบน
อาหาร Nutrient glucose agar ที่อุณหภูมหิอง 
ประสิทธิภาพของผงเชื้อสูตรสําเร็จ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am (BS) 
ในการยับยั้งเชือ้แบคทีเรีย Ralstonia solanacearum  สายพันธุ To-Ud3Am 
(RS)ในหองปฏิบัติการเปนเวลา 9 วัน 
ปริมาณผลผลิตและเปอรเซน็ตการรอดตายของมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 
และจํานวนประชากรของเชือ้ Ralstonia solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am 

(RS) และ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am (BS) ในดนิบริเวณรากของ
มะเขือเทศหลงัจากปลูกเชื้อได 8 สัปดาหที่สถาบันเทคโนโลยีแหงเอเชยี 
จังหวดัปทุมธานี 
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ผลิตภัณฑซิลิคอนที่ใชในการทดลอง ก) ซาลิซิค แอซิด (salicic acid) ผลิตโดย
ชมรมเกษตรปลอดสารพิษและ ข) โซเดียม ซิลิเคต (sodium silicate) ผลิตโดย
บริษัท Fisher Scientific 
แสดงบริเวณยบัยั้ง (clear zone) โดยเชื้อ Bacillus  subtilis สายพันธุ CH4Am ในการ
ยับยั้งเชื้อ Ralstonia solanacearum สายพนัธุ To-Ud3Am บนอาหาร Nutrient 
glucose agar โดยมีน้ําเปนชุดควบคุม (Control, C) เปนเวลา 48 ชม. (ก) และ
ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am ที่ติดฉลากดวยสาร
ปฏิชีวนะ ampicillin ที่ความเขมขน 100 ppm บนอาหาร Nutrient glucose agar 
อายุ 48 ช่ัวโมง (ข) 
สูตรสําเร็จของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษของ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am (BS) 
โดย 1 = BS+ ทัลคัม+ รําขาว, 2 = BS+ ขาวฟางนึ่ง, 3 = BS+ ขาวฟางนึ่ง+ รําขาว, 
4 = BS+สาคูดิบ, 5 = BS+สาคูดิบ+ รําขาว และ 6 = BS+ปลายขาว 
ประสิทธิภาพของสูตรสําเร็จของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus subtilis สายพันธุ 
CH4Am หลังจากเก็บรักษา 6 เดือน ในการยับยั้งเชื้อ Ralstonia solanasearum สาย
พันธุ To-Ud3 Am โดยวิธี paper disc method บนอาหาร Nutrient glucose agar  โดย 
A = สูตรที่ 1 BS+ ทัลคัม+ รําขาว, B= สูตรที่2 BS+ ขาวฟางนึ่ง,C= สูตรที่3 BS+ 
ขาวฟางนึ่ง+ รําขาว, D= สูตรที่ 4 BS+สาคูดิบ, E= สูตรที่5 BS+สาคูดิบ+ รําขาว, 
F= สูตรที่6 BS+ปลายขาว และ W= น้ํา เปนชุดควบคุม (Control) 
ประสิทธิภาพของสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว (ชอทิพย, 2538) ในการ
ควบคุมโรคเหีย่วของมะเขือเทศสีดาทิพย 3 หลังการทดลองเปนเวลา 8 สัปดาหใน
โรงเรือนที่สถาบันเทคโนโลยีแหงเอเชีย จังหวัดปทุมธานี โดยกรรมวิธีควบคุม (ก) 
ตนมะเขือเทศแสดงอาการเหี่ยวและตนมะเขือเทศปกตทิี่ใชผงเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+ รําขาว (ข) 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
กก. = กิโลกรัม 
ชม = ช่ัวโมง 
เปปโตน= Peptone 
มม. = มิลลิเมตร 
cm = เซ็นติเมตร (ซม) 
g = กรัม 
ml = มิลลิลิตร (มล.) 
ppm = อัตราสวน 1: 1,000,000 
μm = ไมโครเมตร 
CFU/ml = Colony Forming Unit/ml 
MY = Malt Yeast extract 
NGA = Nutrient Glucose Agar 
O.D. = Optical at Density ที่ 600 นาโนเมตร 
  



การพัฒนาชีวภัณฑของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia 

solanacearum สาเหตุโรคเหี่ยวของมะเขือเทศ 
 

Bioproduct Development of Antagonistic Bacteria for Controlling Ralstonia 

solanacearum  Caused Bacterial Wilt of Tomato 
 

คํานํา 
 

 ปจจุบันเกษตรกรในประเทศไทยมีการใชสารเคมีในการปองกันกําจดัศัตรูพืชเปนจํานวน
มากรวม ถึงการกําจัดโรคพืชดวย เนื่องจากใชงานงายและออกฤทธิ์เร็ว แตปญหาที่ตามมาคือเร่ือง
สุขภาพของผูบริโภค ผูผลิต และการตกคางของสารเคมีในสภาพแวดลอม ในปจจุบนักระแสของ
การรณรงคใหลดการใชสารเคมีมีมากขึ้น เนื่องจากผูบริโภคและภาครัฐไดตระหนักถึงพิษภยัของ
สารเคมีที่ตกคางในผลผลิต และสิ่งแวดลอม ในขณะเดยีวกันการสงออกผลผลิตทางเกษตรหลาย
ชนิดไปยังประเทศตางๆมีการกําหนดปรมิาณสารตกคางในผลผลิต โดยเฉพาะในประเทศที่เจริญ
และพัฒนาแลวจะใหความสาํคัญตอเร่ืองสุขภาพและสิ่งแวดลอมมาก ดงันั้นผลผลิตที่จะสงไปขาย
ประเทศเหลานั้นได ตองเปนผลผลิตที่มีคุณภาพปราศจากสารเคมีตกคาง ดวยเหตนุี้การควบคุมโรค
พืชโดยวิธีชีวภาพหรือชีววธีิ (biological control หรือ biocontrol) จึงเปนวิธีการหนึง่ที่นักโรคพืชให
ความสนใจเปนอยางมากในการนํามาใชทดแทนสารเคม ีเนื่องจากสามารถลดปริมาณประชากรของ
เชื้อโรคใหอยูในระดบัที่ไมกอใหเกิดผลเสียหายกับพืชและไมเปนอันตรายตอผูผลิต ผูบริโภคและ
ส่ิงแวดลอม ปจจุบันมีการคิดคนวจิัยเกี่ยวกับการพัฒนาจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพควบคุมโรคพืชได
ดวยเทคโนโลยีทันสมัยมกีารจดสิทธิบัตรจุลินทรียและขั้นตอนการผลิต นอกจากนีย้ังมีการจําหนาย
เชื้อจุลินทรียปฏิปกษในลักษณะชวีภณัฑสําเร็จรูป (bioproduct) หลายชนิดในตางประเทศและใน
ประเทศไทย  
 

โรคของมะเขือเทศนับเปนปจจัยสําคัญทีม่ีผลตอการปลูกมะเขือเทศทั่วโลก รวมทัง้ประเทศ
ไทยดวย มะเขอืเทศมีเชื้อโรคพืชที่เขาทําลายมากถึง 60 ชนิด และมีประมาณ 15 ชนิด ที่ถือวาเปน
เชื้อสาเหตุโรคมะเขือเทศที่มคีวามสําคัญในเขตอบอุนและเขตรอนชื้น (Dhital, 1998) เชื้อสาเหตุ
โรคมะเขือเทศประกอบไปดวย เชื้อแบคทีเรีย เชื้อรา ไวรัส และไส เดือนฝอย โรคเหี่ยวมะเขือเทศที่
เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum เปนโรคที่มีความสําคัญและระบาดอยางรุนแรงทาํ
ความเสียหายอยางมากในเขตอบอุนและเขตรอน (Jones et al., 1993) ในประเทศไทยโรคเหี่ยวของ
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มะเขือเทศที่เกดิจากแบคทีเรีย R. solanacearum นั้นพบโรคกระจายอยูทั่วไปในพื้นทีท่ี่ปลูกมะเขือ
เทศและพืชชนิดตางๆ มีความหลากหลายของพันธุกรรม (ปยะรัตน, 2540)  เปนโรคที่มีความสําคัญ
มากที่สุดเพราะเปนโรคที่ทําความเสียหายใหกับอุตสาหกรรมมะเขือเทศทําใหผลผลิตลดลง ใน
ปจจุบันถือวาปญหาโรคเหี่ยวที่เกดิจากเชื้อแบคทีเรียนี้เปนอุปสรรคสําคัญในการปลูกมะเขือเทศเพือ่
อุตสาหกรรม และการผลิตเมล็ดพันธุมะเขือเทศ (Leksomboon, 1994) และการควบคุมโรคเหี่ยวที่
เกิดจากเชื้อแบคทีเรียในพืน้ที่ปลูกมะเขือเทศมีปญหาคอนขางมากเนื่องจากในดินทีป่ลูกมะเขือเทศ
มีปริมาณเชื้อสาเหตุโรคปนอยูเปนจํานวนมาก ทั้งยังเปนเชื้อสาเหตุโรคพืชที่มีพืชอาศยักวาง และ
เชื้อสาเหตุโรคสามารถดํารงชีวิตรอดอยูในดินไดเปนเวลานาน ตลอดจนเชื้อสาเหตุโรคมีความผัน
แปรของลักษณะทางชวีวิทยาและพันธุกรรม  ดังนั้นในการควบคุมโรคดวยวิธีทางชวีภาพโดยการ
ใชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่จะไปมีผลทั้งทางตรงและทางออมตอจํานวนประชากรของเชื้อสาเหตุ
โรคพืชใหมีปริมาณลดลง และเกิดโรคนอยลงจงึเปนทางเลือกอีกวิธีหนึ่ง 
 

เชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. เปนจุลินทรียทีโ่ดยปกติอาศยัอยูในดินไมกอใหเกดิความเสีย 
หายตอพืชมีความเหมาะสมในการใชเปนจุลินทรียปฏิปกษ สามารถควบคุมเชื้อราและเชื้อแบคทีเรีย
สาเหตุโรคพืชไดหลายชนิดโดยมีการทดลองในหองปฏบิัติการ Bacillus spp. สามารถสรางสาร
ปฏิชีวนะหลายชนิดและแยงสารอาหารไดดีกวาจุลินทรียอ่ืนๆในสภาวะแวดลอมที่ขาดแคลน 
สามารถปรับตัวและทนทานตอสภาวะแวดลอมที่แปรเปลี่ยนโดยการสรางสปอร ดังนั้นในงานวจิัย
นี้จึงศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อ B.subtilis สายพันธุ CH4  ชนิดตางๆ เพื่อเปรียบเทียบประสทิธิภาพในการ
เจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษและปริมาณการสรางสารปฏิชีวนะที่มีตนทุนการผลิตต่ํา
สําหรับการผลิตชีวภณัฑในรปูสูตรสําเร็จชนิดผง โดยการคัดเลือกสารพาที่เหมาะสมเพื่อใหไดสูตร
สําเร็จที่สะดวกตอการนําไปใช สามารถเก็บรักษาเชื้อไวไดเปนระยะเวลานานโดยยังคง
ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อ ตลอดจนการนําไปใชควบคุมโรครวมกับวิธีการอื่นใหมีประสิทธิภาพดี
ยิ่งขึ้น 

 
 
 



วัตถุประสงค 

 
1. ศึกษาการเจริญของแบคทีเรียปฏิปกษและประสิทธิภาพการสรางสารปฏิชีวนะในอาหาร

เล้ียงเชื้อชนิดตางๆในการยบัยั้งเชื้อ Ralstonia solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am สาเหตุโรคเหี่ยว
ของมะเขือเทศ 
 

2. ศึกษาการอยูรอดและประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในวัสดผุสมสูตรตาง ๆ ใน
การยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am สาเหตุโรคเหี่ยวของ
มะเขือเทศ  
 

3. ศึกษาและทดสอบประสิทธิภาพสูตรสําเร็จชีวภณัฑของแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis 
สายพันธุ CH4Am รวมกับการใชสารซิลิคอนในการควบคุมเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum สายพนัธุ 
To-Ud3Am สาเหตุโรคเหี่ยวของมะเขือเทศในสภาพโรงเรือนแบบการคา



การตรวจเอกสาร 
 
1. ลักษณะโดยทั่วไปของโรคเหี่ยวของมะเขือเทศท่ีเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย 
 

โรคเหี่ยวของมะเขือเทศ (bacterial wilt) ที่เกิดจากเชื้อ Ralstonia solanacearum เปนโรคที่
ทําความเสียหายอยางรุนแรงตอมะเขือเทศที่ปลูกในเขตอบอุน เขตกึ่งรอน และเขตรอน โรคนี้
บางครั้งเรียกวา โรคเหี่ยวแบคทีเรียทางตอนใต (southern bacterial wilt) โรคเหี่ยวของพืชพวกพริก 
(solanaceous wilt) โรค southern bacterial blight และมีช่ือเรียกอื่นๆที่แตกตางกันไปตามประเทศที่
เกิดโรค (Jones et al., 1993) สวนในประเทศไทยนัน้เปนที่รูจักกันดี คือโรคเหี่ยวทีเ่กิดจากเชื้อ
แบคทีเรียโรคเหี่ยวเขียวของมะเขือเทศ (ศภุลักษณ, 2536) โรคนี้ถือวาเปนโรคที่มีความสําคัญทาง
เศรษฐกิจมากที่สุดอีกโรคหนึ่ง มีการเกดิโรคกระจายทัว่ไปในพืน้ที่ที่มกีารปลูกมะเขอืเทศ ทําใหตน
มะเขือเทศตายเปนจํานวนมาก (Buddenhagen and Kelman, 1962) โรคเหี่ยวของมะเขอืเทศพบได
งายในพื้นที่ทีม่ีการปลูกมะเขือเทศเปนเวลาหลายปติดตอกัน โดยเฉพาะในเขตภาคตะวันออกเฉยีง 
เหนือของประเทศไทยที่มกีารปลูกมะเขือเทศเปนจํานวนมาก และปลูกมาเปนเวลานาน นับเปน
ปจจัยสําคัญทีม่ีผลตอการจํากัดพื้นทีก่ารปลูกมะเขือเทศในจังหวดัตาง ๆในภาคนี้เปนอยางมาก   
(ศุภลักษณ, 2536)  ในตนมะเขือเทศที่เปนโรค การเหี่ยวจะแสดงอาการเกิดขึ้นที่ใบออนกอน ใน
สภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อสาเหตุโรคอาการจะเกิดขึ้นอยางรวดเร็วจน
เหี่ยวทั้งตนในระยะเวลา 2-3 วันหลังจากแสดงอาการโรค เมื่อพืชแสดงอาการเหี่ยวทัง้ตนแลว 
บริเวณทอนํ้าทออาหารจะเปลี่ยนเปนสีนํา้ตาล ถาตัดสวนของลําตนแชในนํ้าจะมีนํ้าสีขาวขุน หรือสี
ขาวอมเหลือง มีลักษณะเหนยีวเปนยางขนเหมือนนํ้านม (ooze) ไหลออกมาจากสวนของทอนํ้าทอ
อาหาร (Jones et  al., 1993) 
 

มีรายงานเชื้อ R. solanacearum มีพืชอาศัยมากมาย กระจายในพืชอาศัยมากกวา 50 วงศ 
สวนใหญเปนพืชที่มีความสาํคัญในทางเศรษฐกิจ ไดแก มันฝรั่ง มะเขือเทศ ยาสูบ พริกไทย มะเขือ 
ถ่ัวลิสง และกลวย (Hayward, 1995) นอกจากนีย้ังพบในไมประดับบางชนิด และวัชพชือีกหลาย 
ชนดิตามที่มีรายงานในหลายๆประเทศ ในประเทศญี่ปุนโรคเหี่ยวแบคทีเรียที่เกิดจากเชื้อ R. 
solanacearum ซ่ึงพบในพืชวงศพริกและมะเขือ สวนใหญจะพบวาเปนโรคกับตนมะเขอืเทศ
(Lycopersicon esculentum Mill.) มันฝรั่ง (Solanum tuberosum L.)  ยาสูบ (Nicotiana tabacum L.) 
มะเขือยาว (S. melongena L.) และพรกิหยวก ( Capsicum annuum L.) ในประเทศญีปุ่นเชื้อสาเหต ุ
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โรคมีพืชอาศัยมากกวา 34 จากพืช 18 วงศ (Horita and Tsuchiya, 2001) เชื้อแบคทีเรีย R. 
solanacearum จะเขาทําลายสวนของพืชทีอ่ยูในดินไดดีในขณะที่มีอุณหภูมิต่ําประมาณ 13 องศา
เซลเซียส แตอัตราการพัฒนาของโรคจะเพิม่มากขึ้นเมื่อดนิมีอุณหภูมิสูงขึ้นจาก 26.7 องศาเซลเซียส 
เปน 37.8 องศาเซลเซียว และในดินที่มีความชื้นสูงขึ้นอาการของโรคจะเกิดไดเร็วข้ึนดวยเชนกัน 
(Gallegly and Walker, 1949)  Yang (1979) ไดรายงานวาโรคจะพัฒนาอยางชาๆ ในสภาพ 
ที่มีอากาศอบอุน ซ่ึงจะอยูในชวงระหวาง 30- 35 องศาเซลเซียส แตในสภาพที่ดนิมคีวามชื้นสูงถือ 
เปนสภาพที่เหมาะสมแกการเจริญเติบโตของเชื้อ และการพัฒนาอาการของโรคจะเร็วข้ึน เชื้อ R. 
solanacearum นี้จะมีความรนุแรงนอยในดินที่มีการระบายนํ้าดี การแพรกระจายของเชื้อแบคทีเรีย 
R. solanacearum จะขึ้นอยูกบัการกระจายตัวของพืชอาศยั ที่มีการกระจายตวัตามลักษณะทาง 
ภูมิศาสตร ความสามารถในการเกิดโรค สภาพแวดลอมในการการระบาด ความสัมพนัธ 
ของปจจัยตางๆที่เกี่ยวของและขึ้นอยูกบัสภาพทางสรีรวทิยาของเชื้อ R. solanacearum                 
 

Horita and Tsuchiya (2001) รายงานวาเชื้อ R. solanacearum ซ่ึงเปนเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยว
นั้นมีความหลากหลายของลกัษณะทางพนัธุกรรมมาก จากการทดสอบความสามารถในการเกิดโรค 
และจากการศกึษาลําดับเบสจากลายพิมพดเีอ็นเอ (fingerprint method) ดวยวิธี repetitive sequence 
based polymerase chain reaction (rep-PCR) ลําดับเบสที่ไดจากลายพมิพดีเอ็นเอ (DNA) พบ        
ไบโอวาร (biovar) 2 แบงออกไดเปน 2 กลุมที่ชัดเจน โดยกลุมที่ 1 จะเปนกลุมที่แยกเชื้อไดจากมั่น
ฝร่ัง จดัเปน race 3 และกลุมที่ 2 เปนเชื้อทีแ่ยกไดจากมะเขือเทศ พริก และยาสูบจดั เปน race 1 
ในไบโอวาร 3 จะพบวาเชื้อในแตละสายพนัธุมีคาเฉลี่ยของคาความเหมือนกันตํ่า และสามารถแบง
ออกเปน 5 กลุม จากความแตกตางกันของพืชอาศัย และความสามารถในการเกิดโรคในไบโอวาร 4 
จะพบเพียงกลุมเดียวมีคาความเหมือนกนัมากกวา 80% 
 

R. solanacearum เปนเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรางเปนทอนกลม เซลลหัวทายมน มี 
ขนาด 0.5-0.7 × 1.5-2.0 ไมครอน เคลื่อนที่โดยใชแฟลกเจลลา (flagella)ที่ติดอยูดานใดดานหนึ่ง
ของเซลล ซ่ึงมีจํานวน 1-4 เสน เปนแบบ polar flagella โดยทั่วไปในเชื้อ R. solanacearum สาย
พันธุที่ใชหางในการเคลื่อนทีจ่ะไมทําใหเกดิโรค (avirulent strain) สวนสายพันธุที่ไมมีแฟลกเจลลา
จะเปนสายพันธุที่กอใหเกิดโรคได (virulent strain) (Kelman, 1953) R. solanacearum เปนเชื้อ
แบคทีเรียที่ไมสรางสปอร ไมมีแคปซูลหอหุม บางสายพนัธุสรางเม็ดสีสีนํ้าตาลที่ละลายไดใน
อาหารเลี้ยงเชือ้หรือในพืช และสรางเม็ดสีดําบน potato slant ไมสามารถสรางเอนไซมยอยไขมนั
สรางยูรีเอส ใชซิเตรทเปนแหลงคารบอนได สามารถสรางเอนไซมคะตาเลส การสรางเอนไซมออก
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ซิเดส สามารถเปลี่ยนไนเตรทใหเปนไนไตรทได ไมมีปฏิกิริยากับการทดสอบ levan ไมสามารถ
ยอยแปง ไมสามารถสรางอินโดล (indole) ไมเกดิไฮโดรเจนซัลไฟด ไมสามารถเจริญไดดีในอาหาร
ที่มีความเขมขนของเกลือตั้งแต 2 % ขึ้นไป มีคุณสมบัติเดนในการใชนํ้าตาลเปนแหลงคารบอน คือ
จะเกิดกรดเล็กนอยในอาหาร glucose D(-)fructose sucrose และ trehalose แตจะเกดิกรดมากใน
อาหาร D-mannitol, dulcitol , D-soritol,  D(-)galactose และ glycerol ไมเกิดกรดและยังทําให
อาหารเปนดางใน lactose L(-)arabinose xylose, D(+)mannose, adonitol, raffinose, cellobiose, L-
rhamnose, salicin, insulin และ maltose (สุธัญญา, 2527; Denny and Hayward, 2001)  
 

การจัดจําแนกเชื้อ R. solanacearum Hayward (1964) ไดมกีารจัดจําแนกชนิดของเชื้อตาม
ความสามารถในการใชนํ้าตาลของเชื้อ 6 ชนิด ไดแก นํ้าตาลมอลโทส (maltose) แลคโทส (lactose) 
เซลโลไบโอส (cellobiose) แมนนิทอล (mannitol) ซอรบิทอล (sorbitol) และดูลซิทอล (ducitol) 
สามารถแบงออกได 5 ไบโอวาร คือ 

 
ไบโอวาร 1 เปนสายพันธุที่ไมใชนํ้าตาลทั้ง 6 ชนิด เปนสายพันธุที่แยกเชื้อจากพืชหลายวงศ 

โดยเฉพาะพืชในวงศ Solanaceae เปนพืชที่ออนแอตอเชื้อนี้มาก 
ไบโอวาร 2 เปนสายพันธุที่ใชนํ้าตาล มอลโทส แลคโทส และเซลโลไบโอสเปนสายพันธุ

แยกเชื้อจากพชืพวกกลวย และไมประดับพวกเฮลิโคเนีย 
ไบโอวาร 3 เปนสายพันธุที่ใชนํ้าตาลทั้ง 6 ชนิด เปนสายพันธุที่แยกเชื้อจากพืชหลายวงศ 

โดยเฉพาะพืชในวงศ Solanaceae เปนพืชที่ออนแอตอเชื้อนี้มาก 
ไบโอวาร 4 เปนสายพันธุที่ใชนํ้าตาล แมนนิทอล ซอรบิทอล และดูลซิทอลเปนสายพันธุ

จากเชื้อพืชวงศขิง ขา 
ไบโอวาร 5 เปนสายพันธุที่ใชนํ้าตาล มอลโทส แลคโทส และเซลโลไบโอส และ          

แมนนิทอล เปนสายพันธุเชื้อจากหมอนจากประเทศจีน 
 

Horita and Tsuchiya (2001) รายงานวา เชือ้แบคทีเรียชนดินี้จัดเปนกลุมที่มีความซับ 
ซอน แตเมื่อพจิารณาถึงความหลากหลายนั้นสามารถแบงแยกออกเปนกลุมสายพันธุ (strain) 
พาโทวาร (pathovars), ไบโอวาร (biovar) และ race การจําแนกเชื้อเปนไบโอวาร และ race นั้น 
นิยมใชกันโดยทั่วไป และการจัดโดยอาศยัความสามารถในการเขาทําลายพืชอาศัยชนิดตาง ๆซ่ึง 
สามารถแบงออกไดเปน 5 race ไดแก 

race 1 กอใหเกิดโรคเหี่ยวกบัพืชในวงศ Solanaceae และพืชวงศอ่ืนๆ 
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race 2 กอใหเกิดเหีย่วกับพชืในวงศ Musaceae 
race 3 กอใหเกิดโรคเหี่ยวกบัมะเขือเทศ มนัฝรั่ง แตไมเกดิโรครุนแรงกบัพืชในวงศ  
Solanaceae 
race 4 กอใหเกิดโรคเหี่ยวกบัพืชในวงศ Zingiberaceae 
race 5 กอใหเกิดโรคเหี่ยวกบัหมอน (mulberry) 

 
สําหรับในประเทศไทยเชื้อ R. solanacearum ที่พบจัดจําแนกอยูใน race 1 ไบโอวาร 3 

และไบโอวาร 4 โดยพบไบโอวาร 3 ในอัตราสวนที่มากกวาไบโอวาร 4 (ศุทธนา, 2543) จากการ 
รายงานของ ณฎัฐิมา (2541) พบวา เชื้อไบโอวาร 4 มีการระบาดคอนขางนอย มีการเขาทําลายพืช 
ในวงศ Zingiberaceae เชน ขิงและปทุมมา และพืชในวงศ Solanaceae มีระบาดทั้งภายในประเทศ
ไทยและประเทศในแถบเอเชียอ่ืนๆดวย Boonsuebsakul (1994) รายงานพบ race 3 ไบโอวาร 2 ใน
มันฝรั่งที่ปลูกในที่สูง 
 

R. solanacearum เปนเชื้อสาเหตุที่เจริญไดดีในดิน สามารถมีชีวิตอยูรอดในดินไดเปนเวลา 
นาน โดยอาศยัอยูกับเศษซากพืชที่เปนพืชอาศัย หรืออยูบริเวณรากพืช จํานวนประชากรของเชื้อใน 
ดินจะมีความสัมพนัธกับปริมาณการเพิ่มจาํนวนประชากรของเชื้อ R. solanacearum ในพืชอาศยั 
การลดจํานวนประชากรของเชื้อ R. solanacearum ในดนิใหนอยลงจะเปนปจจยัที่มีความสําคัญที่ 
จะเกิดความตานทานตอการเกิดโรคในสภาพธรรมชาติ (Horita and Tsuchiya, 1998)  เชื้อ R. 
solanacearum สามารถอยูในซากพืชที่อยูในดินไดนานถงึ 7 เดือน (Devi et  al., 1981) นอกจากนี ้
เชื้อ R. solanacearum สามารถแพรกระจายอยูตามพืน้ดนิตาง ๆในระดับความลึก 30 เซ็นติเมตร 
และในระดับความลึก 60-75 เซ็นติเมตรจะมีปริมาณลดนอยลง แตจะไมพบเชื้อในระดับความลกึ 15 
เซ็นติเมตร เนือ่งจากเปนระดับที่มีความชืน้ในดนิตํ่า การแพรกระจายของเชื้อในดินภายใตสภาพ 
ธรรมชาติ มีการกระจายตัวที่ไมแนนอนและไมสามารถที่จะคาดคะเนได เชื้อสามารถอยูรอดในดนิ 
บางชนิดไดเปนเวลานาน แตในดินบางชนดิกลับมีปริมาณประชากรลดลงอยางรวดเร็ว ทั้งยังเปน 
ดินที่มีการปลกูพืชอาศัยที่ออนแอตอการเขาทําลาย (Kelman, 1953) และจากรายงานของ McCarter 
(1976) รายงานวาเชื้อ R. solanacearum สามารถอยูในดนิเปนระยะเวลานานถึง 4 ป และเชื้อ 
สามารถอยูขามฤดูในดนิไดโดยปราศจากพืชอาศัย โดยอยูในสภาพ saprophyte เมื่อมีพืชอาศัยจะ 
ปรับตัวเปนเชือ้สาเหตุโรคพืชเขาทําลายพชืทําใหพืชเปนโรคได  Kelman (1953) ไดเสนอวา 
ความชื้นเปนปจจัยสําคัญทีม่ีผลตอการเปลี่ยนแปลงจํานวนประชากรของเชื้อ R. solanacearum 
ความชื้นในดนิจะทําใหเชื้อที่อาศัยอยูในดนิมีชีวิตอยูรอดไดมากขึน้ ซ่ึงจะสงผลใหมคีวามสามารถ 
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เขาทําลายพืช และการพัฒนาอาการของโรคไดดีขึ้น ทั้งมคีวามสามารถที่จะแพรกระจายจากพืช 
อาศัยลงสูดิน แตการทําใหดนิแหงเปนระยะๆจะสามารถทําใหการเกิดโรคลดลงได และทําใหเชื้อ 
ที่อยูในดินมีชีวิตรอดนอยลง จะสงผลทําใหการเพิ่มจํานวนประชากรของเชื้อในดนิลดลง จากราย 
งานของ Quinon (1963) พบวาเมื่อดนิมีอุณหภูมิเปลี่ยนแปลงจาก 30 องศาเซลเซียส เปน 35 องศา 
เซลเซียส ในขณะที่ทําการปลูกเชื้อ เชื้อจะสามารถเขาทําลาย และทําใหพืชเกิดโรคอยางรวดเร็วและ 
ในสภาพที่อุณหภูมิที่ตํ่ากวา 19 องศาเซลเซียส พืชจะไมแสดงอาการเปนโรค นอกจากนี้ความชืน้ 
สัมพัทธในบรรยากาศที่สูงอัตราการเพิ่มจํานวนเซลลของเชื้อ R. solanacearum ในทอลําเลียงของ
พืชมากขึ้น และพืชจะมีอัตราการเกิดโรคเพิม่ขึ้น (Grive, 1943)  Walker (1952) รายงานวาจากการ 
ทดลองในอินโดนีเซียพบวาเมื่อดินมีซุปเปอรฟอสเฟตสูงและมีไนโตรเจนตํ่า เชื้อจะมกีารเพิ่ม 
จํานวนประชากรมากขึ้น ทําใหโรคมีความรุนแรงเพิ่มมากขึ้น การเพิ่มไนโตรเจนใหกบัดิน 
อาการโรคจะลดลงและถาดินขาดโพแทสเซียมอาการของโรคจะรุนแรงมากขึ้น นอกจากนีก้าร
เปลี่ยนแปลงจาํนวนประชากรของเชื้อในดนิที่มีคาความเปน pH 6.8 ประชากรของเชือ้เพิ่มมากขึ้น
และโรคมีอาการรุนแรงมากขึ้น แตความรนุแรงของโรคจะลดลงเมื่อดนิมีสภาพเปนกรดเพิ่มขึ้น 
หรือมีคาความเปน pH เทากบั 4.3 
 
2. การควบคุมโรคพืชโดยวิธีทางชีวภาพ 
 
 Lucas (1998) รายงานวาในสภาพปจจุบนัที่ประชาชนเพิม่ความตระหนักในเรื่องของสิ่ง 
แวดลอมมากขึ้น การนําสารเคมีมาใชในการควบคุมศัตรูพืช เชื้อสาเหตุโรคพืชและวชัพืชนั้นสงผล
กระทบตอส่ิงแวดลอมเปนอยางมาก ดังนัน้การควบคุมโรคพืชโดยวิธีการทางชีวภาพจึงเปนวิธีการ
กวางๆ ที่เกิดจากการนําเอาสิง่มีชีวิตชนิดตางๆ มาใชในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืช จากคํานยิามนี้
จะรวมถึงความตานทานของพืชอาศัยตามธรรมชาติ การควบคุมโรคโดยวิธีทางชวีภาพจึงมีผลทั้ง
ทางตรงและทางออมในการลดประชากรของเชื้อสาเหตุโรคพืชใหนอยลง รวมทั้งการใชเชื้อ
ปฏิปกษหรือการจัดการตางๆเพื่อใหประชากรของเชื้อสาเหตุโรคพืชลดลง ดังนั้นการควบคุมโรค
โดยวธีิชีวภาพมีวัตถุประสงคเพื่อใชจุลินทรียในธรรมชาติที่ไมเปนอันตรายตอส่ิงแวดลอมมาใชใน
การควบคุมโรคพืช (Elad and Chet, 1995)  Cook and Baker (1983) รายงานการควบคุมโรคพืชโดย
วิธีชีวภาพ โดยจัดแบงได 3 ลักษณะ คือ การควบคุมปริมาณประชากรของเชื้อสาเหตุโรคพืช การ
ปองกันพื้นที่ผิวของพืชโดยใชจุลินทรียปฏิปกษ ซ่ึงจุลินทรียปฏิปกษจะใชสวนของพืชเปนสวนรวม
ในการปองกนัควบคุมโรคพืช และการควบคุมสวนของเนื้อเยื่อพืชบริเวณทีแ่สดงการเกิดโรคของ
พืช ซ่ึงวิธีการควบคุมโรคพืชโดยวิธีทางชวีภาพจะใชวิธีการควบคุมมากกวาหนึ่งลักษณะ 
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 ปริญญา (2532) ใชแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4 และ CH6 ที่แยกจากดิน 
พบวาสายพนัธุ CH6 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งการเกิดโรคเนาเละของมันฝรั่งที่เกิดจากเชือ้ 
Erwinia carotovora subsp. carotovora (ECC) ได 70 และ 80 เปอรเซ็นตในกรรมวิธีการจุมชิ้นตา
มันฝรั่งและการราดสารแขวนลอยเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษซ้ําในดินตามลําดับ ในกรรมวิธีเปรียบเทยีบ
ที่ไมมีเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษของ B. subtilis สายพันธุ CH4 และ CH6 ตอการเติบโตของเชื้อ Soft 
Rot Erwinias (SRE) ทําใหเกิดโรค 100 เปอรเซ็นต จากการศึกษาของอุรัจฉทา (2534) ไดศึกษาการ
ใชแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ  CH4, Serratia marcescens สายพันธุ NA25 และ Pseudomonas 
fluorescens สายพันธุ NA1, NA37 PH9 และSU1 สามารถควบคุมเชื้อ R. solanacearum โดยการใช
การราดลงดิน และการจุมรากในสารแขวนลอยเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษกอนยายลงปลูกในดินที่ผสม
เชื้อ R. solanacearum ถาใชรวมกับพันธุทีม่ีความตานทานสูงจะมีผลทําใหระดับประชากรของเชื้อ
ในดินลดลงอยางเหน็ไดชัดเจน และพบวาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ NA1 และสายพันธุ NA25 
ใหผลดีที่สุดในการควบคุมโรคเหี่ยวของมะเขือเทศ และมีความสามารถเจริญบริเวณรากของมะเขือ
เทศไดด ีการควบคุมโรคเหี่ยวของมะเขือเทศโดยใชแบคทีเรียแอนทาโกนิสต P. fluorescens สาย
พันธุ NA1 จะใหผลดีกวาการใชสารเคมี Dexan ในมะเขอืเทศพันธุ L390 ซ่ึงเปนพันธุที่มีออนแอ 
แตในพันธุที่มคีวามตานทาน (L 285) จะไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ ซ่ึงจากการ
ทดสอบเชื้อ P. fluorescens สายพันธุ NA1 กับเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ SR21 ในหองปฏิบัติ 
การโดยวิธี paper disc diffusion จะใหผลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแตกตางกันตามความเขมขน
ของสารแขวนลอยเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษ ประชากรของเชือ้สายพันธุ NA1 ในดินผสมทางการคา 
(นนทร ี6) และดินที่ผานการนึ่งฆาเชื้อจะมปีริมาณประชากรสูงกวาดนิที่ผสมแกลบและไมผานการ
นึ่งฆาเชื้อ หลังจากที่ใสเชื้อลงสูดินเปนเวลา 60 วัน (สุภกิจ, 2536) และจากการศึกษาของ ชอทิพย 
(2538) ไดใชแบคทีเรียปฏิปกษที่แยกไดจากแหลงตางๆ 40 สายพันธุ พบวาเชื้อ B. subtilis สายพันธุ 
CH6 และเชื้อ fluorescent pseudomonads สายพันธุ F2 นํามาทดสอบการยับยั้งเชื้อ ECC 11 สาย
พันธุ เชื้อ E. chrysanthemi5 สายพันธุ และเชื้อ E. c. subsp. atroseptica สายพันธุ P6 โดยวิธี paper 
disc diffusion พบเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 3 สายพันธุ B. subtilis สายพันธุ NK-T03 และCH6 และเชือ้ 
P. fluorescens สายพันธุ F2 มีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อโรคไดดีที่สุด  
  
 ประจวบ (2548) ไดทดสอบความสามารถของแบคทีเรียปฏิปกษ จํานวน 4 สายพันธุ คือ 
NA1,SU1, CH4 และ CH6 ในการยับยั้งเชือ้ R. solanacearum  ดวยวิธี paper disc diffusion พบวา 
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ CH4 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ R. solanacearum  
ไดดีที่สุด มีขนาดเสนผานศนูยกลางบริเวณใสสูงสุดคือ 9.72 มิลลิเมตร และในการทดสอบการสง 
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เสริมการเจริญเติบโตของตนกลาที่เจริญจากเมล็ดที่คลุกดวยเชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH6 มีน้ําหนกั
รากแหงสูงสุด 5.35 กรัม จากนั้นก็ไดมกีารนําเชื้อแบคทเีรีย B. subtilis สายพันธุ CH4 มาศึกษาถึง
กลไกการยับยัง้เชื้อ R. solanacearum  พบมีการสรางโปรตีนสูงถึง 1.866 μg/μl เมื่อวเิคราะหแยก
สารสกัดจากอาหารเลี้ยงเชื้อดวยวิธี TLC bioassay บนแผน silica gel 60 โดยใชสารละลาย
คลอโรฟอรม: เมทานอล (9:1) โดยปริมาตรเปนตัวพาและทดสอบการยับยั้งเชื้อ R. solanacearum 
พบบริเวณใสในการยับยั้ง Rf   เทากับ 0.03 และวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC พบกรดอะมิโน 15 ชนิด 
เมื่อนํามายอยดวย proteinase K พบเสียคุณสมบัติในการยับยั้งจึงคาดวาเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis 
สายพันธุ CH4 สรางสารปฏิชีวนะในการยบัยั้งเชื้อ R. solanacearum อยูในกลุม lipopeptide 
สอดคลองกับปริญญา (2532) ที่รายงานวาสารเมตาโบไลทมีโปรตีนเปนองคประกอบที่สําคัญใน
การยับยั้งเชื้อแบคทีเรียโรคพืช 
 
3. กลไกของแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคพืชโดยวิธีทางชีวภาพ 
 
 Baker and Cook (1983) เสนอความคิดที่เกีย่วกับกลไกการควบคุมโรคพืชโดยวิธีทาง
ชีวภาพนั้นมกีลไกที่ชัดเจนหลายกลไก คือ การแขงขันในเรื่องของสารอาหารระหวางเชื้อสาเหตุ
โรคกับเชื้อปฏิปกษและการสรางสารปฏิชีวนะของจุลินทรียปฏิปกษในการปองกันหรือยับยั้งเชื้อ
สาเหตุของโรคที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรียบางชนิด Weller (1988) พบวาเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษที่มี
ศักยภาพสูงในการใชในการควบคุมโรคพืชโดยวิธีทางชวีภาพมหีลายสกุล ไดแก Actinoplanes, 
Agrobacterium, Alcaligenes, Amorphosphorangium, Arthobacter, Azotobacter ,Bacillus, 
Cellulomonas, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Hafnia, Micromonospora ,Pseudomonas, 
Pasturia, Rhizobium, Bradyrhizobium, Serratia, Streptomyces, และ Xanthomonas  
 

Paul and Clark (1996) รายงานวากลไกที่ใชในการควบคุมโรคพืชโดยทางชีวภาพนัน้มี
รูปแบบที่หลากหลายไมสามารกําหนดขอบเขตที่ชัดเจนได และที่พบโดยทัว่ไปจะมทีั้งที่เปนผล
โดยตรงในการยับยั้งโดยทั่ว ๆไป และเปนวิธีการเฉพาะเจาะจงกับเชื้อสาเหตุโรคพืช กลไกทั้งสามที่
มักพบโดยทัว่ไป คือ กลไกแรกนั้นจะเปนการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียเปาหมายโดยการสราง
สารปฏิชีวนะ เอนไซมหรือสาร biocide ออกมาใชในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืช กลไกที่สองจะ
ไปยับยั้งจุลินทรียเปาหมาย โดยไปจํากัดปจจัยทีใ่ชในการดํารงชีวิตใหสามารถใชไดนอยลงหรือไม
สามารถนํามาใชประโยชนได และกลไกสุด ทายคือการยบัยั้งเชื้อสาเหตโุรคพืชโดยตรงในรูปแบบ
ปรสิตหรือภาวะผูลาตอศัตรูพืช หรือปรสิตของพืชนั้น ๆโดยตรง  Lam and Gaffney (1993) ไดสรุป
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เกี่ยวกับกลไกของแบคทีเรียปฏิปกษที่ประสบผลสําเร็จในการควบคุมโรคพืชนั้นจะใชความ 
สามารถในการเขาครอบครองสวนของพชือาศัยที่เหมาะสมและมีการสรางสารที่เปนปฏิปกษตอ
เชื้อสาเหตุโรคพืช เชน สารปฏิชีวนะ, สารไซเดอโรฟอร (siderophores), แอมโมเนีย ไซยาไนด และ
เอนไซม hydrolytic แบคทีเรียปฏิปกษเปนจุลินทรียทีแ่สดงความสามารถดังที่กลาวมาแลวไดดีใน
สภาพแวดลอมของแปลงปลูกไดด ีคือ Pseudomonas และ Bacillus (Van Driesche and Bellow, 
1996) De'fago and Haas (1990) ไดรายงานวาแบคทีเรียพวก Pseudomonads จะสรางสารเมตา
โบไลท ออกมานอกเซลลที่มีความสําคัญในการยับยั้งการเกิดโรคพืช สาร phenazine เปนสารปฎิชีว
นะที่สรางขึ้นโดยแบคทีเรีย fluorescent pseudomonads เพื่อที่จะยับยั้งการเจริญของโรค take-all 
disease ของขาวสาลีที่เกิดจากเชื้อรา Gaeumannomyces graminis var.tritici โดยใช P. fluorescens 
สายพันธุ 2-79 ยับยั้งการเจรญิของเชื้อในแปลงปลูกไดโดยการคลุกเมล็ดดวยเชื้อ P. fluorescens 
กอนที่จะนําเมล็ดไปปลูกในแปลง (Weller, 1988)  เชื้อแบคทีเรีย P. fluorescens สายพันธุ CHAO 
จะยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค Thielaviopsis basicola ซ่ึงเปนเชื้อสาเหตุของโรครากเนาดําของยาสูบ 
(black root rot of tobacco) และ G. graminis var. tritici เปนเชื้อสาเหตขุองโรค take-all disease 
ของขาวสาลี ตามลําดับ เชื้อแบคทีเรีย P. fluorescens สายพันธุ CHAO  จะมีการสราง 2,4 
diacetyphloro-glucinol ซ่ึงเปนสารเมตาโบไลทที่มีฤทธิ์ตอตานเชื้อรา สารตอตานแบคทีเรียและ 
phytotoxic activity (Keel et  al., 1992 ; Cook et  al., 1995) สาร phloroglucinol เปนสารประกอบ 
phenolic ในแบคทีเรียและในพืชซ่ึงบางชนิดมีฤทธิ์เปนสารตอตานไวรัสหรือเปนสารตอตาน
แบคทีเรีย หรือเปนสารตอตานเชื้อรา หรือเปนสารตอตานพยาธิตวัตืดและมีคณุสมบตัิเปน 
phytotoxic (Thomashow and Weller, 1996)  Handelsman and Stabb (1996) รายงานวาสาร 
phenazine-1-carboxylate นัน้สามารถที่จะยับยั้งการเจรญิเติบโตเชื้อสาเหตุโรคพืชไดหลายชนดิ 
 
 Thomashow et al. (1990) รายงานวาแบคทเีรีย P. fluorescens สายพันธุ CHAO ที่บริเวณ 
rhizosphere ของขาวสาลีในระยะที่มใีบ 3 ใบ จะผลิตสารปฎิชีวนะ phenazine ได 55-80 มก.ตอพื้น 
ที่1 เฮกตาร Leisinger and Margraff (1979) ไดรายงานวาสารปฏิชีวนะสวนใหญที่แยกไดจากอาหาร
เล้ียงเชื้อของ Pseudomonas ไดแก phenazine, pyrrolnitrin-type antibiotic, pyo compound และ
indole derivatives (Thomashow and Weller, 1980) แบคทีเรีย Pseudomonas และ Streptomyces จะ
สามารถสรางสารปฏิชีวนะ phenazine ซ่ึงเปนสารที่มีสวนประกอบของ heterocyclic ของ
ไนโตรเจนเปนอนุพันธของ chorimic acid เปนสารหลักในการเมตาบอลิสมของ shikimic acid 
pathway สาร phenazine เปนสารที่ยับยั้งแบคทีเรียและเชื้อราแบบ broad-spectrum toxicity  
การศึกษาสวนใหญจะเนนถึงความสัมพันธของ phenazine-1-carboxylic acid (PCA ) จาก P. 
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fluorescens 2-79 และ P.chlororaphis 30-84 กับการยับยั้งโรค take-all สวนในแบคทีเรีย P. 
fluorescens Hv37 จะผลิตoomycinA ใชในการควบคุม Pythium ultimum  การสราง oomycin A นั้น
สามารถชักนําไดโดยการใชนํ้าตาลกลูโคสและนํ้าตาลชนดิอื่น ๆ บางชนิดและยับยั้งการรวมตัวของ
กรดอะมิโน (Thomashow and Weller, 1996)  Broadbent et al. (1977) รายงานวาแบคทีเรีย Bacillus 
spp. จากการทดสอบในพืชชนิดตาง ๆในความสามารถในการควบคุมโรคพืช เปนแบคทีเรียอีกชนดิ
หนึ่งที่มีลักษณะโดดเดนในความสามารถในการควบคุมโรค เนื่องจากเปนแบคทีเรียที่สามารถสราง
เอนโดสปอรจึงสามารถทนทานตอความรอนและความแหงแลงไดด ีแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
A13 สามารถยับยั้งเชื้อสาเหตโุรคพืชไดหลายชนิด และมคีุณสมบัติในการสงเสริมการเจริญเติบโต
ของพืชใหดีขึน้ในหลายพืชทั้งในดนิที่นึ่งฆาเชื้อและในดินธรรมชาติ แบคทีเรีย Bacillus sp. สาย
พันธุ L324-92 มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อสาเหตุโรคพืชของขาวสาลี 
(Kim et  al., 1994) อยางไรกต็ามแบคทีเรีย Bacillus spp. ที่พบในบริเวณ rhizosphere นั้นมีแนว 
โนมที่จะสรางสารปฏิชีวนะที่สามารถจะยบัยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อสาเหตุโรคที่เกิดโรคใน
ระบบรากพืชไดดีกวาแบคทีเรียในกลุม pseudomonads (Baker and Cook, 1983) Glick and Bashan 
(1997) เสนอวากิจกรรมที่เกดิจากการควบคุมทางชีวภาพที่เกิดขึ้นโดยตรงนั้นจะมีความสัมพันธกับ
ความสามารถในการสรางสารปฏิชีวนะของแบคทีเรีย การปรับปรุงการสรางสารปฏิชีวนะของ
แบคทีเรียปฏิปกษสามารถทําไดดวยวิธีพนัธุวิศวกรรมโดยการใช เทคโนโลยี recombinant DNA 
โดยการเพิ่มยนีที่ทําหนาที่เกี่ยวของกับการสรางสารปฏิชีวนะเพียงยีนเดียวเขาไปการควบคุมโรคพืช
โดยวิธีทางชวีภาพของเชื้อสาเหตุโรคที่เจรญิเติบโตในดนิจะมีรูปแบบที่ซับซอน เพราะเมื่อมีโรค
เกิดขึ้นจะเกิดความผันแปรของสภาพแวดลอมที่บริเวณ rhizosphere ซ่ึงมีการเปลี่ยนแปลงเกดิขึ้น
อยางรวดเรว็ ปฏิกิริยาของจลิุนทรียจะเพิ่มขึ้น และมีจํานวนประชากรเพิ่มสูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกบั
บริเวณอืน่ที่นอกเหนือจากบริเวณ rhizosphere ซ่ึงในบริเวณนี้มีกลไกการตอตานการเจริญเติบโต
ของเชื้อสาเหตุโรคพืช (antibiosis) กับแบคทีเรียปฏิปกษเกิดขึ้นไดอยางมีประสิทธิภาพสูง ซ่ึงพบวา
เปนเชื้อแบคทเีรีย pseudomonads เปนสวนใหญในปจจุบนัไดมีการศกึษากันอยางกวางขวางเกีย่ว 
กับการสรางสารปฏิชีวนะในบริเวณ rhizosphere แบคทีเรีย fluorescent pseudomonads เปน
แบคทีเรียพวกแรกที่พบวามกีารสรางสารปฏิชีวนะทีใ่ชในการควบคุมโรคพืชโดยวิธีทางชีวภาพ  P. 
fluorescens สายพันธุ CHAO จะสรางสารอนุพันธของ phenazine hydrogen cyanide 2,4-
diacetylphloroglucinol และ pyoluteorin (Handelman and Stabb, 1996) สารเมตาโบไลทที่
แบคทีเรีย pseudomonads สรางขึ้นมีความสําคัญในการยบัยั้งการเกดิโรคและบางชนดิยังสงเสรมิ
การเจริญเติบโตของพืช ซ่ึงจะมีหลักในการทํางาน 3 อยางหลัก ๆ ที่จะอธิบายถึงลักษณะกลไกการ
ยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืชของแบคทีเรียปฏิปกษ คือ กลไกที่ 1 เปนการยบัยั้งเชื้อสาเหตโุรคโดยการ
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แขงขันการใชธาตุเหล็ก (Fe3+ ) กลไกที ่2 เปนการยับยั้งเชื้อโรคโดยการแพรหรือการสรางสารไอ
ระเหย (volatile) ซ่ึงเปนสารยับยั้งหรือขัดขวางสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ (antibiosis) กลไกที่ 3 เชื้อปฏิปกษจะ
ชักนําใหพืชมคีวามตานทานตอโรค สําหรับสารหลักที่แบคทีเรีย fluorescent pseudomonads สราง
ขึ้นจะเปนสารไซเดอโรฟอร, สาร pyroverdin (pseudobactin), สาร dihydroxy-quinoline 
chromophore และเสนสายเปปไทด นอกจากนีย้ังพบวามีการสราง hydrogencyanide (HCN) ใน
ระยะทายของการเจริญเติบโต  สําหรับสารเมตาโบไลทจาก pseudomonads จะยับยั้งการการเจริญ
ของเชื้อสาเหตุโรคพืชและเปนสารสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช ( De’fago and Haas, 1990) สาร
เมตาโบไลทเปนสารประกอบทั่วไปที่ไมจําเปนตอการเจริญเติบโตที่รางกายสิ่งมีชีวติสรางขึ้น 
(Bu’lock, 1961) สารปฏิชีวนะเปนคําที่มคีวามหมายกวาง ๆ หมายถึงสารที่รางกายสรางขึ้นมาใน
ส่ิงมีชีวิตชนิดหนึ่งแลวไปมผีลตอส่ิงมีชีวิตอื่น สารปฏิชีวนะที่รูจักกนันั้นมีจํานวนมากและมจีํานวน
เพิ่มมากขึ้น ในปจจุบันมีประมาณ 4,000 หรือ 5,000 ชนิด แบคทีเรีย B. subtilis มีการสรางสาร
ปฏิชีวนะ iturinA ที่เปนสารหลักที่ใชในการควบคุมโรคพืชโดยวิธีทางชีวภาพ สารควบคุมโดยวิธี
ชีวภาพทีน่ํามาใชในการคลุกเมล็ดพืชกอนนํา ไปปลูกภายใตช่ือการคา Quantum-4000 (Baker and 
Paulitz, 1996) สารปฏิชีวนะที่สรางโดย B. subtilis  
 

Weller and Thomashow (1993) ไดสรุปบทบาทของสารเมตาโบไลทที่มีคุณสมบัติเฉพาะ
ของสารปฏิชีวนะที่ใชในการควบคุมโรคพืชโดยวิธีทางชวีภาพตองมีลักษณะ 4 ประการ คือประการ
แรกสิ่งที่ใชในการควบคุมโดยวิธีชีวภาพนัน้ตองสามารถสรางสารปฏชีิวนะได ประการที่สอง ส่ิง
นั้นตองมีความสัมพันธระหวางการสารปฏิชีวนะและความสามารถในการควบคุมโรคประการที่
สามสารปฏิชีวนะที่ทําใหบริสุทธิ์หรือสารที่แยกออกจากเซลลหรือสารที่สกัดจากสิ่งนั้นๆทั้งตัว
ประการสุดทาย ในสิ่งมีชีวิตที่กลายพันธุทัง้โดยวิธีการใชสารเคมีหรือชักนําดวยแสงอัลตราไว
โอเลทที่ไมสามารถสรางสารปฏิชีวนะจะยับยั้งโรคไดลดลง 
 
 Ohno et  al. (1996) รายงานวา B. subtilis สายพันธุ NB22 เปนสายพันธุที่สรางปฏิชีวนะใน
กลุม lipopeptide ท่ียับยั้งเชื้อราเปนสาร iturin A เปนแบคทีเรียปฏิปกษกับเชื้อสาเหตุโรคหลายชนดิ 
ในสภาพ in vitro ทั้งยังมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคในตนกลามะเขือเทศและแตงในการทด 
สอบในแปลง iturin A เปน cyclic heptapeptide ของ α-amino acid ซ่ึงเชื่อมตอเปนเสนสายยาวของ 
β-amino acid เปนชนิด homologous   Besson et  al. (1976) รายงานวา iturin A เปนสารตอตานเชื้อ
รา (antifungal) ที่มีลักษณะเปน lipopeptide เปน β-amino acid เปนชนดิ homologous ที่มีสวน 
ประกอบที่เปนสารออกฤทธิ์พวก bacillomycin B, bacillomycin R และ eumycin เมื่อนาํมาแยกดวย
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เทค นิค thin-layer chromatography แยกไดกรดอะมิโนชนิดที่ละลายในไขมัน (liposoluble) และ
เปนพวก peptide จากการศึกษาทั้งรูปของ crude และสารที่แยกสารอาหารเลี้ยงเชื้อ B. subtilis และ
ทํา ใหบริสุทธิ์ขึ้นจะมีผลในการตอตานเชือ้ราอยางรุนแรง และมีผลนอยหรือไมมีผลตอการตอตาน
แบคทีเรีย 
 
 Nakayama et al. (1997) พบวา recombinant ของ B. subtilis M113 (pC115) สามารถผลิต 
surfactin และ iturin A ซ่ึงสาร surfactin เปนสารที่มีคุณสมบัติเปน biodegradtion biosurfactan ที่มี
โครงสรางเปนวงปดของ iso-C15hydroxy carboxilic acid และ กรดอะมิโน 7 ตัว คือ L-Glu(1) –
LLeu(2) –(3) L-Val(4) –L-Asp(5) –D-Leu(6) L-Leu(7) มี B. subtilis หลายสายพนัธุที่ผลิตสาร
ปฏิชีวนะในกลุม cyclic lipopeptide ในกลุมของ iturin จะมีโครงสรางหลักที่ม ีiturin ring ที่มีลําดับ
ของ β-hydroxy fatty acid - L-Asp- D-Tyr- D-Asn และลําดับกรดอะมิโนอีก 4 ตัวที่เหลือจะแตก 
ตางกันไป  สวนใน surfactin จะเปน β-hydroxy fatty acid (โดยปกติจะเปน β-hydroxydecanoic 
acid ) ที่จับกับกลูตาเมทดวย amide bond และจับตอกับ D-Leu ดวย ester linkage (Zuber et 
al.,1993) 
 

Sharga (1998) พบวาในการเพาะเลี้ยง B. subtilis สายพนัธุ BS 107 สามารถสังเคราะหสาร
ปฏิชีวนะในชวงแรกของการเจริญเติบโตและจะสรางสารปฏิชีวนะสูง สุดเมื่ออาหารใกลหมดสาร
ปฏิชีวนะที ่B. subtilis สายพนัธุ BS107 สรางขึ้นมีฤทธิ์ตานทานปฏิกิริยาของเอนไซมนิวคลีเอส 
(Nuclease), โปรติเอส (Protiase) และไลเปส (Lipase) นอกจากนี้ยังสามารถยับยั้งเชื้อ Erwinia 
carotovora subsp. atroseptica และ Erwinia carotovora subsp. carotovora เมื่อใช B. subtilis สาย
พันธุ BS107 หรือสารปฏิชีวนะที่เชื้อสรางขึ้นนําไปใชบริเวณรอยตัดมันฝรั่งจะชวยปองกันและลด
อาการโรคได เมื่อสกัดสารปฏิชีวนะที่เชื้อสรางขึ้นนี้ออกมาเก็บไวที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส จะ
สามารถเก็บไวไดนานมากกวา 1 ป 
 
 ปริญญา (2532) ไดรายงานวาการเปนแบคทเีรียปฏิปกษของเชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH6
และสายพนัธุ CH4 ตอการเจริญของเชื้อ SRE เกิดจากการผลิตสารปฏิชีวนะซึ่งมีองคประกอบสวน
ที่ออกฤทธิ์มีคุณสมบัติโปรตีน เนื่องจากการเสื่อมคุณสมบัติการยับยั้งเมื่อนําไปทําปฏิกิริยากับสาร 
ละลายของเอนไซม proteinase K protease type I และ type XIV ในสารละลายบัฟเฟอร pH 2.2 และ 
4.0 เมื่อนําไปผานความรอนที่อุณหภูม ิ60 และ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ีอุรัจฉทา 
(2534) ไดทําการศึกษาสารที่มีฤทธิ์ในการยบัยั้ง (antagonistic activity) โดยการนําเชื้อแบคทีเรีย



 

15 

ปฏิปกษ 6 สายพันธุ คือ Pseudomonas fluorescens 2 สายพันธุ คือ NA1 และ SU1 B. subtilis 1สาย
พันธุ คือ CH4, B.licheniformis 2 สายพันธุ คือ NA37 และ PH9 และเชื้อ Serratia macrescens 1 
สายพันธุ คือสายพันธุ NA25 โดยนําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเล้ียงในอาหารเหลว นําสวนน้ําใสมา
ตกตะกอนโปรตีนดวยแอมโมเนียมซัลเฟต นํามาทดสอบคุณสมบัติการยับยั้ง พบวาตะกอนโปรตีน
ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ CH4, NA1 และ SU1 ใหผลยับยั้งเชื้อ R. solanacearum ไดเมื่อ
นําสารละลายตะกอนโปรตนีไปไฮโดรไลซดวยเอนไซม proteinase K จะสูญเสียความสามารถใน
การยับยั้งเชื้อ R. solanacearum เมื่อนําสารละลายตะกอนโปรตีนจากเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษมาแยก
ใหบริสุทธิ์โดยใช gel filtration chromatrography (Bio-GelRP100) พบวาเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษจาก 
3 สายพันธุ มนีํ้าหนกัโมเลกลุ 2.3, 3.1 และ 2.9 กิโลดาลตัน 
  
 อุรัจฉทา (2534) และอุรัจฉทาและคณะ (2535) ไดรายงานการคัดเลือกเชือ้แบคทีเรีย
ปฏิปกษเพื่อควบคุมโรคเหี่ยวจากเชื้อ R. solanacearum ในสภาพหองปฏิบัติการและโรงเรือนปลูก
พืชทดลอง พบวาเชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH4 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งและยงัสามารถยับยั้ง
เชื้อแบคทีเรียชนิดอื่นๆไดอีกดวย เชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH4 นี้เมื่อใชรวมกับมะเขอืเทศพันธุ
ตานทานโรคจงึทําใหมีเปอรเซ็นตตนรอดตายสูงขึ้นถึง 90 เปอรเซ็นต และเชื้อ P. fluorescens NA1 
มีการรอดตายของมะเขือเทศถึง 100 เปอรเซ็นต และสารเมตาโบไลทที่เชื้อปฏิปกษผลิตมาควบคุม
เชื้อโรคเปนโปรตีน  

 
 พัชรินทร (2540) ไดศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สาย
พันธุ CH4, CH6 และ P. fluorescens NA1 ในการควบคมุโรคเหี่ยวของมะเขือเทศจากเชื้อ R. 
solanacearum ในโรงเรือน พบวามีประสิทธิภาพใกลเคยีงกัน การใชในรูปผงเชื้อดีกวาในรูปสาร 
ละลายและการใสผงเชื้อ 2 คร้ังดีกวาการใสคร้ังเดียว เมือ่ทดสอบการยับยั้งการเกิดโรคเหี่ยวใน
แปลงทดลองพบวามีโรคเกดิ 44 เปอรเซ็นตซ่ึงดีกวาไมใสเชื้อปฏิปกษที่เกิดโรค 67 เปอรเซ็นต  
สวนวจิิตรา (2541) การควบคุมเชื้อราของขาวโดยชวีวิธีดวยจุลินทรียจาํพวก Bacillus spp. พบวา 
Bacillus spp. หลายสายพนัธุมีศักยภาพและกลไกการออกฤทธิ์โดยโครงสรางสารออกฤทธิ์ที่ผลิต
และปลอยออกมาในรูปสารปฏิชีวนะ, สารระเหยและเอนไซม β1–3 กลูโคเนส เปนตน เปนสาร
จําพวก iturin A และสารลดแรงตึงผิวที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสามารถทําลายผนังเซลลของ
เชื้อราและสปอรราโดยผานกลไกการเกิดรูพรุนทําใหเซลลเสียหายและแตกในที่สุด เมื่อศึกษาโดย
วิธีทางจุลชีววทิยาพบวาสารสกัดหยาบที่สามารถแยกไดมีคาการยับยั้งตอเชื้อราโรคไหม (blast) 
และโรคกาบใบแหง (sheath blight) ของขาว 
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 ปยะรัตนและคณะ (2540) ศกึษาการควบคุมโรคเหี่ยวจากเชื้อ R. solanacearum ของปทุม
มาพบวาการใชเชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH6 รวมกับการจัดการดินโดยใชยเูรียอัตรา 68.5 กก./ไร 
และปูนขาว (800 กก./ไร) อบดินกอนปลูกพืช 3 สัปดาห สามารถควบคุมโรคได 100 เปอรเซ็นต 
และตรวจไมพบเชื้อโรคโดยมีประสิทธิภาพเทากับการใชสารเคมี Dazomet อัตรา 80 กก./ไร อบดนิ 
เมื่อใชดินรวนปนทรายการควบคุมสารเคมี Dazomet จะใหผลดีที่สุด (100%) และยังพบวาวิธีนี้
ดีกวาการใชยูเรีย ปูนขาวหรือเชื้อปฏิปกษอยางเดยีว 
 
 สุพจน (2545)ไดศึกษาการใชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่ไดจากใบและดนิบริเวณรากถัว่เหลือง 
เพื่อควบคุมโรคใบจุดนนูของถั่วเหลืองที่เกดิจากเชื้อ Xanthomonas campestris pv. glycines โดยพบ 
วา B. firmus สายพันธุ KPS44 ควบคุมโรคไดดีที่สุดในหองปฏิบัติการ แตเชื้อ  Lactobacillus sp. 
สายพันธุ SW01/4 จะใหผลควบคุมโรคไดดีที่สุดในเรือนทดลองและมีประสิทธิภาพดีกวาการใช
สารเคมี copper hydroxide และ streptomycin นอกจากนีเ้มื่อทดสอบในสภาพไรเชื้อปฏิปกษสาย
พันธุ SW01/4 ก็ยังคงใหผลดีที่สุด คือเกิดโรคเพียง 38 เปอรเซ็นต และใหผลเฉลี่ย 273 กก./ไร ใน 
ขณะทีใ่ชเชื้อปฏิปกษเกดิโรค 78 เปอรเซ็นตและใหผลผลิตเพียง 228 กก./ไร และยังใหผลดีกวาการ
ใชสารเคมี streptomycin และ copper hydroxide เหมือนกับการทดลองในโรงเรือน 
 
 สุจินต (2545) ไดคัดเลือกเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษจากแหลงตางๆ จากใบ เมล็ด และดนิ
บริเวณรากขาว พบวาเชื้อ Bacillus sp. และเชื้อ  Pseudomonas sp. สามารถควบคุมการเกิดโรคของ
ใบแหงของขาวที่เกดิจากเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. oryzae ในเรือนปลูกพืชทดลองโดยการจุม
รากและฉีดพนทางใบโดยเกิดโรคเพียง 27-34 เปอรเซ็นต ในขณะที่ไมใชเชื้อปฏิปกษจะเกิดโรค 69 
เปอรเซ็นต  
 
4. ลักษณะของจุลินทรียปฏปิกษ Bacillus spp. 
 
 ลักษณะของจลิุนทรีย Bacillus spp. ที่จําแนกตาม Bergey’ s Manual of Systematic 
Bacteriology เลมที่ 2 ไดจัดใหอยูในวงศ Bacillaceae เปนแบคทีเรียแกรมบวก สรางสปอรแบบภาย 
ในเซลล เรียกวา เอนโดสปอร (endospore) เปนพวกที่ตองการออกซิเจนและบางครัง้เจริญในที่ไมมี
อากาศได (บัญญัติ, 2534) พบไดทัว่ไปในดินและพืช ชอบอุณหภูมปิานกลาง สวนใหญมีรูปรางเปน
ทอน มีบางที่เปนทรงกลมลักษณะโคโลนีกลมหรือบางครั้งรูปรางไมแนนอน ทบึแสง สีครีมนํ้าตาล 
ถาเคลื่อนที่จะใชแฟลกเจลลารอบตัว (flagella) มีขนาด 0.6–250 ไมครอน Bacillus spp. สามารถทน
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ตอสภาวะแวดลอมไดด ีและเจริญไดในอาหารหลายชนดิแมมีสารอาหาร เพียงเล็ก นอยก็สามารถ
เจริญได (สายใจ, 2541)  Bacillus spp. เจริญไดที่ pH 5.0–8.0 สามารถเจริญไดที่อุณหภูม ิ25–75 
องศาเซลเซียส บางสายพันธุสามารถทนตอความรอนสูงถึง 80 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ทนตอ
อุณหภูมิตํ่าสุด –5 ถึง –45 องศาเซลเซียส ผนังเซลลของ Bacillus spp. ประกอบดวยองคประกอบ
หลัก คือ เปปติโดไกลแคนและแอนไอออนนิกพอลิเมอรมากกวา 1 ชนดิ ตัวเซลลจะถูกหอหุมดวย
เยื่อเซลลที่ประกอบดวยไซโตพลาสมิกเมมเบรน ผนังเซลล นอกจากนีย้งัมีช้ันอื่นๆ อีก เชน แคปซูล 
เมือก และ แฟลกเจลลา เปนตน และไมมีช้ันผนังเซลลช้ันนอก  
 
 Bacillus spp. สรางสปอรแบบภายใน มีขนาดยาว 1.2–1.8 ไมครอน เร่ิมสรางสปอรหลัง 
จากสิ้นสุดระยะการเจริญแบบทวีคูณหรือเปนระยะ 6–8 ช่ัวโมง ลักษณะสําคัญของสปอรที่สรางคือ 
ทนทานตอความรอน รังสี สารเคมี และความแหงแลงไดดี ความคงทนดังกลาวแตกตางกันในแตละ 
ชวงของการสรางสปอรและจะหมดไปเมื่อสปอรงอก จากการศึกษาของ  Abraham (1993) พบวา B. 
subtilis สายพนัธุ GB03 เจริญในดินรอบรากพืชสามารถสรางสปอรที่มีความทนทานตอสภาพแวด 
ลอม คา pH ของดิน รวมทั้งสารเคมีที่ใชคลุกเมล็ดพืช ทนทานตอการทํากสิกรรมไดมีการผลิตเปน
ผลิตภัณฑพรอมใชในระดบัใหญสามารถเก็บไดเปนเวลานานโดยนําไปทดสอบประสิทธิภาพการ
ยับยั้งโรคที่เกดิกับเมล็ดฝาย พบวา B. subtilis สายพันธุ GB03 สามารถลดการเกดิโรคและเจริญ
ครอบครองพื้นที่บริเวณผิวรากไดด ี
 
5. สวนผสมของแบคทีเรียปฏิปกษ 
 
 Lumsden et al. (1995) รายงานวาความสําเร็จของการควบคุมโรคพืชโดยวิธีชีวภาพนัน้
ขึ้นอยูกับการผลิตสูตรสวนผสมและระบบการนําเขาสูเซลลในสิ่งมีชีวิต (เชื้อรา แบคทีเรีย และแอ
คติโนมัยซีส) ที่เกี่ยวกับการควบคุมโรคพืช นอกจากนี้ยงัตองสามารถสอดรับกับการอุตสาหกรรม
และการคา การพัฒนาการวิธีการและการใชในไรนา  Powell (1992) ไดเสนอความเห็นวาการ
ประสบผลสําเร็จในการควบคุมโรคโดยวิธีชีวภาพไมไดขึน้อยูกับการหาเชื้อที่เหมาะสมในการ
ควบคุมโรคเทานั้น แตตองคํานึงถึงตนทุนที่จะเพิ่มขึน้แกเกษตรกร ในทางเศรษฐกิจเกี่ยวกับการ
เจริญเติบโต การเก็บเกีย่ว การทําใหแหง การทําสูตรสวนผสมและการบรรจุภัณฑ สูตรผสมที่ใช
ทางการเกษตรมีความตองการในหลายรูปแบบโดยมีความคงตัวในระหวางการขนสงและการเก็บ
รักษาที่สามารถรักษาสวนขยายพนัธุของเชื้อปฏิปกษไดดี มีชวงชวีติยนืยาวยั่งยืน มีประสิทธิภาพ
และตนทนุที่ยอมรับได (Lumsden et al., 1995)  
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 Lucas (1998) ไดเสนอแนะความแตกตางทีสํ่าคัญระหวางการใชสารเคมีและสารควบคมุ
ทางชีวภาพ (Biological control agent; BCA) ซ่ึงเปนสิ่งมีชีวิตและปกติจะตองการสารเมตาโบไลตที่
จะมีผลในการทําปฏิกิริยา ส่ิงหนึ่งที่ถือวาเปนเรื่องที่ยากที่สุดในวงการคาสาร BCA นั้นคือ การผลิต 
การบรรจุหีบหอและใสลงไปในพืชที่มีปริมาณเพยีงพอและในรูปแบบที่เสถียรภาพ สาร BCA 
ตองการการมอีายุยืนยาวที่สามารถเก็บรักษาไดเปนระยะเวลานาน โดยไมสูญเสียความสามารถใน
การทํางานสามารถที่จะนําไปใชกับพืชหรือใสลงไปในดนิ หรือมีรูปแบบการใชอยางอื่นที่แบคทีเรีย
ปฏิปกษสามารถที่จะเติบโตไดและคงอยูในสภาพแวดลอมอยางเพียงพอในชวงเวลาที่ใชในการ
ควบคุมซึ่งมีหลายวิธีใชที่แตกตางกันตามชนิดของปญหาที่จะนํามาใช อาทิเชน การแชแข็งแลวทํา
ใหอาหารที่เล้ียงจุลินทรียแหง การผสมเซลลลงในสารตัวพา เชน ดินเหนียว หรือ ผงแปง การ
เปลี่ยนแปลงชวีมวลหรือการหุมดวยสาร alginate polymer  การเพิ่มแหลงอาหารลงไปจะไมมีผล
เฉพาะสารตัวพาเทานั้นแตจะไปปลดปลอยสารอาหารที่จะไปสงเสริมการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย
ปฏิปกษที่นํามาใชดวย  Burges and Jones (1998) ไดใหความหมายของสูตรสวนผสมใชเพื่อ
วัตถุประสงคในการถนอมรักษาสิ่งมีชีวิตที่จะใสลงไปที่บริเวณเปาหมายเพื่อปรับปรุงกิจกรรมใหดี
ขึ้น ความเขมขนของสิ่งมีชีวิตที่อยูในสวนผสมหรือผลิตภัณฑที่จะเกบ็รักษาหรือจะใชเพื่อการคา  
นอกจากนั้นแลวยังเพื่อความเหมาะสมที่จะนําไปใชกับพืช การเสริมสารเติมแตงในชวงกวางๆเปน
การปรับปรุงประสิทธิภาพและการอยูรอดในระหวางการการเก็บรักษาและการนําไปใช บริษัท 
ผูผลิตตางๆไดพยายามพัฒนาการใชแบคทเีรียที่สงเสริมการเจริญเติบโตของพืช ( Plant Growth 
Promoting Rhizobacteria , PGPR)  เพื่อใชเปนผลิตภัณฑในการควบคุมโดยวิธีชีวภาพดวยวิธีการ
ครอบครองรากของแบคทีเรีย การใชประโยชนจากสารที่หล่ังออกจากรากเพื่อใชในการเจริญเติบโต  
และการปองกนัการเขาทําลายของเชื้อสาเหตุโรคพืชที่อาศัยอยูในดนิ การสรางสารตอตานจุลินทรยี 
การแขงขันในการใชปจจยัจาํกัดในการดํารงชีวิต หรือโดยการชกันําใหพืชอาศัยมีความตานทาน 
PGPR ที่รูจักกนัคือ ‘Dagger G’ จะม ีP. fluorescens เปน active ingredient (Becker and Schwinn, 
1993) สูตรสวนผสมของแบคทีเรียที่ใชทางการคาที่ไดจดทะเบยีนกับ Environmental Protection 
Agency (EPA) เปนรูปแบบของเม็ดของพีทมอสที่มีสวนของแบคทีเรีย P. fluorescens ไมนอยกวา 
105 CFU/กรัม สวนผสมในรปูของผงแปงเพื่อใชในการควบคุมโรคพืชที่เกิดเชื้อสาเหตุโรคพืชที่
อาศัยอยูในดินก็มีรายงานในการใชการพัฒนาผลิตภัณฑนั้นไมยากดวยคุณสมบัติของสารadjuvant 
และรูปเปยก หรือสารแขวนลอย วัตถุดิบเหลานี้จะใชในเซลลพืช เซลลสัตว และเอนไซม alginase 
จะมีการนําไปใชคอนขางมากไดผลดีในหองปฏิบัติการสารควบคุมโรคพืชโดยวิธีชีวภาพ
(Biological Control of Plant Diseases Laboratory)(BPDL) ในสหรัฐอเมริกาเปนการเตรียมเพื่อนํา 
ไปใชในการควบคุมแบคทีเรียและเชื้อรา (Lewis,1991)  Walter and Paau (1993) ไดอธิบายเพิ่มเตมิ
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ในการใชสารควบคุมโดยวธีิชีวภาพที่ประสบผลสําเร็จในทางการคาอันดับแรกตองผลิตเปนจํานวน 
มาก ตนทุนตํ่า มีความสมํ่าเสมอ และอยูในสภาพพรอมทีจ่ะใชไดทันที สูตรอาหารที่ดีจะปองกนั
สภาพทางชีวภาพและสภาพทางฟสิกสของจุลินทรียที่จะประสบผลสําเร็จในการปองกันคุณสมบัติ
ดังที่กลาวนัน้สูตรสวนผสมตองสามารถชักนําใหมีกระบวนการเมตาบอลิสมภายในจุลินทรียที่เกีย่ว 
ของนั้นตํ่าลง (Elad and Chet, 1995)  การปรับปรุงจุดนี้จะทําไดโดยการลดความชื้นลงโดยการทาํ
ใหแหงหรือใสรวมกับนํ้ามนัในลักษณะ microaerophilic สารลดแรงตรึงผิว สารยึดติด สารอิมัลชิ
ไฟเออรและสารที่ทําใหแพรกระจายเหลานี้ลงไปในสูตรเพื่อปรับปรุงวิธีใชที่จะนําสูเปาหมายใน
อาหารที่ใชในการเจริญเติบโต หรือการคลุกเมล็ด การใชเพื่อยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืชในดินนั้น
สามารถใชทั้งกอนรวมในตวักลางในการเติบโต หรือสําหรับการคลุกเมล็ดที่จะมีหรือไมมีอาหาร
เปนสวนผสม (Elad and Chet, 1995)  
 
 Vidhyasekaran and Muthamilan (1995) กลาววาการผลิตสูตรสําเร็จนั้นจะตองงายแกการ
เก็บรักษา ใชไดงายและสามารถใชรวมกับเครื่องมือไดด ีอีกทั้งสภาพแวดลอมที่เหมาะสมก็ยังเปน
เกณฑที่นํามาใชในการทําสวนผสม สวนผสมอาจจะอยูในรูปแขวนลอยอยูในสารตัวพาซึ่งจะเติม
เขาไปเขาไปสงูที่สุดที่จะอยูรอดไดในการเก็บ  มีความเหมาะสมที่จะกบัเปาหมายและจะปองกันเชือ้
ปฏิปกษหลังจากการใชในความแตกตางของสารเคมีออกฤทธิ์ที่เปนสวนประกอบและการมีชีวิต 
หรือเปนโปรตีนในธรรมชาตทิี่จะมีความไวตอสภาพการเก็บรักษาและสิ่งแวดลอม (Burge and 
Jones, 1998)  Jones and Burges (1998) ไดสรุปหนาที่พื้นฐานของสูตรสวนผสมไว 4 หนาที่หลัก  
หนาที่แรกคือ ทําใหส่ิงมีชีวตินั้นเสถียรภาพในระหวางการผลิตและการเก็บรักษา สวนหนาที่ที่สอง
งายแกการปฏิบัติเพื่อกระจายสูเปาหมายไดในปริมาณมากและมีความเหมาะสมมากที่สุด หนาที่
สามเปนรูปแบบที่ปองกันอนัตรายจากปจจัยส่ิงแวดลอมในตําแหนงเปาหมายแตตองมีความคงทน  
หนาที่สุดทายจะเพิ่มปฏิกิริยาของสิ่งมีชีวิตที่เปนเปาหมายเพิ่มปฏิกิริยา การสืบพันธุ การสัมผัสและ
ปฏิสัมพันธกับสิ่งมีชีวิตเปาหมาย หรือเชื้อสาเหตุโรคพืชประสิทธิภาพของสารตัวพาในความทน 
ทานของประชากรของ P. fluorescens ในการประเมินจากการเก็บรักษาในสวนผสมรูปผงแปง และ
พีทมอส แบคทีเรียจะสามารถอยูรอดไดเกนิ 240 วันของการเก็บรักษาประชากรจะลดลงหลัง จาก 
30 วัน เมื่อคลุกเมล็ดดวยสวนผสมรูปผงแปงในถั่ว chickpea โดย P. fluorescens จะมีชีวิตอยูรอด
อยางนอย 180 วัน   
 
 Vidhyasekaran et al. (1997) ไดพัฒนาสวนผสมผงแปงที่จะใชกับเมลด็ขาวเพื่อใหเชือ้
แบคทีเรียปฏิปกษปองกนัการเขาทําลายใบจากโรคไหมของขาวที่เกิดจากเชื้อรา Pyricularia oryzae 
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และเมื่อฉีดพนบนใบพืช แบคทีเรียจะสามารถอยูรอดบนใบได สารแตงเติมที่จะใสลงไปในผลิต 
ภัณฑ เพื่อใหงายแกการปฏิบัติและการใชสารแขวนลอยทีเ่พิ่มความหนา หรือเพิ่มการแขวนลอยจะ
ชวยใหมีการแพรกระจายของสิ่งมีชีวิตในสารตัวพา ปองกันจับกลุมกนัของสิ่งมีชีวติและสามารถ
นํามาเปนสารแขวนลอยไดอีกหลังจากเกบ็รักษาไวเปนเวลานาน รูปแบบผงแหงหรือผงละลายนํ้า 
จะมีสวนประกอบของสารเติมแตงใสเขาไปเพื่อปองกันการรวมกันของสิ่งมีชีวิตและการแตกของ
สารตวัพาเปนสารเฉื่อย ที่ไมมีสวนในการปองกันโรคซึ่งสารตัวพาจะมีผลตออายุ และประสิทธิภาพ
ของผลิตภัณฑในระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ20 องศาเซลเซียสเปนเวลา 12 สัปดาห ใน
แบคทีเรีย Pseudomonas spp. ในสารตัวพาที่เปนแรธาตุทีม่ีขนาดโมเลกลุที่มีขนาดเล็ก เชน 
montmorillonite, zeolite and vermiculite จะอยูรอดไดดกีวาสารตัวพาทีม่ีขนาดใหญกวา เชน 
pyrophylite talc และ kaolinite นอกจากนีน้ํ้าตาล lactose จะชวยทําใหการอยูรอดของแบคทีเรียใน
แรธาตุที่มีขนาดใหญไดดีขึ้น พีทมอสโดยทั่วไปจะใชเปนสารตัวพาของ Rhizobium spp และใชใน
การหุมเมล็ดและใสในดนิเพือ่เปนสารควบคุมโดยวิธีชีวภาพ พีทมอสที่มีเนื้อละเอียดทีผสม 
methylcellulose เปนสารยึดติดที่ใชกับแบคทีเรียในเมลด็ขาวสาลีในการควบคุมโรค take-all ที่เกิด
จากเชื้อสาเหต ุGaeumannomyces graminis (Fravel et al., 1998) แบคทีเรียปฏิปกษจะสามารถทํา 
ใหเขมขนไดทัง้ในรูปผงแหง หรือผงละลายนํ้าเพื่อใหงายในการเก็บรักษา การขนสงและการนําไป 
ใชจะขึน้อยูกบัสวนประกอบที่เปนสารออกฤทธิ์ ผงเหลานี้จะสามารถใสลงไปในดินไดโดยตรง 
หรือโดยวิธีอ่ืนๆ หรือใชเปนสารแขวนลอยในนํ้า สารตัวพาในรูปอื่น ๆที่จะใชฉดีพนหรือเปนผง
บนเมล็ด สารตัวพาโดยสวนใหญจะเปนของเหลวที่เปนสารเฉื่อย เจลหรือของแข็ง สารตัวพาใน
กลุมสารอนินทรีย เชน นํ้า, vermiculite,  ดินเหนียว, calcium sulphate ( ที่มีสวนประกอบของนํ้า
ตางๆกัน ), ดินแรธาตุ, ทราย หรืออาจเปนสารตัวพาในกลุมสารอินทรีย อาทิเชน นํ้ามันผัก, ปุยหมกั, 
ผงเล่ือย, พีทมอส, รํา, ขาวสาลี, ผงถานขาวโพด และโปลีเมอรสังเคราะหจากธรรมชาติ เชน 
alginate, K-carrageenan และ polyacrylamide (Fravel et al., 1998) ผงเชื้อที่มีความชืน้ตํ่ากวา 5 % ที่
อยูในสารเฉื่อย หรือสารตัวพาที่มีขนาดอนุภาคระหวาง 5-20 มม. โดยทั่วไปจะมีความสามารถใน
การดูดซับตํ่า อนุภาคที่ตํ่ากวา 10 มม. จะมคีวามคมและเมื่อมีการสูดเขาไปจะเปนอันตราย แต
อนุภาคเล็กจะเกาะติดไดดกีวาดินเหนียว โดยทัว่ไปจะไดรับการเลือกซิลิกาเปนอันดนัแรกเปนตัวทํา
การเจือจาง สัดสวนจะตางกนัไปตามความหนาแนนที่ตองการ สัดสวนของสวนประกอบจะขึ้นอยู
กับลักษณะของการไหลความเปนปุยของผงจะทําใหไมตดิกับเครื่องจักรกล  การแยกตัวออกของ
ส่ิงมีชีวิตออกจากทําเจือจางในระหวางการขนสง การเกบ็รักษาและการนําไปใช การแยกตัวจะ
เกิดขึ้นเมื่อสารเจือจางอนภุาคมากกวา 10 มิลลิเมตร ของส่ิงมีชีวิตและสวนของสิ่งมี ชีวิตมีความ
หนาแนนนอย ความหนาแนนควรอยูในชวงระหวาง 320-800 กิโลกรัม/ลูกบาศกเมตร อนุภาคของ
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ผงสารตัวพาจากอากาศจะแทงผานเขาสูพืชไดโดยตรงในอนุภาคที่มีขนาดเล็ก สารเกาะติด เชน นม
ผง, sodium sulfate ใสเพิ่มลงไปเพื่อปองกนัการแตกเปนชิ้นๆเล็ก ๆ (Joned and Burges, 1998) 
 
6. สูตรสําเร็จจากจุลินทรียปฏิปกษ  
 

รูปแบบการเกบ็รักษาสูตรสําเร็จสามารถสรุปได 2 แบบ ดังตอไปนี ้
 

6.1 สูตรนํ้า (Liquid formulation) 
 

เชื้อจุลินทรียปฏิปกษที่อยูในรูปเซลลแขวนลอยในตวัทําละลายที่เปนนํ้าหรืออาจอยูใน
ตัวทําละลายทีไ่มละลาย ความทนทานตออุณหภูมิและสารเคมีตํ่า อายุส้ันและตองการการเก็บรักษา
ในภาชนะบรรจุที่พิเศษ ตองมีระบบการแลกเปลี่ยนกาซและความชื้นที่เหมาะสม แตมีขอดีคือ
สามารถนําจุลินทรียไปใชประโยชนไดทนัทีไมตองผานขั้นตอนการกระตุนใหเจริญเติบโต 
(reactivation) ในการผลิตสูตรสําเร็จอาจมีการเติมพอลิแซ็กคาไรด (polysaccharide) หรืออนุพันธ
ของพอลิแอลกอฮอล (polyalcohol) เพื่อเพิม่ประสิทธิภาพการปองกันเชื้อโรคพืช สมคิด (2538) ได
รายงานการทดลองใช B. subtilis ในรูปเชือ้เขมขนทาบริเวณแผลของตนทุเรียนที่เปนโรคโคนเนาที่
เกิดจากเชื้อรา Phytophthora sp. พบวาทําใหแผลเนาแหงไมเกิดยางไหล นอกจากนีก้ารเก็บจุลินทรยี
ในสภาพของเหลวสามารถทําไดโดยเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว โดยเพาะเลี้ยงจุลินทรียใหเจริญ
จนถึงระยะที่จลิุนทรียมีการเจริญสูงสุดและคงที่ (stationary phase) จากนั้นนําไปผสมกับสารชวย
ปองกันเซลลถูกทําลายในขณะแชแข็ง เชน กลีเซอรอล (glycerol) แลวบรรจุลงในแอมพูลปดให
สนิท นําไปแชแข็งโดยใชอัตราการลดอุณหภูม ิ1 องศาเซลเซียสตอ 1 นาที เมื่ออุณหภูมิลดลงถึง -20 
องศาเซลเซียส แลวจึงนําไปเก็บไวในถังบรรจุไนโตรเจนเหลว ซ่ึงมีอุณหภูม ิ–150 ถึง -196 องศา
เซลเซียส การสูญเสียเซลลในระหวางการเก็บรักษาโดยวธีินี้จะเกิดขึ้นไดนอยมากแตอาจมีเซลล
บางสวนตายไปไดบาง การเก็บรักษาเซลลที่อุณหภูมิตํ่ามากๆโดยวิธีนีจ้ะใชเก็บจุลินทรียไดเกือบทุก
ชนิดและเก็บรักษาไวไดเปนเวลานาน เนื่องจากทําใหเมแทบอลิซึมของเซลลลดลงอยางมากแตวิธีนี้
มีขอเสียคือคาบํารุงรักษาแพง (สมใจ, 2537) 
 

6.2 สูตรแหง (Dry formulation) 
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Paau (1988) รายงานวาการผลิตสูตรสําเร็จในรูปสูตรแหงนิยมใชจุลินทรียที่สามารถ
สรางสปอร และในการผลิตจะตองมีการเตมิสารปองกันเซลลจากความรอนในระหวาง
กระบวนการทาํแหง เชน หางนมและเจลาติน เปนตน ซ่ึงสารที่เติมลงไปบางชนิดชวยเพิ่มผลไดของ
เซลลและชวยใหผลิตภณัฑมีความคงตัวในระหวางการเก็บรักษาจากรายงานของสมคิด (2538) 
พบวาการผลิตผงเชื้อ Trichoderma spp. ในรูปผงแหง โดยมีสวนผสมเชื้อตอสารพาไดอะตอมไมท
อัตราสวน 1:1 โดยปริมาตรตอนํ้าหนกัซึ่งมีปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากับ 1010 หนวยโคโลนี (CFU)ตอ
กรัม สามารถเก็บรักษาไดนานกวา 7 เดือนที่อุณหภูมิหอง โดยมีปริมาณเชื้อเหลือ 107 หนวยโคโลนี
ตอผงเชื้อ 1 กรัม และจากผลการทดลองของจิระเดช (2543) พบวา ผงเชื้อ T. harzianum ที่ใชเชื้อตอ
สารพาไดอะตอมไมท อัตราสวน 1:3 โดยนํ้าหนกั เมื่อเก็บรักษาผงเชื้อที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 334 
วัน ปริมาณเชือ้ลดลง 1.1x104 จาก 4.7x106 หนวยโคโลนีตอกรัมตอผงเชื้อ 1 กรัม นอกจากนี ้Van 
(2000) พบวาสารพา Insch sandy loam soil ซ่ึงมีแหลงคารบอน 2.13 เปอรเซ็นตและแหลง
ไนโตรเจน 0.19 เปอรเซ็นตเปนองคประกอบ เมื่อผสมกับเชื้อ P. fluorescens สายพันธุ MON787 มี
ปริมาณเชื้อหลังการทําแหง 9 logCFU/g  เมื่อนําไปเก็บในที่อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซียส พบวาเมื่อ
เก็บไวเปนเวลา 2 สัปดาห เชื้อมีปริมาณลดลง 2 log CFU/g และลดลง 4 log CFU/g เมื่อเก็บไวเปน
เวลา 1-2 เดือน  
 

Vidhyasekaran and Muthamilan (1995) พบวาในการผลิตสูตรสําเร็จเชื้อ P.fluorescens 
โดยใช talc เปนสารพาผสมกับคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (carboxymethyl cellulose, CMC) 1 
เปอรเซ็นต ปรับคา pH เทากับ 7.0 เมื่อเก็บสูตรสําเร็จที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 240 วัน ปริมาณเชื้อ
ลดลงจากเริ่มตน 3.75x108 เปน 1.3x108 หนวยโคโลนีตอกรัม ตอมาในป 1999 ไดศกึษาการเก็บ
รักษาสูตรสําเร็จชนิดนีใ้นถงุพลาสติกปดสนิท พบวาเชือ้สามารถรอดชีวิตไดดีและนานกวา 30 วัน 
ปริมาณเชื้อที่รอดชีวิตลดลง 50 เปอรเซ็นต จากเชื้อเร่ิมตน 9x108 หนวยโคโลนีตอกรัม 
 

จากรายงานการทดลองของ Lewis (1995) พบวา การผลิตสูตรสําเร็จในรูปเม็ดเชื้อ 
Gliocladium virens G1-3 และ G1-21 และ T.hamatum TRI-4 โดยใชแปงขาวโพดเจลาติไนซเปน
สวนประกอบเมื่อเก็บรักษาไวที่อุณหภูม ิ5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 เดอืน เชื้อมีปริมาณการรอด
ชีวิตลดลง โดย G1-3, G1-21 และ TRI-4 ลดลงจาก 1.8x107, 6.4x106 และ1.2x106 เปน 1.3x107, 
2.6x106และ 3.7x104 หนวยโคโลนีตอกรัมตามลําดับ 
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Kloepper and Schroth (1981) ศึกษาการผลิตสูตรสําเร็จชนิดผงเชื้อ Pseudomonas spp. 
โดยม ีtalc และแซนแทนกัม 20 เปอรเซ็นต เปนสวนผสม พบวาหลังการทําแหงเชื้อมปีริมาณลดลง
จาก 109 เปน 8.2x107 หนวยโคโลนีตอกรัม ในทํานองเดียวกันผลการทดลองของ Walker and 
Connick (1983) พบวาการผลิตสูตรสําเร็จในรูปเม็ดจากเชื้อ Phyllosticta sp. ซ่ึงประกอบดวย clay 
10-20 เปอรเซ็นตและโซเดยีมอัลจิเนท (Sodium alginate) 1.33 เปอรเซ็นต โดยมีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 
5x109 หนวยโคโลนีตอมิลลิลิตร หลังผานการทําแหงและเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 10 สัปดาห เชื้อที่รอดชีวิตเทากับ 1.8x107 หนวยโคโลนีตอกรัม นอกจากอณุหภูมกิารเก็บรักษา
จะเปนปจจยัทีสํ่าคัญแลวภาชนะบรรจุที่เหมาะสมก็เปนปจจัยที่สําคัญเชนกัน ภาชนะบรรจุทําหนาที่
ควบคุมการถายเทอากาศและความชื้น ซ่ึงอาจทําใหเกิดการปนเปอนของเชื้อราและทําใหเชื้อไมอยู
ในสภาวะคงทีใ่นรูปผงแหง (Alan, 1988) 
 

ชอทิพย (2538) ศึกษาการผลิตสูตรสําเร็จโดยใชรําขาวผสมกับผงทัลคัมในการผลิตเชื้อ 
Bacillus spp. สายพันธุ KK-TO3 และ CH6 โดยใชไดอะตอมไมทเปนสารพา พบวา Bacillus spp. 
สายพันธุ KK-TO3 ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8.8x108 และสายพันธุ CH6 7.1x108หนวยโคโลนีตอกรัม 
หลังการเก็บรักษาที่ระยะเวลา180 วัน ปริมาณเชื้ออยูในชวง 104 -106 เมื่อเก็บรักษาทีอุ่ณหภูมิหอง 
และที ่4 องศาเซลเซียส ปริมาณของเชื้อทั้งสองสายพันธุเทากับ 8.8x107 และ 6.4x107 โคโลนีตอผง
เชื้อ 1 กรัม ตามลําดับ 
 
 7. สวนประกอบของสูตรสาํเร็จ 
 

7.1 สารพา (carrier) 
 

สารพาสามารถแบงเปนสารอนินทรีย เชน vermiculite, clay, calcium sulphate และ
mineral soil และสารอินทรีย เชน นํ้ามันพชื ขี้เล่ือย รําขาวสาลี เปนตน โดยทั่วไปสารพามีลักษณะ
เปนสารเฉื่อย และทําหนาที่เปนตัวพาเชื้อจลิุนทรียใหกระจายตัวอยางทั่วถึงเมื่อนําสตูรสําเร็จไปใช
งาน สารพาที่เปนสารอินทรียจะมีปริมาณลิกนินเปนสวนประกอบอยูสูงซึ่งชวยยับยัง้จุลินทรียบาง
ชนิด และยังใชเปนแหลงอาหารที่ดีของจุลินทรีย จากการทดลองของ Fravel et al. (1995) พบวา
สารพาอินทรีย เชน ซังขาวโพด กากถั่วเหลือง รําขาวสาลี จะมีอัตราสวนระหวางคารบอนตอ
ไนโตรเจนแตกตางกัน เทากบั 96.6, 25.4 และ 21.1 ตามลําดับ ซ่ึงมีผลตอการมีชีวิตรอดของเชื้อหลัง
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การทําแหงและพบวาในการผลิตสูตรสําเร็จเชื้อ Talaromyces flavus เมื่อใชซังขาวโพดเปนสารพา
ปริมาณเชื้อรอดชีวิตสูงกวาเมื่อใชกากถั่วเหลืองหรือรําขาวสาลี  
 

Lomer et al. (1993) พบวา kerosene, neem-oil และซิลิกาเจลในสูตรสําเร็จจะชวยยืด
อายุการเก็บรักษาสูตรสําเร็จปริมาณเชื้อ Metarhizium flavoviride  จํานวน 5x1010 โคโลนีตอ
มิลลิลิตร และปริมาณสปอรเทากับ 4x109 สปอรตอมิลลิลิตร เพิ่มขึ้นจากเดิม 3-4 วัน  Douro-
kpindou et. al (1995) พบวา kerosene ตอ peanut oil อัตราสวน 1:1 เติมในสูตรสําเร็จเชื้อ 
Metarhizium flavoviride ที่มีปริมาณเชื้อ 2x109 โคโลนีตอมิลลิลิตร จะมปีระสิทธิภาพในการยับยั้ง
เชื้อ Zonocerus variegates  
 

Mark et al. (1996) พบวา ผสมสารพา diatomaceous earth ในสูตรสําเร็จเชื้อ 
Colletotrichum  truncatum ที่มีปริมาณเชือ้เร่ิมตน 2x106 หนวยโคโลนีตอลิตร นําไปผานการทํา 
แหงโดยวิธี air dired  เมื่อเกบ็ไวที่อุณหภูม ิ4 องสาเซลเซียส เปนเวลา 18 เดือน เชื้อมีชีวิต 93
เปอรเซ็นต นอกจากนีก้ารเติมแปงเจลลาติไนซ (gelatinize) ลงในสูตรสําเร็จพบวาทีร่ะยะเวลา 18 
เดือนเชื้อมีชีวติ 80 เปอรเซ็นต 
 

7.2 สารปองกันการปนเปอน (contaminant suppressants) 
 

สารปองกันการปนเปอนชวยลดการปนเปอนจากจุลินทรยีอ่ืนนยิมใชสารปฏิชีวนะจาก
ราย งานการทดลองของ Douglas et  al. (1996) ไดเติมสารปฏิชีวนะ penicillin G และ streptomycin 
ปริมาณ 0.04 และ 0.1 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ในอาหาร PDA ที่ใชเล้ียงเชื้อรา Beauveria bassiana 
เพื่อปองกันการปนเปอนจากแบคทีเรียอ่ืน นอกจากนี้การเติมสารปฏิชีวนะ เชน cycloheximide
ปริมาณ 75-100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ชวยยับยั้งการปนเปอนของเชือ้ราในอาหารที่ใชเล้ียง  
แบคทีเรียไดในการผลิตสูตรสําเร็จจุลินทรียจะถูกทําใหอยูในสภาวะคงตัวหรือจะเจริญเมื่อถูก
กระตุนโดยสารตางๆ เชน การผลิตสูตรสําเร็จสูตรนํ้าจะเติม sorbic acid และเกลือเพือ่กระตุนการ
งอกของสปอรเชื้อรา 
 

7.3 สารเชื่อม (binder) 
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สารเชื่อมชวยในการจับตวัของสารพาและจะถูกเติมลงไปในระหวางกระบวนการผลิต
สูตรสําเร็จในรูปเม็ด นอกจากนี้ยังมีสมบัติเปนสารปองกันเซลล สารเชื่อมโดยทั่วไปมีสมบัติละลาย
นํ้าและมีความหนืดตํ่า ตัวอยางสารเชื่อมที่นิยมใชไดแก แปง  แซนแทนกัม (xantangum) กลูโคส 
(glucose) เด็กซแตรน (drextan) เจลลาติน (gelatin) กากนํ้าตาล (mollasses) เมทิลเซลลูโลส
(methycellulose) โซเดียมคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (sodiumcarboxy methylcellulose) เซลลูโลสอ
ซิเตท (cellulose acetate) เปนตน จากผลการทดลองของ Taylor (1991) พบวาในการผลิตสูตรสําเร็จ
จากเชื้อ T.harziznum มีการเติมสารเชื่อมไดแก pelgel และ polyox ปริมาตร 10 และ 15 เปอรเซ็นต 
โดยนํ้าหนักตอปริมาตร จากรายงานการทดลองของ Davis (1992) พบวาเซลลูโลส (cellulose) เปน
สารพอลิเมอรที่มีลักษณะคลายไคตินไมละลายนํ้าซึ่งจําเพาะกับจุลินทรยีบางชนิดที่มีเอนไซมเซลลู
เลส (cellulase enzyme) จึงสามารถใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอนไดในการผลิตสูตรสําเร็จใน
รูปนํ้าไดมีการเติมเซลลูโลสผสมกับเชื้อ C. globosum เพือ่ยับยั้งโรค fly speck ที่เกิดจากเชื้อสาเหต ุ 
Zygophiala jamaicensis 
 

7.4 สารปองกันเซลล (protectant) 
 

Takeuchi et al. (2000) ศึกษาการเติมสารปองกันเซลลในกระบวนการทาํแหงสูตร
สําเร็จพบวาสารปองกันเซลลไดแกสารอัลจิเนต-ไคโตซาน (alginate-chitosan) สารละลายแลคโตส 
โซเดียมอัลจิเนต (lactose-sodium alginate) และสารละลายกรดอะซิตริก-ไคโตซาน (acetic acid 
solution-chitosan) สารเหลานี้มีสวนชวยสูตรสําเร็จสามารถเก็บไดนานขึ้น นอกจากนีย้ังมีสาร
ปองกันเซลลเชน แลคโตส (lactose) กลูโคส (glucose) ฟรุคโตส (fructose)หรือซูโครส (sucrose) 
ปริมาตร 5, 10 และ 10 เปอรเซ็นต ตามลําดบั  เมื่อเติมในสูตรสําเร็จทําใหเซลลยีสตเพิ่มการมีชีวิต
รอดจากเดิม 20 เปน 30-40 เปอรเซ็นต จากรายงานของ Abadias (2001) ศึกษาการเตมิหางนม 10 
เปอรเซ็นต เพือ่เปนสารปองกันเซลลในกระบวนการทําแหงที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส มีผลตอ
การมีชีวิตรอดของเชื้อยีสต Candida sake  โดยชวยใหเชือ้มีชีวิตรอด 28.9 เปอรเซ็นต 
 

ในกระบวนการทําแหงมีการเติมสารปองกันเซลลเพื่อปองกันปฏิกิริยาของโปรตีนและ
เซลลที่มีชีวิต เชนการใช alpha, alpha-trehalose-borate เพื่อปองกัน Lactobacillus acidophilus ใน
ระหวางกระบวนการทําแหงแบบแชแข็งโดย trehalose มีประสิทธิภาพเปนสารปองกันเซลลที่ดี
นิยมใชในอุตสาหกรรม นอกจากนี ้borate ชวยปองกนัเอนไซมจากการถูกทําลายและเพิ่ม
ประสิทธิภาพใหแก trehalose วิธีการนี้นยิมใชกับเซลลโปรคาริโอต (รุงนภา, 2535) 
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7.5 กระบวนการทําแหงสูตรสําเร็จ 
 

Tsvetkov (1983) ไดนํา Micrococcus varians สายพันธุ M95 และ Lactobacillus 
plantarum สายพันธุ L4 ทําแหงเชื้อแบบพนฝอยโดยใชสารปองกันเซลล 5 ชนิด ไดแก ซูโครส 
แลคโตส โซเดียมกลูตาเมต เปปโตน(peptone) และนมผงขาดมันเนยทาํการเติมเจลาติน กรดกลูตา
มิก (glutamic acid) และโซเดียมอะซิเตท (sodium acetate) ชวยใหเชื้อมีจํานวนการรอดชีวิตสูงขึ้น
หลังผานการทําแหง สามารถเก็บเชื้อไดนาน 3 เดือนที่อุณหภูมิหอง 
 

Graham (1998) ศึกษาการทําแหงแบบใชอากาศพบวาการทําแหงโดยใชลมรอนเมื่อ
เพาะ เล้ียงเชื้อรา Arthrobotrys dactyloides สายพันธุ A4 บนอาหาร GCS ที่ประกอบดวย กลูโคส
และนํ้าแชเยื่อขาวโพด นํานํา้หมักไปเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที นําเซลลที่เหวี่ยง
แยกไดเติมกัมอารบิกผสมในเครื่องปนเปนเวลา 10 วินาที เติม vermiculite และ kaolin เปนสารพา
จากนั้นนําผานเครื่อง electrically powered pasta maker จะไดเมด็เชื้อขนาดเสนผานศนูยกลาง 1 
มิลลิเมตร นําไปทําแหงในตูอบลมรอนใหเหลือความชื้น 4-5 เปอรเซ็นต ถาความชื้นมากกวา 2 
เปอรเซ็นต จะมีการปนเปอนจากแบคทีเรียและเชื้อราอื่นๆจะไดขนาดเม็ดยาว 0.5–2.5 มิลลิเมตร 
เก็บที ่4 องศาเซลเซียสไดนาน 18 เดือน นําเม็ดเชื้อที่ไดผสมกับดินพบวา A. dactyloides สามารถ
เจริญแพรพันธุสรางไฮฟาลงสูดิน มีประสิทธิภาพในการยับยั้งไสเดือนฝอย Meloidogyne javanica  
สามารถลดจํานวนไข  การเกิด gall และลดจํานวนไสเดอืนฝอยไดมากกวา 90 เปอรเซ็นต การทํา
แหงโดยใชลมรอน วิธีการนีท้ําโดยใชลมรอนผานผลิตภัณฑที่ตองการทําแหงเปนวิธีที่สะดวก ราคา
ถูก วิธีนี้เปนการทําแหงอยางชา ๆ ทําใหจลิุนทรียที่ตองการทําแหงสามารถปรับตัวใหเขากับ
ส่ิงแวดลอมในระหวางการทําแหงได 
  

Lam (2001) พบวาการเติม poly lactic-co-glycolic acid (PLGA) ลงในสูตรสําเร็จ 
recombinant human nerve growth factor (rhNGF) จะชวยปองกัน rhNGF ถูกทําลายในระหวางการ
ทําแหงแบบพนฝอย วิธีนี้ไดเปรียบในเรื่องความสะดวกในการขนสงและการเก็บรักษา แตวิธีการนี้
มีผลทําใหเชื้อมีประสิทธิภาพลดจํานวนลงคอนขางมากสวนใหญเชื้อที่ผลิตในรูปแบบนี้ไดแก 
Streptococcus spp. ซ่ึงโดยทัว่ ๆไปจะลดจาํนวนลงถึง 50-80 เปอรเซ็นตระหวางการทําแหง 
นอกจากนั้นระหวางการเก็บรักษาเชื้อจะลดปริมาณลงอีกตามระยะเวลาที่เก็บอาหารที่ใชในการ
เพาะเลี้ยงเชื้อ นับวามีผลทําใหเชื้ออยูรอดไดดียิ่งขึน้ เชน การเติม yeast extract และวติามินซีลงใน
อาหารเลี้ยงเชือ้ ทําใหปริมาณ Lactobacillus bulgaricus อยูรอดมากขึ้น นอกจากในขัน้ตอนการ
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เล้ียงเชื้อแลวยงัสามารถเพิ่มอัตราการอยูรอดของเชื้อโดยเติมสารตางๆ ขณะทําแหง เชน เติมโมโน
โซเดียมกลูตาเมท ประมาณ 5 เปอรเซ็นต หรือ แลคโตส 7 เปอรเซ็นต ไดมีการเปรียบเทียบผลของ
การเติมนมผงพรองมันเนย ยีสตบรอท โมโนโซเดียมกลูตาเมท เดกสแตรนและซูโครส ตอการมี
ชีวิตรอดของเชื้อสเตรปโตคอคคัส พบวานมผงพรองมันเนยใหผลดีที่สุด รองลงมาไดแก โมโน
โซเดียมกลูตาเมท เดกสแตรนและซูโครส ตามลําดับ การควบคุมความชื้นใหเหมาะสมนับวาเปนอีก
วิธีหนึ่งที่ทําใหปริมาณการมีชีวิตรอดระหวางการเก็บสูงขึ้น เชน การทําแหงแบบพนฝอยเชื้อ 
Lactobacillus plantarum โดยใชความเยน็ที่มีความ ช้ืน 3.8-5.7 เปอรเซ็นต จะมีปริมาณเชื้ออยูรอด
มากกวากลาทีม่ีความชื้น 0.7-2.3 เปอรเซ็นต 
 

การทําแหงเปนกระบวนการที่เกี่ยวของกบัการกําจัดความชื้นในผลิตภัณฑเพื่อให
ผลิตภัณฑ อยูในรูปที่สามารถจัดการไดงาย เชน การเก็บรักษาและการขนสง ผลิตภัณฑชีวภาพ
สวนมากมีความไวตอความรอนสูง ดังนั้นการเลือกวิธีการทําแหงควรคํานึงถึงความเสถียรของ
ผลิตภัณฑโดยการเลือกใชกระบวนการทําแหงที่อุณหภูมติํ่า หรือโดยการปรับปรุงสมบัติของ
ผลิตภัณฑใหทนความรอนไดดีขึ้น การกาํจัดนํ้าในรูปของไอนํ้าจําเปนตองใหพลังงานความรอนซึง่
ไดมาจากการทําสมดุลความรอนระหวางอัตราความรอนที่ใหและความรอนแฝงของการระเหย 
กลไกการถายเทความรอนไดแก การนํา การพา การแผรังสี หรือรวมกนั (เพ็ญแข, 2541) การเก็บ
รักษาสูตรสําเร็จในสภาพแหง อาศัยวิธีการทําแหงแบบตางๆ เชน การทําแหงแบบพนฝอยโดยใช
ความรอนและความเยน็ การทําแหงแบบใชอากาศ เปนตน การทําแหงแบบพนฝอยโดยใชการพา
ความรอน การถายเทความรอน การเคลื่อนที่ของผลิตภัณฑและการกาํจัดไอนํ้าเกิดจากกระแส
อากาศ วิธีนี้สามารถใชงานแบบตอเนื่องในปริมาณมาก ผลิตภัณฑถูกปอนเขาเครื่องโดยหวัฉีดจะ
ถายเทความรอนใหแกผลิต ภณัฑที่เคลื่อนทีใ่นทิศทางสวนทางกันซึ่งทาํใหการระเหยเกิดขึ้นอยาง
รวดเร็วในขณะที่อุณหภูมิของผลิตภัณฑยังคงมีคาตํ่าและไอนํ้าถูกกําจดัออกไปกับกระแสของ
อากาศรอน การทําแหงแบบนี้สามารถใชกับเอนไซม สารปฏิชีวนะและจุลินทรีย เปนตน โดยจุลินท
รียที่จะทําแหงโดยวิธีนีจ้ะ ตองทนความรอนไดดพีอสมควร อุณหภูมิทีใ่ชโดยปกติจะอยูระหวาง 
63-68 องศาเซลเซียส ความรอนที่ใชจะทําใหเชื้อลดปริมาณลงถึง 70 เปอรเซ็นต และปริมาณจะ
ลดลงอีกขณะเก็บ  การเติมสารปองกันเซลลไดแก ไวตามินซีและโมโนโซเดียมกลูตาเมท 
(monosodium glutamate) มีผลทําใหเชื้อมีชีวิตรอดนานขึ้นเชน การผลิต Lactobacillus acidophilus 
โดยไมเติมสารดังกลาวกอนทําใหแหงมีผลทําใหเชื้อลดจํานวนจาก  1.7x109 เซลลตอกรัม เหลือ 106 

เซลตอกรัม เมื่อเก็บที่อุณหภมูิ 21 องศาเซลเซียส เพียง 1 เดือน ในขณะที่ถามีการเติมสารเหลานี้แลว
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ปรับ pH ใหอยูระหวาง 6.1-6.5 เมื่อเก็บที่อุณหภูมิเดยีวกนัเปนเวลา 6 เดือน เชื้อจะลดลงจาก 5.7x109 
โคโลนีตอกรัม เหลือ 1.7x109 โคโลนีตอกรัม (นภา, 2534)  
 
8. ปจจัยท่ีมีผลตออัตราการมีชีวิตรอดของจุลินทรีย 
 
 อัตราการมีชีวติรอดของจุลินทรียภายหลังการทําแหงขึ้นกับปจจยัตางๆเชนอุณหภูมใิน 
ระหวางการทาํแหง ชนิดของจุลินทรีย สภาพของการเจรญิเติบโตของจุลินทรียในชวงที่ถูกความ 
รอนและสภาพแวดลอมของเซลลในระหวางการใหความรอน อยางไรก็ตามความรอนที่ใชอาจ 
สามารถทําลายเซลลปกติทั้งเซลลหรือสวนใหญของเซลล สปอรหรือบางสวนของสปอร ทั้งนี้ขึน้ 
กับลักษณะของความรอนที่ใชเปนสําคัญ เซลลและสปอรของจุลินทรียมีคุณสมบัติในการตานทาน 
อุณหภูมิสูงที่แตกตางกัน ความตานทานความรอนของเซลลแบคทีเรียมีความแตกตางกันตามแตละ
สายพันธุของเชื้อแบคทีเรีย เซลลของแบคทีเรียที่มีรูปรางกลม สามารถตานทานความรอนไดสูงกวา
แบคทีเรียที่มีรูปรางเปนทอน การเจริญเติบโตที่อุณหภูมสูิงจะทําใหแบคทเีรียนั้นมีความสามารถใน
การตานทานตอความรอนทีสู่งขึ้นไปดวย แบคทีเรียที่จับกันเปนกลุม หรือสรางแคปซูลถูกทําลาย
ไดยากกวากลุมที่ไมมีการจบัตัวหรือไมสรางแคปซูล เซลลแบคทีเรียที่มีองคประกอบเปนไขมันสงู
จะถูกทําลายไดยากกวาเซลลปกติ สําหรับกรณีของสปอรตองคํานึงถึงสภาพในระหวางการสราง
สปอรอีกดวย โดยทั่วไปแลวสปอรของแบคทีเรียที่อุณหภูมิสูงจะยิ่งมีความสามารถในการตานทาน
ตอความรอนสูงกวาสปอรของแบคทีเรียทีม่ีอุณหภูมิดังกลาวอยูที่อุณหภูมิตํ่า เชน สปอรของเชื้อ B. 
subtilis สามารถตานทานตอความรอนทีอุ่ณหภูม ิ100 องศาเซลเซียสไดนาน15-20 นาที 
 
 8.1 สภาพของเซลลปกติหรือสปอรกอนใหความรอน 
  

ลักษณะของเซลลในระหวางการเจริญเติบโตหรือในระหวางการสรางสปอร จะมีผล
ตอการตานทานความรอนของเซลลหรือสปอรนั้น ทั้งนีจ้ะแบงออกเปน 
 

1) องคประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ มีความสําคัญอยางมากตอการตานทานความรอน
ของเซลลหรือสปอร ตามปกติแลวในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เล้ียงเซลลหรือสปอรใหเจริญดจีะทําใหเซลล
หรือสปอรนั้นมีความตานทานตอความรอนไดด ีทั้งนี้ขึน้กับผลของชนิดอาหารเลี้ยงเชื้อ 
สวนประกอบของสารอาหารในอาหารเลี้ยงเชื้อรวมถึงปริมาณของสารอาหารดังกลาวเปนสําคัญ ถา
ในอาหารเลี้ยงเชื้อมีปจจัยทีจ่าํเปนตอการเจริญของเชื้อเพียงพอมักทําใหเกิดเซลลหรือสปอรที่
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ตานทานความรอนไดด ีในกรณีที่มีนํ้าตาลกลูโคสในอาหารเลี้ยงเชื้อ ถามีในปริมาณที่ตํ่าอาจชวย
เพิ่มความตานทานตอความรอน แตในทางตรงขามถามีในปริมาณที่สูง นํ้าตาลกลูโคสอาจเปลี่ยนไป
เปนกรดซึ่งจะกลับไปลดความตานทานตอความรอนลงมา นอกจากนีแ้ลวเกลือกย็ังมีผลตอความ
ตานทานความรอน กลาวคือ ประจุของเกลอืฟอสเฟตและเกลือแมกนีเซียมจะมีผลในการลดความ
ตานทานตอความรอนของสปอรแบคทีเรียที่เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีเกลือทั้งสองชนิดเปน
สวนประกอบ 

 
2) อุณหภูมิของการบม อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตของเซลล และ

สําหรับการสรางสปอร จะมผีลตอการตานทานความรอนของเซลลและสปอร โดยทัว่ไปแลวความ
ตานทานความรอนจะเพิ่มขึน้ เมื่ออุณหภูมิทีใ่ชบมถูกปรับใหสูงใกลเคยีงกับอุณหภูมทิี่เหมาะสม
สําหรับการเจริญของเชื้อจุลินทรียนั้น เชน Escherichia coli เล้ียงที่อุณหภูม ิ38.5 องศาเซลเซียส (ซ่ึง
ใกลเคียงกับอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญของมัน) จะสามารถตานทานตอความรอนไดดกีวาที่
เล้ียงที่อุณหภมูิ28 องศาเซลเซียส 
 

3) ชวงของการเจริญเติบโตหรืออายุของเชื้อ ความตานทานตอความรอนของเซลลหรือ
สปอรขึ้นกับชวงของการเจรญิเติบโตของเซลล หรือชวงของการสรางสปอรทั้งนี้ขึ้นกับอายุของ
เซลลและสปอร เซลลแบคทีเรียจะมีความตานทานความรอนสูงสุดเมื่อเจริญในชวงปลายของระยะ
ที่แบคทีเรียกําลังปรับตัวหรืออยูในชวงระยะการเจริญคงที่และชวงทีเ่ซลลมีความตานทานความ
รอนตํ่าสุดอยูในระหวางการเจริญเติบโตในระยะการเจริญสูงสุด กรณีของสปอรที่อายุนอยยังไม
เปนสปอรที่สมบูรณจะมีความตานทานตอความรอนไดต่ํากวาสปอรทีเ่จริญสมบูรณเต็มที่แลว 
 
 8.2 สวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1) ความเขมขนของประจุไฮโดรเจนและคา pH โดยทั่วไปทั้งเซลลหรือสปอรจะมี
ความตานทานตอความรอนไดดีในสารที่มี pH ในชวงเปนกลางแตถา pH เปลี่ยนไปอยูในสภาพ
กรดหรือดาง จะทําใหความตานทานตอความรอนของเซลลหรือสปอรลดลงอยางไรก็ตามเมื่อ
เปรียบเทียบผลของกรดกับดางที่มีตอความตานทานความรอน พบวาในการเปลี่ยนแปลงสภาพ
ความเปนกรดจะมีผลตอความตานทานความรอนของเซลลหรือสปอรอยางมากเมื่อเปรียบ เทียบกับ
การเปลี่ยนแปลงของสภาพความเปนดาง  
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 2) สวนประกอบอื่นๆ ของสารอาหาร (substrate) เชน เกลือ ถาใชในความเขมขน
ตํ่าจะมีผลชวยปองกันสปอรจากความรอน นํ้าตาลมีผลชวยปองกันเซลลหรือสปอรจากความรอน
โดยขึ้นอยูกับสายพันธุของจลิุนทรียเปนสําคัญ สาเหตุที่นํา้ตาลมีผลตอการปองกันเซลลหรือสปอร
จากความรอนอาจเนื่องมาจากนํ้าตาลจะมีผลในการลดคา water activity (aw) ซ่ึงการลดคา aw ทําให
เซลลหรือสปอรมีความสามารถในการตานทานความรอนสูงขึ้น (วราวุฒ,ิ 2538) 
 
ธาตุซิลิคอน (Silicon)  
 

ซิลิคอนเปนธาตุที่มีมากที่สุดในชั้นผิวโลก แตปริมาณการละลายไดและอยูในสารละลาย
ดินมีเพยีงเล็กนอย ซ่ึงอยูในรูปของ กรดโมโนซิลิซิค (monosilicic acid, Si (OH)4) สภาพละลายได
ของกรดดังกลาวในน้ํา (ที่ 25 องศาเซลเซียส) ประมาณ 2 มิลลิโมล หรือ 56 มิลลิกรัม Si ตอลิตร              
(Marschner, 1955) Balasta et al. (1989) ซิลิคอนจะเคลื่อนยายจากรากสูสวนเหนือดนิทางไซเลม 
(xylem) จะสะสมอยูในผนังของไซเลมเวสเซลคอนขางมาก ทําใหไซเลมแข็งแรงและไมยุบตวัขณะ 
ที่พืชมีอัตราการคายน้ําสูง  Marschner (1955) ซิลิคอนชวยปองกนัการลวงลํ้าของเชื้อโรคเขาไปใน
รากและใบ ความแข็งแรงของเซลลผิวนอกที่มีซิลิคอนสูงชวยปองกนัไมใหเชื้อราสาเหตโุรคพืชบาง
ชนิดลวงลํ้าเขาไปในเซลลและแมลงก็กดักินใบนอยลง  Fawe et al. (1998)  ศึกษาผลของซิลิคอนที่
ชวยในการสะสมสาร flavanoid phytoalexin ในแตง ซ่ึงสารนี้ชวยเพิ่มความตานทานตอโรครา
น้ําคางของแตงได   Fawe et al.,(2001) รายงานวาธาตุซิลิกอนสามารถสงเสริมใหพืชตานทานตอ
เชื้อรา  Pythium และ  Sphaerotheca ในแตง และตานทานตอโรคใบไหม (blast)และกาบใบแหง 
(sheath blight) ในขาว (Datnoff et al. ,2001) ผลจากธาตุซิลิกอนสามารถเพิ่มความตานทานแกพืช
ไดโดยมีรายงานไวในหลายๆ พืชวาสามารถเพิ่มความตานทานตอเชื้อราได เชน ในแตง ขาวโอต 
ขาว ขาวสาลี ขาวบารเลย และออย และมกีารสะสมธาตุซิลิคอนไวในเซลลพืช (Rodrigues  et  al., 
2003)  เชนเดยีวกับ Dannon  and Wydra (2004) รายงานวาธาตุซิลิคอนสามารถชวยลดการเกดิโรค
เหี่ยวจากแบคทีเรียของมะเขอืเทศไดทั้งในพันธุที่ออนแอและพันธุที่คอนขางตานทานเมื่อทดลอง
ในแปลงปลูกพืชแบบไมใชดิน และตรวจสอบภายในตนมะเขือเทศไมพบวามีธาตซิุลิคอนสะสมอยู
พบเพียงเชื้อแบคทีเรียเทานัน้ที่สะสมในตนมะเขือเทศ   Diogo and Wydra (2007) ใชซิลิคอนชักนํา
มะเขือเทศใหตานทานตอเชือ้ R. solanacearum พบวาซลิิคอนมีผลตอการเปลี่ยนแปลงของ pectic 
cell wall ของมะเขือเทศ ชวยลดการเกดิโรค 38.1 % ในพนัธุ Kingkong (พันธุคอนขางตานทาน) 
และ 100% ในพันธุ Hawaii 7998 (พันธุตานทาน)  นอกจากนี้ยังพบวาซลิิคอนไมมีผลตอปริมาณ
ประชากรของเชื้อ R. solanacearum 
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1. การศึกษาการเจริญและการสรางสารปฏชิีวนะของเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษในอาหารเลี้ยงเชื้อชนดิ
ตางๆ 
  

1.1 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4ในการ
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am 

 
นําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพนัธุ CH4 ที่มีในหองปฏิบัติการภาควิชาโรค

พืช มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน มาใชทดสอบ โดยนําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สาย
พันธุ CH4 มาเลี้ยงในหลอดทดลองที่มีอาหาร Malt Yeast extract (MY) (ชอทิพย,2538) ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร  บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นจึงนาํไปเลี้ยงตอใน
flask ขนาด 500 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเหลว MY 250 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 
รอบ/นาที เปนเวลา 72 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปปนตกตะกอนเซลลดวยเครื่อง centrifuge (Sorvall,RC-
5) ที่ความเรว็ 8,000 รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที ละลายตะกอนเซลลดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ (ปรับ
ความขุนของสารละลายเชื้อโดยใชเครื่อง Spectrophotometer (Shimadzu, UV-1601)ใหได 0.2 O.D. 
ที่ชวงคลื่นแสง 600 นาโนเมตร ซ่ึงจะมีปริมาณของเซลลแบคทีเรียเทากบั 108CFU/ml ) นําสาร
แขวนลอยมาตรวจสอบประสิทธิภาพการยบัยั้งเชื้อ R. solanacearum ดวยวิธี disc diffusion method 
(อุรัจฉทา, 2534) โดยผสมสารละลายเชื้อ R. solanacearum (0.2 O.D. ที่ชวงคลื่นแสง 600 นาโน
เมตร ซ่ึงจะมีปริมาณของเซลลแบคทีเรียเทากับ 108CFU/ml ) 0.5 มิลลิลิตร ในอาหาร NGA 10 
มิลลิลิตร เทอาหารที่ผสมเชื้อแลวลงในจานเลี้ยงเชื้อ ปลอยใหอาหารแขง็ประมาณ 2-3 ช่ัวโมง 
จากนั้นนํา paper disc ขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร ที่ทําจากกระดาษกรอง (whatman #1)ซ่ึง
ผานการนึ่งฆาเชื้อแลววางบนจานเลี้ยงเชื้อที่นึ่งฆาเชื้อ แลวใช micropipette หยอดสารละลายเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุ CH4 (โดยปรับคาความขุนใหมีคา 0.2 O.D. ที่ชวงคลื่นแสง 600 นาโน
เมตร) แผนละ 10 ไมโครลิตร ท้ิงไวจนหมาดแลวใชปากคีบที่ผานการฆาเชื้อคีบเอา paper disc วาง
บนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมเชื้อ R. solanacearum โดยวาง paper disc ที่หยดน้ํานึ่งฆาเชือ้แลวแผนละ 
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10 ไมโครลิตร เปนตัวอยางเปรียบเทียบ (control) เก็บไวที่อุณหภูมิหองนาน 24-48 ช่ัวโมง ตรวจผล
โดยการวัดความกวางของบริเวณใส (clear zone ) จากขอบโคโลนีของเชื้อถึงขอบบริเวณใส 

 
การทําเครื่องหมาย (marker) บนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 

 
นําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพนัธุ CH4 มาติดเครื่องหมายเพื่อใชในการ

ติดตาม โดยใชสารปฏิชีวนะ amplicillin ที่ความเขมขน100 ppm โดยเลี้ยงเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษ ใน
อาหารเลี้ยง NGB นาน 24-48 ช่ัวโมง นาํมาเตรียมเปนเซลลแขวนลอยและกระจายบนอาหาร NGA 
ที่ผสมสารปฏิชีวนะ amplicillin 50 ppm บมเชื้อไวที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง เก็บ
โคโลนีเดี่ยวที่เจริญมา cross streak  บนอาหาร NGA ที่ผสมสารปฏิชีวนะ amplicillin 50 ppm อีก
คร้ังและเก็บโคโลนีเดี่ยวทีเ่จริญมาเลี้ยงในอาหาร NGB นาน 24-48 ช่ัวโมง นํามาเตรียมเปนเซลล
แขวนลอยและกระจายบนอาหาร NGA ที่ผสมสารปฏิชีวนะ amplicillin 100 ppm บมเชื้อไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมงและเกบ็โคโลนีเดี่ยวที่เจริญมา cross streak บนอาหาร NGA ที่
ผสมสารปฏชีิวนะ amplicillin 100 ppm อีกครั้ง จากนัน้ทดสอบแบคทีเรียปฏิปกษทีม่ีเครื่องหมาย
แลวในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum ที่มีเครื่องหมายแลวดวยวิธี disc 
diffusion method (อุรัจฉทา, 2534) และทําเชนเดยีวกับขอ 1.1 แบคทีเรียปฏิปกษที่ตดิเครื่องหมาย 
แลวจะใชสัญลักษณคือ B. subtilis สายพันธุ CH4Am 
 

1.2 การทดสอบหาปริมาณการแยกเชื้อกลับคืนมา (recovery) ของเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia 
solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am และเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus subtilis สายพนัธุ CH4Am 
จากดินและน้ําในหองปฏิบัตกิาร 
 

นําเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am และ B. subtilis สายพันธุ CH4Am โดยใช
ความเขมขนของเชื้อที่ 0.2 O.D. ที่ชวงคลื่นแสง 600 นาโนเมตร ( 8 logCFU/ml) เติมลงไปในหลอด
ทดลองที่บรรจุน้ําปริมาตร 9 มิลลิลิตรและในหลอดทดลองที่บรรจุดิน 1 กรัม ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที ปริมาตร 1 มิลลิลิตร
ตอหลอด เขยาใหเขากนัดวยเครื่อง vortex เปนเวลา 1นาที และเติมน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อปริมาตร 9 
มิลลิลิตรในหลอดที่บรรจุดินแลวนําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเรว็ 125 รอบ/นาที เปนเวลา  2 
ช่ัวโมง โดยแบงเปน 2 กรรมวิธี ๆ ละ 10  ซํ้า 
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กรรมวิธีที่ 1 น้าํ 
กรรมวิธีที่ 2 ดนิ  

 
บันทึกผลการทดลองโดยการตรวจหาจํานวนประชรกรของเชื้อแบคทีเรียโดย นําแตละ

หลอดมาทํา dilution plate count เพื่อนับปรมิาณประชากรของเชื้อ โดยนาํ 0.1 มิลลิลิตร ของ 
suspension เชือ้แบคทีเรียแตละหลอดมากระจาย (spread) บนอาหารเลีย้งเชื้อ โดยเชือ้ R. 
solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am  กระจายบนอาหาร TZC สวนเชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH4Am 
กระจายบนอาหาร NGA บมไวที่อุณหภมูหิองเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมงและทําการนับจํานวน
ประชากร  
 

1.3 การศึกษาการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในอาหารเลี้ยงเชื้อชนดิตาง ๆ 
 

เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ ซ่ึงประกอบดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ 10 สูตร ประกอบดวย  
1. Malt Yeast extract (MY)  
2. กากน้ําตาล 1%  
3. น้ํามะพราว 1% 
4. น้ําแปงขาวจาว 1%    
5. กากน้ําตาล 1% +น้ํามะพราว 1% 
6.กากน้ําตาล 1% + น้ําแปงขาวจาว 1% 
7. กากน้ําตาล 1% + เปปโตน 0.5% 
8. น้ํามะพราว 1% + น้ําแปงขาวจาว 1% 
9. น้ํามะพราว 1% + เปปโตน 0.5% 
10. น้ําแปงขาวจาว 1% + เปปโตน 0.5% 

 
บรรจุลงอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรตางๆลงใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร แลวนําไปนึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
เวลา 20 นาที  เพื่อใชในการทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อแตละชนิด โดยเปรียบเทียบ
กับอาหาร MY (สูตรที่ 1) ซ่ึงเปนอาหารเลีย้งเชื้อที่มีประสิทธิภาพสําหรับเชื้อแบคทีเรีย Bacillus 
subtilis (ชอทพิย, 2538) 

 



 

34 

 ยายเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่เจริญบนอาหาร NGA อายุ 24 ช่ัวโมงจํานวน 1 โคโลนีลงใน
อาหารเหลว NGB ปริมาตร 20 มิลลิลิตรที่บรรจุอยูใน flask ขนาด 50 มลิลิลิตร เล้ียงเชื้อบนเครื่อง
เขยาที่ความเรว็ 150 รอบ/นาที บมเชื้อที่อุณหภูมหิอง (28-30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 16 ช่ัวโมง 
ปนตกตะกอนเซลลแบคทีเรียโดยการปนเหวีย่งดวยเครือ่ง centrifuge ความเร็วรอบ 8,000 รอบ/นาที 
เปนเวลา 15 นาที เทสวนน้ําใสทิ้งเก็บสวนที่เปนตะกอนเซลล และลางตะกอนเซลลดวยน้าํกลั่นนึ่ง
ฆาเชื้อและปรบัความเขมขนใหไดเทากับ 0.2 O.D. ที่ชวงคลื่นแสง 600 นาโนเมตร ใช micropipette 
ดูด suspension ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงใน flask ขนาด 250 มิลลิลิตรที่
มีอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตางๆ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  และนําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิหอง
ดวยความเรว็ 150 รอบ/นาที ใช micropipette ที่ปลอดเชื้อดูดตัวอยาง suspension ของเชื้อแบคทีเรีย
แตละไอโซเลทที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเชื้อแตละชนิดปริมาตร 1 มิลลิลิตร หลังบมเชื้อนาน 0, 24, 48 
และ 72 ช่ัวโมง และนําแตละไอโซเลทมาทํา Dilution plate count เพื่อนับปริมาณประชากรของเชือ้  
จากนั้นนํา suspension ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษแตละไอโซเลทบนอาหารเลี้ยงเชื้อตางชนิด และ
เมื่อผานการบมเชื้อเปนเวลา 72 ช่ัวโมง (3 วัน) มาตรวจสอบความสามารถในการยับยัง้เชื้อสาเหตุ
โรคเหี่ยวของมะเขือเทศ โดยการนํา suspension มาปนตกตะกอนเซลลแบคทีเรียดวยเครื่อง 
centrifuge  ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที เก็บสวนน้ําใสมาฆาเซลลที่ยังมีชีวิตดวย
คลอโรฟอรม (chloroform) 10% โดยปริมาตร เขยาใหเขากันเปนเวลา 1 นาที และตั้งไวที่อุณหภมูิ 
หองเปนเวลา 20 นาที แลวนาํไปปนตกตะกอนเซลลและคลอโรฟอรมดวยเครื่อง centrifuge ความ 
เร็ว 8,000 รอบ/นาที นาน 20 นาที เก็บสวนใสและทิ้งตะกอน จากนัน้นําสวนในมา กรองเซลล
แบคทีเรียที่เหลืออยูดวย sterile syringe filter ขนาด 0.02 μm นําสารกรอง (culture filtrates) ไป
ทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจรญิของเชื้อ R. solanacearum ดวยวิธี paper disc method 
คือ ดวยวิธี disc diffusion method (อุรัจฉทา, 2534) ดังอธิบายในขอ 1.1 ทําเชนเดยีวกนักับขอ1.1 
 
2. ศึกษาการอยูรอดและประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในวัสดผุสมสูตรตาง ๆ ในการยับยั้ง

การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am สาเหตุโรคเหี่ยวของมะเขือเทศ  
  

2.1 การพัฒนาสูตรสําเร็จของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ  B. subtilis สายพันธุ CH4Am 
 

นําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพนัธุ CH4Am  มาเลี้ยงในหลอดทดลองที่มี
อาหาร MY (พัชรินทร, 2540) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นจึงนาํไปเลี้ยงตอใน flask ขนาด 500 มิลลิลิตรที่บรรจุอาหารเหลว MY 250 
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มิลลิลิตร บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที เปนเวลา 72 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปปนตกตะกอน
เซลลดวยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที ละลายตะกอนเซลลดวย
น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ (ปรับความขุนของสารละลาย เชื้อโดยใชเครื่อง Spectrophotometerใหได 0.2 
O.D. ที่ชวงคลื่นแสง 600 นาโนเมตร ซ่ึงจะมีปริมาณของเซลลแบคทีเรียเทากับ 108 CFU/ml ) แลว
นําเซลลแขวนลอยที่ไดไปผสมกับสารพาชนิดตางๆ  คือ ทัลคัม, รําขาว, สาคู, ขาวฟาง และปลาย
ขาว (ผานการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง)ในสภาพปลอดเชื้อและปรับ pH ใหเทากับ 7.0 โดยการเติมแคลเซียมคารบอเนตและบรรจุ
ในกลองพลาสติกนําไปทําใหแหงในสภาพปลอดเชื้อเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ที่ 50 องศาเซลเซียส (โดย
อัตรา สวนในการผสมระหวางเซลลแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษและสารพา คือ 1: 2 โดย
ปริมาตร : น้ําหนัก ) นําสูตรสําเร็จที่แหงแลวมาผสมใหเขากันดวยเครือ่งปนเบนเดอร (blender) ดวย
ความเร็วต่ําเปนเวลา 30 วนิาที และบรรจุในถุงพลาสติก ปดผนึกใหเรียบรอย นําสูตรสําเร็จของเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษสูตรตางๆไปทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อทดสอบดวยวิธี paper disc 
method และนบัปริมาณเชื้อเร่ิมตนโดยการทํา dilution plate count  (ผงเชื้อสูตรสําเร็จ 1 กรัมตอน้ํา 
9 มิลลิลิตร) บมเชื้อไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 48 ช่ัวโมง แลวบันทกึผลและทําการตรวจสอบ
ปริมาณการอยูรอดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่อุณหภูมหิองในสูตรสําเร็จทุก 1 เดือนเปนเวลา 6 
เดือนและคํานวณเปอรเซ็นตการลดลงของการยับยั้งเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am 
 
              การลดลงของประสิทธิภาพการยับยั้ง (%) = คายบัยั้งเริ่มตน – คายับยั้งเดือนสุดทาย  X 100 

    คายับยั้งเริ่มตน 
 

2.2 การทดสอบประสิทธิภาพของผงเชื้อสูตรสําเร็จของแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สาย
พันธุ CH4Am ในหองปฏิบัติการ 
 

2.2.1 การเตรียมเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am สาเหตุโรคเหี่ยวของมะเขอื
เทศ 

 
 นําเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am (RS) ที่มีความสารถในการเกิดโรค

รุนแรงมาเลี้ยงในหลอดทดลองที่มีอาหารเหลว Triphenyl Tetrazolium Chloride (TTC) (Schaad, 
1988) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นจึง
นําไปเลี้ยงตอใน flask ขนาด 500 มิลลิลิตรที่บรรจุอาหารเหลว TTC  250 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยาที่
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ความเร็ว 150 รอบ/นาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปปนตกตะกอนเซลลดวยเครื่อง centrifuge 
ที่ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที เปนเวลา 20 นาที ละลายตะกอนเซลลดวยน้าํกลั่นนึ่งฆาเชือ้ ปรับความ
ขุนของสารละลาย เชื้อโดยใชเครื่อง Spectrophotometerใหได 0.2 O.D. ที่ชวงคลื่นแสง 600 นาโน
เมตรและนับปริมาณของเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am 

 
2.2.2 การทดสอบประสิทธิภาพผงเชื้อสูตรสําเร็จในหองปฏิบัติการ 

 
         นําดินทีใ่ชในการปลูกพืชทดสอบมา 1 กก. ผสมเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ 

To-Ud3Am (RS) ที่ไดจากขอ 2.2.1 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บมเชื้อไวทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 24 
ช่ัวโมง จากนัน้แบงใสขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาณ 50 กรัมตอขวดและเติมผงเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4Am (CH4) สูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว ลงไปโดย
แบงการทดลองออกเปน 8 กรรมวิธี คือ  

         กรรมวิธีที่ 1 เปรียบเทียบ 1 (ไมใสเชื้อ CH4 และเชื้อ RS) 
         กรรมวิธีที่ 2 เปรียบเทียบ 2 (ใสเชื้อ RS อยางเดยีว) 
         กรรมวิธีที่ 3 ใสผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ CH41 กรัม (ไมผสมเชื้อ RS) 
         กรรมวิธีที่ 4 ใสผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ CH4 2 กรัม (ไมผสมเชื้อ RS) 
         กรรมวิธีที่ 5 ใสผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ CH4 3 กรัม (ไมผสมเชื้อ RS) 
         กรรมวิธีที่ 6 ใสผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ CH4 1 กรัม + เชื้อ RS 
         กรรมวิธีที่ 7 ใสผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ CH4 2 กรัม + เชื้อ RS 
         กรรมวิธีที่ 8 ใสผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ CH4 3 กรัม + เชื้อ RS 

 
         บันทึกผลการทดลองที่ 0, 5 และ 9 วนั โดยวิธีการ dilution plate count  (ดิน 1 

กรัมตอน้ํา 9 มลิลิลิตร) เขยาบนเครื่องเขยาเปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวนํามากระจายบนอาหาร NGA บม
เชื้อไวเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมงและนับจํานวนประชากรของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สาย
พันธุ CH4Am และเชื้อ R.solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am 
 

3. การทดสอบประสิทธิภาพของผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4Am  และธาตุ
ซิลิคอนในสภาพโรงเรือน 
 

3.1 การเตรียมเชื้อ R. solanacearum สายพนัธุ To-Ud3 Am สาเหตุโรคเหีย่วของมะเขือเทศ 
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นําเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3 Am  ที่มีความสารถในการเกดิโรครุนแรงมา
เล้ียงในหลอดทดลองที่มีอาหารเหลว TTC ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เพื่อเปนกลาเชื้อ บนเครื่องเขยาที่
ความเร็ว 150 รอบ/นาที เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นํากลาเชื้อไปเลี้ยงตอในflask ขนาด 500 มิลลิลิตรที่
บรรจุอาหารเหลว TTC 250 มิลลิลิตรบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
กอนนําไปปนตกตะกอนเซลลดวยเครื่อง centrifuge (Sorvall,RC-5) ที่ความเร็ว 8,000 รอบ/นาที 
เปนเวลา 20 นาที ละลายตะกอนเซลลดวยน้าํกลั่นนึ่งฆาเชือ้ ปรับความขุนของสารละลาย เชื้อโดย
ใชเครื่อง Spectrophotometer (Shimadzu, UV-1601)ใหได 0.2 O.D. ท่ีชวงคลื่นแสง 600 นาโนเมตร
และนับปริมาณของเชื้อ R. solanacearum ได 8 logCFU/ml 

 
3.2 การวางแผนการทดลองและการปลูกเชือ้ R. solanacearum ในมะเขอืเทศ 
 

วางแผนการทดลองแบบ Randomized complete block design (RCBD) โดยเชื้อ R. 
solanacearum  สายพันธุ To-Ud3Am   มาใชในการปลูกเชื้อโดยวิธีราดลงดินที่ปลูกมะเขือเทศพันธุสี
ดาทิพย 3 อายปุระมาณ 30-40 วัน จํานวน 300 มิลลิลิตร/กระถางและใชผงเชื้อสูตรสําเร็จที่ 1 BS+
ทัลคัม+รําขาว และแบงการทดลองนี้เปน 6 กรรมวิธี ๆ ละ 3 ซํ้า ๆ ละ 5 ตน ซ่ึงประกอบดวย 

กรรมวิธีที่ 1 (T1) = เปรียบเทียบ (น้ํา) 
กรรมวิธีที่ 2 (T2) = ราดสารละลายซาลิซิค แอซิด (salicic acid) ความเขมขน 9 mM 

(หรือมีเนื้อสารซิลิคอน 2.66 กรัม) ลงดินปลูกมะเขือเทศ คร้ังละ 100 มิลลิลิตรตอกระถางที่ 1 วัน
กอนปลูกเชื้อ R. solanacearum  สายพันธุ To-Ud3Amและหลังจากปลูกเชื้อทุกๆ 7 วัน จํานวน 8 คร้ัง 
(ซาลิซิค แอซิด)  

กรรมวิธีที่ 3 (T3) = พนสารโซเดียม ซิลิเคต (sodium silicate) ความเขมขน 9 mM 
(หรือมีเนื้อสารซิลิคอน 0.25 กรัม) ลงดินปลูกมะเขือเทศ คร้ังละ 100 มิลลิลิตรตอกระถางที่ 1 วัน
กอนปลูกเชื้อ R. solanacearum  สายพันธุ To-Ud3Am และหลังจากปลกูเชื้อทุกๆ 7 วัน จํานวน 8 คร้ัง 
(โซเดียม ซิลิเคต) 

กรรมวิธีที่ 4 (T4) = คลุกผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4Am ลงดิน
ปลูกมะเขือเทศ คร้ังละ 30 กรัมตอกระถางที่ 1 วันกอนปลูกเชื้อ R. solanacearum  สายพันธุ To-
Ud3Am และหลังจากปลูกเชือ้ทุกๆ 7 วัน จาํนวน 8 คร้ัง (ผงเชื้อ BS) 

กรรมวิธีที่ 5 (T5) = คลุกผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4Am ลงดิน
ปลูกมะเขือเทศ คร้ังละ 30 กรัมตอกระถาง รวมกับการราดสารละลายซาลิซิค แอซิด คร้ังละ 100 
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มิลลิลิตรตอกระถาง ที่ 1 วันกอนปลูกเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am และหลังจากปลกู
เชื้อทุกๆ 7 วัน จํานวน 8 คร้ัง (ผงเชื้อ BS+ซาลิซิค แอซิด) 

กรรมวิธีที่ 6 (T6) =คลุกผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4Am ลงดิน
ปลูกมะเขือเทศ คร้ังละ 30 กรัม ตอกระถางรวมกับพนสารโซเดียม ซิลิเคต คร้ังละ 100 มิลลิลิตรตอ
กระถาง ที่ 1 วนักอนปลูกเชือ้ R. solanacearum  สายพันธุ To-Ud3Am และหลังจากปลกูเชื้อทุกๆ 7 
วัน จํานวน 8 คร้ัง (ผงเชื้อ BS + โซเดียม ซิลิเคต) 
 

  บันทึกผลการทดลองโดยนับจํานวนตนที่แสดงอาการเหี่ยวทุกสัปดาหและตรวจสอบ
การเขาทําลายของเชื้อ R. solanacearum ภายในตนมะเขือเทศเปนเวลา 8 สัปดาห เพื่อคาํนวณหา
เปอรเซ็นตการรอดตายและเก็บตัวอยางดินมาวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงประชากรของเชื้อ R. 
solanacearum และเชื้อจุลินทรียปฏิปกษในดินปลูกมะเขือเทศและผลผลิตของมะเขือเทศเมื่อส้ินสุด
การทดลองที่ 8 สัปดาหหลังการปลูกเชื้อและวเิคราะหทางสถิติ 
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ภาพที่ 1  ผลิตภัณฑซิลิคอนที่ใชในการทดลอง ก) ซาลิซิค แอซิด (salicic acid) ผลิตโดยชมรม

เกษตรปลอดสารพิษและ ข) โซเดียม ซิลิเคต (sodium silicate) ผลิตโดยบริษัท Fisher 
Scientific  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ก ข 
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3.3 การตรวจสอบการเขาทําลายของเชื้อภายในตนมะเขือเทศ 
 

นําสวนของตนมะเขือเทศทีแ่สดงอาการโรคเหี่ยวมาตรวจสอบตามวิธีของ Winsted 
and Kelman (1952) โดยใชมีดฆาเชื้อตัดตามขวางแลวนาํใสหลอดของน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ ตั้งทิ้งไว
ซักครูตรวจดูของเหลวสีขาวขุนคลายน้ํานม (ooze หรือ bacterial exudate) ไหลซึมออกมาจากรอย
ตัดเปนสาย นาํลูปที่ฆาเชื้อแลวแตะ suspention ของแบคทีเรียในหลอดทดลอง ทํา cross streak บน
อาหารแข็ง Triphenyl Tetrazolium Chloride medium (TZC) (Kelman, 1954) บมที่อุณหภูมิ 28-30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง ตรวจดูลักษณะของโคโลนีที่เกิดขึ้น 

 
3.4 การศึกษาจํานวนประชากรของเชื้อ R. solonacearum สายพันธุ To-Ud3Am สาเหตโุรค

เหี่ยวของมะเขอืเทศและประชากรของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
  

เก็บตัวอยางดนิบริเวณรากตนมะเขือเทศที่เปนโรคมาทําการแยกเชื้อ นําดินมาผึ่งลมให
แหงพอหมาด ทํา soil suspension โดยใชดนิ 5 กรัม ละลายในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 45 มิลลิลิตร เขยา
ใหเขากนัเปนเวลา 30 นาที นํามาแยกเชื้อโดยการทํา dilution plating method จากนัน้นําสารละลาย
ดินความเขมขนที่ตองการอยางละ 0.1 มิลลิลิตร มากระจายใหทัว่อาหาร mSM-1 ที่ผสมสาร
ปฏิชีวนะ amplicilin 100 ppm. (ปยะรัตน, 2541) บมไวประมาณ 24-48 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิหอง ตรวจ
นับโคโลนีของเชื้อ R. solonacearum สวนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษทําวิธีเดียวกันแตใชอาหาร NGA ที่
ผสมสารปฏิชีวนะ amplicilin 100 ppm 
 
6.  สถานที่ทําการทดลอง 
 
 1. หองปฏิบัติการแบคทีเรีย ภาควิชาโรคพชื คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
บางเขน กรุงเทพ ฯ. 

2. โรงเรือนภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร                           
บางเขน กรุงเทพ ฯ. 

3. โรงเรือนสถาบันเทคโนโลยีแหงเอเชีย (Asian Institute of Technology; AIT) ปทุมธานี 
 
7.  ระยะเวลาในการทําวิจัย  
 มิถุนายน 2549 –มีนาคม 2552 



ผลและวิจารณ 

 

ผล 
 
1. การศึกษาการเจริญและการสรางสารปฏชิีวนะของเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษในอาหารเลี้ยงเชื้อชนดิ
ตางๆ 
 

1.1 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4 
ในการยับยั้งเชือ้แบคทีเรีย Ralstonia solanacearum สายพนัธุ To-Ud3Am 
  

การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพนัธุ CH4 ในการ
ยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am ในหองปฏิบัติการดวยวิธี paper 
disc diffusion บนอาหาร Nutrient glucose agar (NGA) พบวาเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษมีความสามารถ
ในการยับยั้งเชือ้ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am ทั้งกอนติดฉลากและหลังติดฉลาก (ภาพที่ 2 
ก) เหมือนปกติ และการเจริญเติบโตของเชื้อ B.subtilis สายพันธุ CH4Am บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NGA มี
ลักษณะโคโลนีเหมือนกันทัง้กอนและหลงัติดฉลาก (ภาพที่ 2 ข) 
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ภาพที่ 2  แสดงบริเวณยับยั้ง (clear zone) โดยเชื้อ Bacillus  subtilis สายพันธุ CH4Am ในการยับยั้ง

เชื้อ Ralstonia solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am บนอาหาร Nutrient glucose agar โดยมี
น้ําเปนชุดควบคุม (Control, C) เปนเวลา 48 ชม. (ก) และลักษณะโคโลนีของเชื้อ Bacillus 
subtilis สายพนัธุ CH4Am ที่ติดฉลากดวยสารปฏิชีวนะ ampicillin ที่ความเขมขน 100 ppm 
บนอาหาร Nutrient glucose agar อายุ 48 ช่ัวโมง (ข) 
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1.2 การหาปริมาณเชื้อที่แยกไดกลับคืนมา (recovery) ของเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia 
solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am และเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus subtilis สายพนัธุ CH4Am 
จากดินและน้ําในหองปฏิบัตกิาร 

 
การหาเปอรเซน็ตการนํากลบัคืนมา (% recovery) ของเชื้อ R. solanacearum สายพนัธุ 

To-Ud3Am จากปริมาณเชื้อเร่ิมตนคือ 8.74 logCFU/ml เมื่อใสเชื้อลงไปในน้ําและดนิทั้งสองกรรมวิธี
พบวาเปอรเซน็ตการนํากลบัคืนมาในน้ําคิดเปน 75.64% และในดนิคิดเปน 75.17% ซ่ึงแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ และการตรวจหาปริมาณของเชื้อแบคทีเรียเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-
Ud3Am ที่นํากลับคืนมา (recovery) พบวาในน้ํา (กรรมวิธีที่ 1) มีปริมาณเชื้อ 6.61 logCFU/ml  สวนใน
ดิน (กรรมวิธีที่ 2) มีปริมาณเชื้อ 6.57 logCFU/g  (ตารางที่ 1) 

 
การหาเปอรเซน็ตการนํากลบัคืนมาของเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis สายพนัธุ CH4Am จาก

ปริมาณเชื้อเร่ิมตนคือ 8.90 logCFU/ml เมื่อเติมลงไปทั้งสองกรรมวิธีแลวพบวาในน้ําไดเชื้อกลับคืน
มา 60.45% และในดนิ 55.17% ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และจากการหาปริมาณเชื้อ
แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ CH4Am พบวาในน้ํา (กรรมวิธีที่1) มีปริมาณเชื้อ 5.38 logCFU/ml สวน
ในดิน (กรรมวิธีที่ 2) มีปริมาณเชื้อ 4.91 logCFU/g  (ตารางที่ 1) 
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ตารางที่ 1  ความสามารถนํากลับคืนมา (recovery) ของเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum      
สายพันธุ To-Ud3 Am และ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am ที่ 2 ช่ัวโมงหลังจากใสเชื้อ 

 

ปริมาณเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ 
To-Ud3Am(logCFU/ml)1/ 

ปริมาณเชื้อ B. subtilis สายพนัธุ 
CH4Am(logCFU/ml)1/ 

กรรมวิธี2/ ปริมาณ
เชื้อ

เร่ิมตน 

ปริมาณเชื้อ 
recovery 

% การนํา
กลับคืนมา3/ 

ปริมาณเชื้อ
เร่ิมตน 

ปริมาณเชื้อ
recovery 

% การนํา
กลับคืนมา3/ 

1 น้ํา 8.74 6.61 75.644/ a 8.90 5.38 60.454/a 
2 ดิน 8.74 6.57 75.17 b 8.90 4.91 55.17 b 

 

1/  คาเฉลี่ยของปริมาณเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am และ B. subtilis สายพันธุ CH4Am 
จากการทํา 10 ซํ้า โดยจากดนิเปน logCFU/g 

2/  น้ําปริมาตร 9 มิลลิลิตรในหลอดทดลองเติมเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum สายพนัธุ To-Ud3Am

ปริมาตร 1 มิลลิลิตรหรือเชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH4Am 1 มิลลิลิตร   
ดินจํานวน 1 กรัมใสลงในหลอดทดลองแลวเติมน้ําและเติมเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum สาย
พันธุ To-Ud3Am ปริมาตร 1 มิลลิลิตรหรือเชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH4Am 1 มิลลิลิตร 

3/  เปอรเซ็นตการนํากลับคนืมา = 100 – (ปริมาณเชื้อที่ใส – ปริมาณเชื้อที่นํากลับคืนมา x 100) 
  ปริมาณเชื้อที่ใส 

4/  คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกนัในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติที่ความเชื่อมั่น 95 % เมื่อวิเคราะหดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test 
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1.3 การศึกษาการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในอาหารเลี้ยงเชื้อตางชนิด 
 

การศึกษาเปอรเซ็นตการเพิม่ประชากรของเชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH4Am ในอาหาร
จํานวน 10 สูตร พบวา อาหารสูตรน้ํามะพราว1%+เปปโตน0.5% มีการเพิ่มของจํานวนประชากร
ของเชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH4Am มากที่สุดคือ 61.87% รองลงมาไดแก น้ํามะพราว1%, 
กากน้ําตาล1%+เปปโตน0.5%, กากน้ําตาล1%, Malt Yeat extract (MY), น้ําแปงขาวจาว1%+เปป 
โตน 0.5%, กากน้ําตาล1%+น้ํามะพราว1%, กากน้ําตาล1%+น้ําแปงขาวจาว1%, น้ําแปงขาวจาว1% 
และ น้ํามะพราว1%+น้ําแปงขาวจาว1% คือ 60.80%, 60.71%, 60.51%, 60.48%, 60.43%, 60.08%, 
59.89%, 59.75% และ 59.41% ตามลําดับ ซ่ึงทุกอาหารแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติกับอาหาร 
MY (เปรียบเทยีบ) ยกเวนสูตรอาหารกากน้าํตาล 1% และน้ําแปงขาวจาว 1% + เปปโตน 0.5% ซ่ึง
ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 2) 
 

การศึกษาการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งหมด 10 สูตรที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวาอาหารสูตร MY เปนสูตรที่ใชเล้ียงเชื้อแบคทเีรีย B. subtilis 
ที่มีประสิทธิภาพดี มีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0.2 O.D. ที่ชวงคลื่นแสง 600 นาโนเมตร ( 8 logCFU/ml) 
ซ่ึงใชเปนสูตรเปรียบเทียบ พบวาอาหารสตูร กากน้ําตาล 1% + เปปโตน 0.5% มีปริมาณเชื้อมาก
ที่สุดคือ 13.39 logCFU/ml รองลงมาไดแกอาหารสูตรน้ํามะพราว 1% +  เปปโตน 0.5%, น้ําแปงขาว
จาว 1% + เปปโตน 0.5%, กากน้ําตาล 1%, MY, น้ํามะพราว 1% + น้ําแปงขาวจาว 1%, กากน้ําตาล 
1% + น้ําแปงขาวจาว 1%, กากน้ําตาล 1% +น้ํามะพราว 1%, น้ําแปงขาวจาว 1%และ น้าํมะพราว 
1%  คือ 13.35, 13.27, 13.17, 13.16, 13.06, 13.04, 13.03, 13.02 และ 12.86 logCFU/ml ตามลําดับ 
ซ่ึงทุกอาหารแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติกบัอาหาร MY ยกเวนสูตรอาหารกากน้ําตาล 1% ซ่ึง
ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 2 ) 

 
การทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษชนิดตางๆในการผลิต

สารเมตาโบไลท หลังจากเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเปนเวลา 72 ช่ัวโมง แลวนําไปปนตกตะกอน
เพื่อแยกเซลลของแบคทีเรียออกและฆาเซลลที่เหลือดวยคลอโรฟอรม แลวนําสารกรองมาทดสอบ
ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อ R.solanacearum สายพันธุ To-Ud3 Am  พบวาในอาหารสูตรน้ํามะพราว
1%+น้ําแปงขาวจาว 1%ใหความกวางของบริเวณยับยั้งมากที่สุดคือ 0.82 เซ็นติเมตร รองลงมาไดแก 
อาหารสูตรกากน้ําตาล1%, น้ําแปงขาวจาว1%+เปปโตน0.5%, MY , กากน้ําตาล1%+น้ํามะพราว1%, 
น้ําแปงขาวจาว1%, น้ํามะพราว1%, กากน้าํตาล1%+น้ําแปงขาวจาว1%, กากน้ําตาล1%+เปปโตน
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0.5% และน้ํามะพราว 1%+เปปโตน 0.5% คือ 0.80, 0.79, 0.78, 0.77, 0.75 , 0.75, 0.74,  0.72 และ
0.67  ตามลําดับ ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ โดยสูตรอาหารที่ใหประสิทธิภาพการยับยั้งที่
ดี 4 อันดับเมื่อเปรียบเทียบกบัสูตร MY คือ สูตรน้ํามะพราว1%+น้ําแปงขาวจาว 1%, สูตร
กากน้ําตาล1%, น้ําแปงขาวจาว1% + เปปโตน0.5% และกากน้ําตาล1% +น้ํามะพราว1%,  ตามลําดับ 
ซ่ึงไมแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิต ิ(ตารางที่ 2 ) 
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ตารางที่ 2  จํานวนประชากรและประสิทธิภาพสารกรอง (culture filtrate) ของเชื้อ Bacillus subtilis 
สายพันธุ CH4 Am  ที่เล้ียงในอาหารชนิดตางๆเปนเวลา 72 ช่ัวโมงในการยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชื้อ Ralstonia solanacearum สายพันธุ To-Ud3 Am (RS)บนอาหาร 
Nutrient glucose agar  ณ อุณหภูมหิอง เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

 
จํานวนประชากรของเชื้อ B. subtilis สายพันธุ 

CH4Am (logCFU/ml) 
ชนิดอาหารเลี้ยงเชื้อ 

0 ชม. 72 ชม. 
% การเพิ่ม
ประชากร2/ 

ความกวาง
บริเวณยับยั้งการ
เจริญ(ซม)1/ 

1. Malt Yeat extract 5.20       13.16 d3/  60.48 c  0.78 a3/ 
2. กากน้ําตาล1% 5.20 13.17 d 60.51 c 0.80 a 
3. น้ํามะพราว1% 5.04 12.86 f 60.80 b 0.75 b 
4. น้ําแปงขาวจาว1% 5.24  13.02 ef 59.75 ef 0.75 b 
5. กากน้ําตาล1%+น้ํามะพราว1% 5.07 13.03 e 60.08 d 0.77ab 
6.กากน้ําตาล1%+น้ําแปงขาวจาว1% 5.23 13.04 e 59.89 e 0.74 b 
7. กากน้ําตาล1%+เปปโตน0.5% 5.26 13.39 a 60.71 bc 0.72 c 
8. น้ํามะพราว1%+น้ําแปงขาวจาว1% 5.30 13.06 e 59.41 f 0.82 a 
9. น้ํามะพราว1%+เปปโตน0.5% 5.09 13.35 b 61.87 a 0.67 d 
10. น้ําแปงขาวจาว1%+เปปโตน0.5% 5.25 13.27 c 60.43 cd 0.79 a 

 

1/  คาเฉลี่ยบริเวณยับยั้งการเจริญของเชื้อ RS จํานวน 10 ซํ้า 
2/  เปอรเซ็นตการเพิ่มประชากร = ประชากรหลังเล้ียง – ประชากรกอนเล้ียง   x 100 
                                          ประชากรหลังเล้ียง 
3/  คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกนัในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง  

สถิติที่ความเชื่อมั่น 95 % เมื่อวิเคราะหดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test 
 

 
 
 
 
 
 



 

48 

2. ศึกษาการอยูรอดและประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในวัสดผุสมสูตรตางๆ ในการยับยัง้

การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum  สายพันธุ To-Ud3Am สาเหตุโรคเหี่ยวของมะเขือเทศ  
 

2.1 การพัฒนาสูตรสําเร็จของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4Am 
 

จากการทดลองการหาเปอรเซ็นตการลดลงของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สาย
พันธุ CH4Am ในสูตรสําเร็จทั้ง 6 สูตร (ภาพที่ 3) หลังจากเก็บรักษาเปนเวลา 6 เดือน พบวาในสูตร
สําเร็จ สูตร BS+ ทัลคัม+ รําขาว (สูตรเปรียบเทียบ) มีเปอรเซ็นตการลดลงของจํานวนประชากร
นอยที่สุด คือ 38.36% รองลงมาคือ สูตร BS+ปลายขาว คือ 39.38% ซ่ึงไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ สวนสูตรที่เหลือสูตร BS+สาคูดิบ+ รําขาว, BS+ ขาวฟางนึ่ง+ รําขาว, BS+สาคูดิบ และ 
BS+ ขาวฟางนึ่ง  คือ  42.15%, 42.43%, 44.15% และ 45.15% ตามลําดบัซึ่งแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (ตารางที่ 3) 
 

จากการทดลองการศึกษาความมีชีวิตรอดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สาย
พันธุ CH4Am ในสูตรสําเร็จทั้ง 6 สูตร ซ่ึงมีปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเร่ิมตน คือ 8.25 logCFU/ml 
หลังจากเก็บรักษามาเปนเวลา 6 เดือนโดยใชสูตรสําเร็จ BS+ ทัลคัม+ รําขาว (ชอทิพย,2538) เปน
สูตรเปรียบเทียบ (1.88 log CFU/g) ซ่ึงจากการทดลองพบวาสูตรสําเร็จ BS+ปลายขาว มีปริมาณการ
รอดชีวิตไมแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติกับสูตร BS+ ทัลคัม+ รําขาว คือ 1.87 logCFU/g 
รองลงมาไดแกสูตรBS+สาคูดิบ+ รําขาว, BS+ ขาวฟางนึ่ง+ รําขาว, BS+สาคูดิบ และ BS+ ขาวฟาง
นึ่ง คือ 1.77, 1.75, 1.67 และ 1.64 log CFU/g ตามลําดับซึ่งแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตาราง
ที่ 3) 
 

เปอรเซ็นตการลดลงของการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4Am 
ในสูตรสําเร็จทั้ง 6 สูตร ในการยับยั้งเชื้อ R.solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am หลังจากเก็บรักษา
เปนเวลา 6 เดอืน พบวาสูตร BS+สาคูดิบ+ รําขาว มี % การยับยั้งลดลงนอยที่สุดคือ 30% รองลงมา
ไดแก สูตรBS+ปลายขาว คือ 39% และ สูตร BS+ ทัลคัม+ รําขาว คือ 40% ซ่ึงไมแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ สวนสูตรอื่นมีการยับยั้งตามลําดับ คือ 45%, 46% และ 52% ซ่ึงแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 3) 
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การทดสอบประสิทธิภาพของสูตรสําเร็จทั้ง 6 สูตรในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
R.solanacearum สายพันธุ To-Ud3 Am หลังจากเก็บรักษาเปนเวลา 6 เดือน พบวาสูตรสําเร็จ BS+ 
ทัลคัม+ รําขาว (สูตรเปรียบเทียบ) สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อไดดทีี่สุด โดยมีความกวางของ
บริเวณยับยั้ง (clear zone) เทากับ 0.90 เซ็นติเมตร รองลงมาไดแก สูตรสําเร็จ BS+ปลายขาว มี
บริเวณยับยั้ง 0.89 เซนติเมตร ซ่ึงไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สวนสูตร BS+สาคูดิบ+ รํา
ขาว, BS+สาคูดิบ, BS+ ขาวฟางนึ่ง+ รําขาว และ BS+ ขาวฟางนึ่ง ยับยัง้นอยลงตามลําดับ คือ 0.80, 
0.70, 0.60 และ 0.58 เซ็นติเมตร ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับสูตรเปรียบเทียบ (ตารางที่ 3 
และ ภาพที่ 4) 
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ตารางที่ 3  ประชากรของแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus  subtilis สายพันธุ CH4Am ในสตูรสําเร็จชนิด
ตางๆและการยับยั้งการเจรญิเติบโตของเชื้อ Ralstonia  solanacearum สายพันธุ To-
Ud3Am (RS) โดยใชผงเชื้อสูตรสําเร็จของแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus  subtilis สายพันธุ 
CH4 Am(BS) ชนิดตางๆบนอาหาร Nutrient glucose agar ที่อุณหภูมิหอง 

 
ประชากรเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษ B. subtilis 
สายพันธุCH4Am 

log(CFU/g) 

ความกวางของบริเวณ
ยับยั้งการเจริญ (ซม.) สูตรสําเร็จ 

เดือนที่ 1 เดือนที่ 6 

% การ
ลดลงของ
ประชากร1/ 

เดือนที่ 1 เดือนที่ 6 

% การ
ลดลง
ของการ
ยับยั้ง2/ 

สูตรที่1 BS+ทัลคัม+รําขาว3/   3.05 b4/ 1.88 a 38.36 c 1.50a 0.90 a 40 c 
สูตรที่2 BS+ขาวฟางนึ่ง 2.99 c 1.64 c 45.15 a 1.21 b 0.58 e 52 a 
สูตรที่3 BS+ขาวฟางนึ่ง+รําขาว 3.04 b 1.75 b 42.43 b 1.13 b  0.60 d 46 b 
สูตรที่4 BS+สาคูดิบ 2.99 c 1.67 c 44.15 a 1.27  b 0.70 c 45 b 
สูตรที่5 BS+สาคูดิบ+รําขาว 3.06 b 1.77 b 42.15 b 1.15 b 0.80 b 30 d 
สูตรที่6 BS+ปลายขาว 3.08 a 1.87 a 39.38 bc 1.45 a 0.89 a 39 c 

 

1/  การลดลงของประชากร (%) = จํานวนประชากรเดือนที่ 1 – จํานวนประชากรเดือนที่ 6  X 100 

     จํานวนประชากรเดือนที่ 1 
2/  การลดลงของประสิทธิภาพการยับยั้ง (%) = คายับยั้งเริ่มตน – คายับยั้งเดือนสุดทาย  X 100 

                   คายับยั้งเริ่มตน 
3/  ชอทิพย (2538) เปนสูตรอาหารเปรียบเทยีบ 
4/  คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกนัในแนวตั้ง แสดงวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง  

สถิติที่ความเชื่อมั่น 95% เมื่อวิเคราะหดวยวธีิ Duncan’s New Multiple Range Test 
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ภาพที ่3  สูตรสําเร็จของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษของ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am (BS) โดย 1 = 

BS+ ทัลคัม+ รําขาว, 2 = BS+ ขาวฟางนึ่ง, 3 = BS+ ขาวฟางนึ่ง+ รําขาว, 4 = BS+สาคูดิบ, 
5 = BS+สาคูดิบ+ รําขาว และ 6 = BS+ปลายขาว 

 

3 4 

5 6 

1 2 



 

52 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4  ประสิทธิภาพของสูตรสําเร็จของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am 

หลังจากเก็บรักษา 6 เดือน ในการยับยั้งเชื้อ Ralstonia solanasearum สายพันธุ To-Ud3 Am 
โดยวิธี paper disc method บนอาหาร Nutrient glucose agar  โดย A = สูตรที่ 1 BS+ 
ทัลคัม+ รําขาว, B= สูตรที่2 BS+ ขาวฟางนึ่ง,C= สูตรที่3 BS+ ขาวฟางนึ่ง+ รําขาว, D= 
สูตรที่ 4 BS+สาคูดิบ, E= สูตรที่5 BS+สาคูดิบ+ รําขาว, F= สูตรที่6 BS+ปลายขาว และ 
W= น้ํา เปนชุดควบคุม (Control) 

 
 
 

A 

W 

W 

W 

W 

W 

W 

B 

C D 

E F 
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2.2 การศึกษาประสิทธิภาพของสูตรสําเร็จอัตราสวนผสมตางๆในการยับยั้งการเจริญของ
เชื้อ R.solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am สาเหตุโรคเหี่ยวของมะเขือเทศในหองปฏิบัติการ 
 

การทดสอบประสิทธิภาพผงเชื้อสูตรสําเร็จในหองปฏิบัติการ 
 

นําผงเชื้อสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว (ชอทิพย, 2538) ทดสอบประสิทธิภาพของ
ผงเชื้อสูตรสําเร็จในหองปฏบิัติการเปนเวลา 9 วัน พบวาในกรรมวิธีที ่7 ใสผงเชื้อ BS 3 กรัม+RS มี
จํานวนประชากรของเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am นอยทีสุ่ด คือ 6.01 logCFU/g 
รองลงมาไดแก กรรมวิธีที่ 6 ใสผงเชื้อ BS 2 กรัม+RS และกรรมวิธีที่ 5 ใสผงเชื้อ BS 1 กรัม+RS  
คือ 6.11 และ 6.63 logCFU/g สวนกรรมวธีิที่ 1 (ควบคุม) ใส RS อยางเดียว มีเชื้อปริมาณมากที่สุด
คือ 6.68 logCFU/g  ตามลําดับ ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 4) 
 

สวนปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4Am กรรมวิธีที่มีประชากร
ของเชื้อมากที่สุดคือ กรรมวิธีที่ 7 ใสผงเชื้อ BS 3 กรัม+RS คือ 6.97 logCFU/g รองลงมาไดแก
กรรมวิธี 6 ใสผงเชื้อ BS 2 กรัม+RS, กรรมวิธีที่ 4 ใสผงเชื้อ BS 3 กรัม, กรรมวิธีที่ 3 ใสผงเชื้อ BS 2 
กรัม, กรรมวิธีที่ 2 ใสผงเชื้อ BS 1 กรัม และ กรรมวิธีที่ 5 ใสผงเชื้อ BS 1 กรัม+RS คือ 6.56, 6.52, 
6.47, 6.43 และ 6.00 logCFU/g ตามลําดับ ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 4) 
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ตารางที่ 4  ประสิทธิภาพของผงเชื้อสูตรสําเร็จ Bacillus subtilis สายพนัธุ CH4Am (BS) ในการยับยัง้
เชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum  สายพันธุ To-Ud3Am (RS)ในหองปฏิบัติการเปน
เวลา 9 วัน 

 
ปริมาณเชื้อ R. solanacearum 

สายพันธุ To-Ud3Am 
(logCFU/g) 

ปริมาณเชื้อ B. subtilis สาย
พันธุ CH4Am (logCFU/g) กรรมวิธี1/ 

0 วัน 5 วัน 9 วัน 0 วัน 5 วัน 9 วัน 
1. RS(control)  4.16 a2/ 6.47  a 6.68  a ND3/ ND ND 
2. ผงเชื้อ BS 1 กรัม ND ND ND 4.20 d  5.93 cd 6.43 c 
3. ผงเชื้อ BS 2 กรัม ND ND ND 4.56 b 6.05 c 6.47 c 
4. ผงเชื้อ BS 3 กรัม ND ND ND 4.86 ab 6.10 c 6.52 b 
5. ผงเชื้อ BS 1 กรัม+RS 4.09  a 6.30  b 6.63 a 4.33  c 5.65 d 6.00 d 
6. ผงเชื้อ BS 2 กรัม+RS 3.98  b 6.16 c 6.11 b 4.60 b 6.33 b 6.56 b 
7. ผงเชื้อ BS 3 กรัม+RS 3.65 c 6.15 c 6.01 c 4.89 a 6.92 a 6.97 a 

 

1/  ผงเชื้อ BS = สูตรสําเร็จสูตรที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว (ชอทิพย, 2538) 
2/   คาเฉลี่ยปริมาณประชากรของเชื้อ Ralstonia solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am หรือเชื้อ 

Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am ที่ตามดวยอักษรเหมือนกันในแนวตัง้แสดงวาไมมคีวาม
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ความเชื่อมั่น 95% เมื่อวิเคราะหดวยวิธี Duncan’s New 
Multiple Range Test 

3/   ND = ไมไดทําการประเมิน 
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3. การทดสอบประสิทธิภาพของผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4Am และธาตุ
ซิลิคอนในสภาพโรงเรือน 
 

การควบคุมโรคเหี่ยวของมะเขือเทศจากแบคทีเรีย R.  solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am 
(RS) ในโรงเรอืนปลูกพืชทีสั่ปดาหที่ 8 หลังการทดลองพบวากรรมวิธีที่ 6 ใส RS+BS รวมกับใส
โซเดียม ซิลิเคต มะเขือเทศมเีปอรเซ็นตการรอดตายสูงสุด 88% รองลงมาคือ กรรมวิธีที่ 2 และ3 (ใส 
RS+ซาลิซิค แอซิค และ RS+โซเดียม ซิลิเคต อยางเดยีว) ที่มีเปอรเซ็นตการรอดตาย 77% กรรมวิธีที่ 
4 และ 5 (ใส RS+BS และ RS+BS+ โซเดียม ซิลิเคต) มีเปอรเซ็นตการรอดตาย 66% ขณะกรรมวิธี
เปรียบเทียบ (ใส RS + น้ํา) มีเปอรเซ็นตรอดตาย 11% (ตารางที่ 5) สวนปริมาณผลผลิตมะเขือเทศ
พบวากรรมวิธีที่ 6 (ใส RS+BS +โซเดียม ซิลิเคต) มีปริมาณผลผลิตมะเขือเทศสูงสุดคือ 240 กรัมตอ
ตน รองลงมาคือกรรมวิธีที่ 4 (ใส RS+BS) มีผลผลิต 200 กรัมตอตน กรรมวิธีที่ 5,2 และ 3 มีปริมาณ
ผลผลิต180,150 และ110 กรัมตอตนตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีเปรียบเทยีบที่มีปริมาณ
10 กรัมตอตน ซ่ึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 5) 
 

การศึกษาจํานวนประชากรของเชื้อR.  solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am จากดนิบรเิวณ
รากมะเขือเทศ โดยปลูกเชื้อมีความเขมขนเทากับ 8.87 logCFU/ml ลงดิน เมื่อนําดนิมาวิเคราะห
ปริมาณประชากรของเชื้อ RSโดยวิธี dilution plate method บนอาหาร mSM-1 ที่สัปดาหที่ 8 พบวา
กรรมวิธีที่ 1RS+น้ํา มีปริมาณเชื้อมากที่สุด 2.75 logCFU/g รองลงมา กรรมวิธี 2 (ใส RS+ซาลิซิค 
แอซิค) กรรมวิธีที่ 3 (ใส RS+โซเดียม ซิลิเคต)โดยทกุกรรมวิธีไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
คือ 2.68 และ 2.67 logCFU/g ตามลําดับ สวนกรรมวิธีที่ 4 (ใส RS+BS) กรรมวิธีที่ 5 (ใส RS+ซาลิ
ซิค แอซิค+BS) กรรมวิธีที่ 6 (RS+ใสโซเดียม ซิลิเคต+BS) มีปริมาณเชื้อ RS ต่ําสุดคือ 2.39, 2.37 
และ 2.36 logCFU/g ตามลําดับโดยไมแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 5 ) 

 
การศึกษาจํานวนประชากรของเชื้อ แบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพนัธุ CH4Am จากดิน

บริเวณรากมะเขือเทศ โดยปลูกเชื้อมีความเขมขนเทากับ 76.86 logCFU/ml ลงดิน เมื่อนําดินมา
วิเคราะหปริมาณประชากรของเชื้อ BS ในดินปลูกมะเขือเทศพันธุสีดาที่สัปดาหที่ 8 โดยวิธี dilution 
plate method บนอาหาร NGA ที่เติมสารปฏิชีวนะ amplicilin ความเขมขน 100 ppm. พบวา 
กรรมวิธีที่ 6 RS+ผงเชื้อ BS +โซเดียมซิลิเคต มีปริมาณเชื้อ BS มากที่สุด คือ 8.09 logCFU/g 
รองลงมาคือ กรรมวิธีที่ 5 RS+ผงเชื้อ BS +ซาลิซิค แอซิคและกรรมวิธีที ่4 RS+ผงเชื้อ BS คือ 8.06 
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และ 8.00 logCFU/g ตามลําดับ สวนกรรมวิธีที่ 1 RS+น้ํา (เปรียบเทยีบ),2 .RS+ซาลิซิค แอซิคและ 3 
RS+โซเดียม ซิลิเคตนั้นไมไดทําการประเมินเพราะไมไดใสเชื้อ BS (ตารางที่ 5 )  
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ตารางที่ 5  ปริมาณผลผลิตและเปอรเซ็นตการรอดตายของมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 และจํานวน
ประชากรของเชื้อ Ralstonia solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am (RS) และ Bacillus 
subtilis สายพนัธุ CH4Am (BS) ในมะเขือเทศและบริเวณรากของมะเขอืเทศหลังจากปลูก
เชื้อได 8 สัปดาหที่สถาบันเทคโนโลยีแหงเอเชีย จังหวดัปทุมธาน ี

 
ประชากรเชื้อ

R.solanacearu สาย
พันธุ To-Ud3Am 

(logCFU/g) 

ประชากรเชื้อ B. 
subtilis   สายพันธุ 
CH4Am (logCFU/g)

กรรมวิธี1/ 

สัปดาห
ที่ 1 

สัปดาห
ที่ 8 

สัปดาห
ที่ 1 

สัปดาห
ที่ 8  

% 
รอดตาย

มะเขือเทศ2/ 

ผลผลิต 3/ 
(กรัม/ตน) 

1.RS+น้ํา (เปรียบเทียบ) 5.834/a 2.75 a ND5/ ND 11 d 10 d 
2.RS+ซาลิซิค แอซิค 5.65 b 2.68 a ND ND 77 b 150 bc 
3.RS+โซเดียม ซิลิเคต 5.68 b 2.67 a ND ND 77 b 110 c 
4.RS+ผงเชื้อ BS 5.39 c 2.39 b 5.99 c 8.00 c 66 c 200 ab 
5.RS+ผงเชื้อ BS+ซาลิซิค แอซิค 5.44 c 2.37 b 6.03 b 8.06 b 66 c 180 ab 
6.RS+ผงเชื้อ BS+โซเดียมซิลิเคต 5.43 c 2.36 b 6.05 a 8.09 a 88 a 240 a 

 
1/  ซาลิซิค แอซิค = ความเขมขน 9 mM หรือ 2.66 กรัม ปริมาตร 100 มล/ตน, โซเดียมซิลิเคต = 

ความเขมขน 9 mM หรือ 0.26 กรัม ปริมาตร 100 มล/ตน, BS = ผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษของ B. 
subtilis สายพนัธุ CH4Am  สูตรที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว (ชอทิพย, 2538) จํานวน 30 กรัม/ตน, RS = 
เชื้อปริมาณเริม่ตน 8 logCFU/ml  ปริมาตร 300 มิลลิลิตร/ตน 

2/  เปอรเซ็นตการรอดตายของมะเขือเทศ     = จํานวนตนที่รอดตาย     x 100 
      จํานวนตนทดสอบทั้งหมด 
3/  ผลผลิตมะเขือเทศจากการเก็บเกีย่วครั้งเดียวหลังจากปลูกเชื้อ 8 สัปดาห, ตนมะเขอืเทศปกติให  

ผลผลิต 120 กรัม/ตน 
4/  คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกนัในแนวตั้งแสดงวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทา

สถิติที่ความเชื่อมั่น 95% เมื่อวิเคราะหดวยวธีิ Duncan’s New Multiple Range Test 

5/  ND = ไมไดนํามาทําการประเมิน   
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ภาพที ่5  ประสิทธิภาพของสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว (ชอทิพย, 2538) ในการควบคุมโรค

เหี่ยวของมะเขอืเทศสีดาทิพย 3 หลังการทดลองเปนเวลา 8 สัปดาหในโรงเรือนที่สถาบัน
เทคโนโลยีแหงเอเชีย จังหวดัปทุมธานี โดยกรรมวิธีควบคุม (ก) ตนมะเขือเทศแสดง
อาการเหี่ยวและตนมะเขือเทศที่ใชผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+ รํา
ขาว (ข) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข 
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วิจารณ 
 

การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4 ที่มีใน
หองปฏิบัติการแบคทีเรีย ภาควิชาโรคพืช ในการยับยั้งเชือ้ Ralstonia. solanacearum สายพันธุ To-
Ud3Am โดยวิธี paprer disc diffusion บนอาหาร Nutrient glucose agar (NGA) พบวาเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4 ยังคงมปีระสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ R. 
solanacearum  สายพันธุ To-Ud3Am และจากนั้นก็นําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ 
CH4 มาติดฉลากดวย amplicilin ความเขมขน 100 ppm หลังจากติดฉลากก็นํามาทดสอบประสิทธิ 
ภาพในการยับยั้งเชื้อ R. solanacearum  สายพันธุ To-Ud3Am อีกครั้งซึ่งพบวาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
ยังคงมีประสิทธิภาพเหมือนกับที่ยังไมตดิฉลากและลักษณะของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่เจริญบน
อาหาร NGA กอนและหลังติดฉลากยังมีลักษณะเหมือนเดิม (ไมไดแสดงขอมูล) และหลังจากติด
ฉลากเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4Am เปนเวลา 3 ป ยังพบวาเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษยังมีประสิทธิ ภาพในการยับยั้งเชือ้เชื้อ R. solanacearum  สายพันธุ To-Ud3Am เหมือนเดิม 
(ไมไดแสดงขอมูล)  

 
การตรวจหาปริมาณของเชื้อแบคทีเรียเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am ที่นํา

กลับคืนมา (recovery) หลังจากใสในดินและน้ํา พบวาจากปริมาณเชื้อเร่ิมตนคือ 8.74 logCFU/ml 
เมื่อใสเชื้อลงไปในน้ําและดนิที่อยูในหลอดทดลองขนาด 9 มิลลิลิตร พบวาเชื้อมีปริมาณลดลงโดย
ในน้ํามีปริมาณเชื้อ 6.61 logCFU/ml  สวนในดินมีปริมาณเชื้อ 6.57 logCFU/g ซ่ึงในดินจะมีปริมาณ
การนํากลับคนืมาของเชื้อไดนอยกวาในน้ํา เชนเดยีวกนักับเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สาย
พันธุ CH4Am พบวาจากปริมาณเชื้อเร่ิมตนคือ 8.90 logCFU/ml เมื่อเตมิลงไปในน้ําและดิน เชื้อมี
ปริมาณลดลงโดยในน้ํา มีปริมาณเชื้อ 5.38 logCFU/ml สวนในดิน มีปริมาณเชื้อ 4.91 logCFU/g 
แสดงวาเชื้อแบคทีเรียถูกดูดซับไวในดินไดมากกวาในน้าํ สําหรับเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum มี
บางชวงของการเจริญที่ไมสามารถนํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อได (Viable But Nonculturable 
State, VBNC) ซ่ึง Brian and Steck (2001)  พบวาในเมล็ดมะเขือเทศที่มีเชื้อแบคทีเรียเขาทําลายอยู 
แตเมื่อนํามาเมล็ดมะเขือเทศไปปลูกในดินที่ปลอดเชื้อและนํามาตรวจสอบหาปริมาณเชื้อแบคทีเรีย 
R. solanacearum ซ่ึงไมพบการเจริญของเชื้อในอาหารเลีย้งเชื้อ ดังนั้นทําการทดลองในโรงเรือน
ปลูกพืชหรือในแปลงปลูกพชื เมื่อใสเชื้อแบคทีเรียลงไปในดินและนํากลับมาตรวจนับหาจํานวน
ประชากรจะไดจํานวนประชากรเชื้อนอยลงกวาเดิมก็อาจเปนไปได หรือเมื่อสุมตรวจแปลงปลูก
กอนการทดลองหรือแปลงของเกษตรกร ถาตรวจแลวไมพบเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum เปนไป
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ไดวาอาจจะมเีชื้อ R. solanacearum อยูในแปลงแตเชื้ออยูในระยะ VBNC ดังนั้นอาจจาํเปนตองทํา 
bioassay โดยการปลูกพืชอาศัยของเชื้อลงไปในดนิเพื่อทดสอบการเกดิโรคกอนปลูกพืชจริงในดนิ
แปลงนั้น 
 

การศึกษาการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งหมด 10 สูตร ที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 72 ช่ัวโมง มีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 0.2 O.D. ที่ชวงคลื่นแสง 600 นาโนเมตร ( 8 
logCFU/ml) โดยใชอาหาร MY ซ่ึงเปนอาหารสูตรที่ใชเล้ียงเชื้อแบคทเีรีย B. subtilis ที่มีประสิทธิ 
ภาพดใีชเปนสตูรเปรียบเทียบ (ชอทิพย, 2538) พบวาอาหารสูตรกากน้าํตาล 1%+เปปโตน 0.5% มี
ปริมาณเชื้อมากที่สุดคือ 13.39 logCFU/ml  รองลงมาไดแกอาหารสูตรน้าํมะพราว1%+เปป โตน
0.5% (13.35 logCFU/ml), น้าํแปงขาวจาว 1%+เปปโตน 0.5% (13.27 logCFU/ml), กากน้ําตาล 1% 
(13.17 logCFU/ml) และ MY (13.16 logCFU/ml) ตามลําดับ ซ่ึงมีอาหารทั้งหมด 4 สูตรที่มีปริมาณ
ประชากรมากกวาอาหารเปรยีบเทียบ (MY) อาจเนื่องมาจากในกากน้ําตาลและน้ํามะพราวมีธาตุ
อาหารสูง เพียงพอตอความตองการของแบคทีเรียในการใชเปนแหลงคารบอนและใชเปปโตนเปน
แหลงไนโตรเจน อีกทั้งเปปโตนเปนสารอาหารสังเคราะหที่แบคทีเรียสามารถนําไปใชในการเจรญิ 
เติบโตไดทันที และDhampuse (2003) กลาววาในกากน้าํตาลมีธาตุอาหารสูง เชน แคลเซียม, เหล็ก
และฟอสฟอรสั สวน Ohler (1999) พบวา B. subtilis สามารถเจริญไดเร็วในอาหารที่มีสวน 
ประกอบของน้ํามะพราว เพราะวาในน้ํามะพราวมีคารโบไฮเดตรและธาตุอาหารสูงซึ่งสอดคลองกับ
การทดลองของ Amaram (2006) พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis ที่มีน้ํามะพราว
เปนสวนประกอบมีจํานวนประชากรของเชื้อแบคทีเรียมากกวาอาหารที่ไมมีน้ํามะพราวเปนสวน 
ประกอบ โดยหลังเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียเปนเวลา 12 ช่ัวโมง พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวยน้ํา
มะพราวผสมกับแปงขาวโพด 1% มีจํานวนประชากรของเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis เทากับ 50 x107 
CFU/ml และสูตรอาหารที่ประกอบดวยน้ํามะพราวผสมกับกากน้ําตาลมีจํานวนประชากร 45x107 
CFU/ml  แตการทดลองอาหารเลี้ยงเชื้อของชอทิพย (2538) พบวาอาหาร MY เปนอาหารที่เหมาะ 
สมที่สุดในการเพิ่มปริมาณเซลลของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus spp. เนื่องจากใหจํานวนเซลล
ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ NK-T03 และ CH6 ในปริมาณสูงสุดเมื่อเปรียบเทยีบกับอาหาร 
NGB  เชนเดียวกับสุพจน (2545) ที่พบวาอาหาร LB ใหอัตราการเจริญของเชื้อ B. firmus สายพันธุ 
KPS 44 และ 46 ไดดีกวาอาหาร MY ซ่ึงแสดงใหเห็นวาถึงแมจะเปนเชือ้แบคทีเรียสกลุเดียวกันแต
สายพันธุตางกนั ความสามารถในการเจรญิในอาหารชนิดเดยีวกันก็แตกตางกันและในการศึกษา
คร้ังนี้สวนประกอบในอาหารที่ตองการศึกษาแตละสูตรนั้นเปนสวนประกอบที่หางายและเพื่อ
ศึกษาสูตรอาหารที่สามารถทดแทนสูตรอาหารเดิมที่ใชอยู (MY) เพื่อลดตนทุนในการผลิตสูตร
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สําเร็จเพื่อแจกใหเกษตรกร นอกจากนี้ในระดับหองปฏบิัติการนั้นมีอาหารใหเลือกใชหลายชนิดที่
สามารถนํามาทดแทนอาหาร MY ได เชน อาหารสูตรกากน้ําตาล 1%+เปปโตน 0.5% , น้ํามะพราว 
1%+เปปโตน 0.5%, น้ําแปงขาวจาว 1%+เปปโตน 0.5% และกากน้ําตาล 1%  แตควรทําการศึกษา
เปรียบเทียบกากน้ําตาลจากแหลงตางๆ น้าํมะพราวแตละพันธุหรือชวงอายุของมะพราววามีความ
แตกตางกันตอการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษหรือไม สวนเกษตรกรหรือชาวบานทั่วไปนัน้
สามารถนาํสูตรกากน้ําตาล 1% ไปใชในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษได โดยใหปริมาณเชื้อไม
แตกตางจากการใชอาหาร MY หรือการใชน้ํามะพราว 1%+น้ําแปงขาวจาว 1%, กากน้ําตาล 1%+น้ํา
แปงขาวจาว 1%, กากน้ําตาล 1%+น้ํามะพราว 1%, น้ําแปงขาวจาว 1% และน้ํามะพราว 1% ก็
สามารถทดแทนไดถึงแมวาจํานวนประชากรนอยกวาอาหาร MY แตเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษก็
สามารถที่จะเจริญเติบโตไดเชนเดยีวกัน แตในการทดลองครั้งนี้เลือกอาหาร MY ใชเล้ียงเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4Am ก็เพราะตองการใหไดมาตรฐาน อยางไรก็ตาม
สําหรับผูที่สนใจที่จะศึกษาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อตอ ควรมีการศึกษากากน้าํตาลจากแหลงตางๆ ศึกษา
พันธุและอายขุองมะพราวรวมทั้งแปงขาวจาวพนัธุตางๆหรือจากบริษทัที่ผลิตตางกัน เพื่อเปรียบ 
เทียบผลที่มีตอการเพาะเลีย้งเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษและประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อโรคหรือไมตอไป  

 
เปอรเซ็นตการเพิ่มประชากรของเชื้อ B. subtilis สายพันธุ CH4Am ในอาหารที่ศึกษาจาํนวน 

10 สูตร พบวา อาหารสูตรน้ํามะพราว 1%+เปปโตน 0.5% มีการเพิ่มของจํานวนประชากรของเชื้อ 
B. subtilis สายพันธุ CH4Am  มากที่สุดคือ 61.87% รองลงมาไดแก น้ํามะพราว 1% (60.80%), 
กากน้ําตาล 1%+เปปโตน 0.5% (60.71%), กากน้ําตาล 1% (60.51%), MY (60.48%) ตามลําดับ ซ่ึง
อาหารที่มีจํานวนประชากรสูงสุดคือสูตรกากน้ําตาล 1% + เปปโตน 0.5% (13.39 logCFU/ml) แต
เปอรเซ็นตการเพิ่มประชากรไมไดสูงสุด ขณะที่อาหารสูตรน้ํามะพราว 1% ที่มีจํานวนประชากรต่าํ 
(12.86 logCFU/ml) แตมีเปอรเซ็นตการเพิ่มประชากรสูง (60.80%) เปนอันดับที่ 2 รองจากอาหาร
สูตรน้ํามะพราว 1%+เปปโตน 0.5% สวนอาหาร MY และกากน้ําตาล 1% ถึงแมจะมีจาํนวน
ประชากรมากกวาอาหารสูตรน้ํามะพราว 1% แตเปอรเซน็ตการเพิ่มประชากรต่ํากวา ดังนั้นอาหารที่
ใหเปอรเซ็นตการเพิ่มของประชากรสูงจึงนาสนใจทีจ่ะนําไปศึกษาตอไป เชน อาหารสูตรน้ํา
มะพราว1%+เปปโตน0.5% สําหรับระดับหองปฏิบัติการ  ควรศึกษาถงึอายุและพนัธุของมะพราวถึง
ผลที่มีตอการเพิ่มจํานวนประชากรวาแตกตางกันหรือไมอยางไร และอาหารสูตรน้ํามะพราว 1% 
เหมาะสําหรับเกษตรกรหรือประชาชนทั่วไปที่ตองการลดตนทุนในการผลิตแตยังคงประสิทธภิาพ
ใกลเคียงกับอาหาร MY ซ่ึงมีราคาแพง  



 

62 

การทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษชนิดตางๆในการผลิตสาร
เมตาโบไลท หลังจากเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเปนเวลา 72 ช่ัวโมง แลวนําไปปนตกตะกอนเพื่อ
แยกเซลลของแบคทีเรียออกและฆาเซลลที่เหลือดวยคลอโรฟอรม แลวนําสารกรองมาทดสอบ
ประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย R.solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am โดยวิธี paper disc 
diffusion พบวาในอาหารสูตรน้ํามะพราว1%+น้ําแปงขาวจาว 1%ใหความกวางของบริเวณยับยั้ง 
(clear zone) มากที่สุดคือ 0.82 ซม รองลงมาไดแก สูตรกากน้ําตาล1% (0.80 ซม), น้ําแปงขาวจาว
1%+เปปโตน0.5% (0.79), MY (0.78 ซม) และกากน้ําตาล1%+น้ํามะพราว1% (0.77 ซม) ในขณะที่
สุพจน (2545) พบวาอาหาร MY สามารถกระตุนใหเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. firmus สายพันธุ KPS 
44 และ 46 สรางสาร secondary metabolite ออกมาไดรวดเร็วและมีปริมาณที่สูงกวาการเลี้ยงใน
อาหาร NGB ที่เวลา 96 ช่ัวโมง และประจวบ (2548) พบวาอาหาร NBG ที่ใชเล้ียงแบคทีเรียปฏิปกษ
จํานวน 4 สายพันธุไดแก Pseudomonas fluorescens สายพันธุ NA 1 และ SU1 และ  B. subtilis สาย
พันธุ CH4 และ CH6 นั้นในแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ CH4 ใหความกวางของบริเวณยับยั้งเชื้อ 
R.solanacearum มากที่สุดที่เวลา 72 ช่ัวโมง  แตการทดลองนี้พบวามีสูตรอาหารที่มีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งเชือ้แบคทีเรีย R.solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am ที่ดี 4 อันดับเมื่อเปรียบเทียบกับ
สูตร MY ดังนัน้จึงสามารถใชอาหารทั้ง 4 สูตรทดแทนการใชอาหาร MY ได แตถาคํานึงถึงจํานวน
ประชากรของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษนั้นอาหารสูตรน้ําแปงขาวจาว1%+เปปโตน0.5% และกากน้ํา 
ตาล1% เปนสูตรที่ใหจํานวนประชากรและประสิทธิภาพในการยับยั้งที่ดีโดยเฉพาะกากน้ําตาล 1% 
ที่เกษตรกรหรือบุคคลทั่วไปหาซื้อไดงายรวมทั้งมีราคาถูกกวามากเมื่อเทียบกับอาหาร MY สวน
อาหารสูตรน้ําแปงขาวจาว1%+เปปโตน0.5% เปนสูตรทีน่าสนใจในระดับหองปฏิบัตกิารแตควรมี
การศึกษาถึงแหลงที่มาที่แตกตางกันของแปงขาวจาวในเรื่องของพันธุขาวและบริษทัที่ผลิตวามีผล
ในการยับยั้งเชือ้ R.solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am แตกตางกันหรือไมอยางไร ดังนัน้การเลือก
อาหารที่ใชในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจะเปรียบเทียบในสวนของการเพิ่มปริมาณใหมากอยาง
เดียวไมไดตองเปรียบเทียบทั้งการเจริญเตบิโตของประชากรเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ เปอรเซ็นตการ
เพิ่มของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ ประสิทธิภาพในการยับยัง้เชื้อสาเหตุโรคพืชในอาหารแตละสูตร เพือ่
คัดเลือกอาหารสูตรใหมที่มีประสิทธิภาพใกลเคียงกับอาหารสูตรเดิม (MY)  

 
จากการทดลองการศึกษาความมีชีวิตรอดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพนัธุ 

CH4Am ในสูตรสําเร็จชนิดตางๆ หลังจากเก็บรักษามาเปนเวลา 6 เดือนโดยใชสูตรสําเร็จที่ 1 BS+
ทัลคัม+รําขาว (ชอทิพย,2538) เปนสูตรเปรียบเทียบมีปริมาณการรอดชวีิต 0.90 logCFU/g  
รองลงมาไดแกสูตรสําเร็จที่ 6 BS+ปลายขาว มีปริมาณการรอดชีวิต 0.89 logCFU/g  ซ่ึงผลการ
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ทดลองสอดคลองกับชอทิพย (2538) ที่ศึกษาการผลิตสวนผสมของเชื้อแบคทีเรียแอนทาโกนิสตใน
รูปผง พบวาเชือ้ Bacillus spp. สายพันธุ NK-TO3 และสายพันธุ CH6 สามารถปรับตัวไดดีใน
สวนผสมผงเชื้อที่ไดอะตอมไมทเปนสารพา สวนเชื้อ fluorescent pseudumonads สายพันธุ F2 
ปรับตัวไดดีทีสุ่ดในสวนผสมผงเชื้อที่ใชทัลคัมเปนสารพาและพบวาเมือ่ผสมรําขาวเขาไปจะชวย
สงเสริมใหมีปริมาณของเชื้อแบคทีเรียแอนทาโกนิสตทั้ง 3 สายพันธุเพิม่ขึ้นสูงสุดโดยอัตราสวนใน
การผสมคือ เช้ือ:รําขาว:สารพา เทากับ 1:2:2 (โดยน้ําหนกั) และสอดคลองกับประจวบ (2548) 
ศึกษาประสิทธิภาพของสารตัวพาในสวนผสมของผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจํานวน 22 ตัวพาใน
แบคทีเรียปฏิปกษ 4 สายพันธุคือ Pseudomonas fluorescens สายพันธุ NA 1และ SU1 และ  B. 
subtilis สายพนัธุCH4 และCH6 และการเกบ็รักษาที่อุณหภูมิหองและในตูเยน็ ซ่ึงพบวาการเก็บที่
อุณหภูมิหองจาํนวนประชากรเชื้อแบคทีเรียลดลงอยางรวดเรว็ หลังจากการเก็บผงเชื้อเปนเวลา 1 ป 
สารตัวพาที่มีลําดับการมีชีวิตรอดทั้งในสภาพการเก็บในอณุหภูมิหองและในตูเยน็สูงสุดคือ สารตัว
พาทัลคัม รองลงมาไดแก สารตัวพาไดอะตอมไมท  สวน Juliano and Bechtel (1985) รายงานวาใน
เมล็ดขาวมีธาตุอาหารตางๆมากมายซึ่งเปนแหลงคารบอนไดดี เชน คารโบไฮเดรต, โปรตีน, 
แคลเซียม, ธาตุเหล็ก, แมกนเีซียม, สังกะสี, ไทมีน บ1ี (Thiamine, B1), ไรโบฟลาวิน บี 2 
(Rhiboflavin, B2) และอะไมโลส (Amylose) เปนตน  Amran (2006) พบวาในสูตรสําเร็จของ B. 
subtilis ที่มีแปงที่ทํามาจากขาวมีจํานวนประชากรของเชือ้ B. subtilis มากกวาใชแปงมันสําปะหลัง 
และแปงขาวโพดแตนอยกวาที่ใช Talc แตเนื่องจากในประเทศไทยเปนประเทศที่มกีารปลูกขาวเปน
พื้นที่มาก หลากหลายพนัธุจงึควรศึกษาเปรียบเทียบพนัธุขาวแตละพนัธุและเปรียบเทียบระหวาง 
การใชแปงที่ทาํมาจากขาว เชน แปงขาวจาว แปงขาวเหนยีว เปรียบเทยีบกับขาวที่ยงัไมผานการแปร
รูป แตเมื่อเปรยีบเทียบทางดานตนทุนการผลิตของสูตรสําเร็จระหวางสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รํา
ขาว และสูตรสําเร็จที่ 6 BS+ปลายขาว ในสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว มีตนทุนการผลิตต่ํากวา
ซ่ึง ทัลคัม ราคากิโลกรัมละ 7.2 บาท (รานเรซิ่นพลัส นนทบรีุ) และรําขาวราคากิโลกรัมละ 9 บาท 
(กระทรวงพาณิชย) สวนปลายขาวราคากิโลกรัมละ 25-30 บาท (รานอาลี่ในตลาดสดอมรพันธ 
บางเขน) ดังนัน้เมื่อเปรียบเทยีบกันแลวสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว มีราคาถูกกวาสูตรสําเร็จที่ 
6 BS+ปลายขาว ประมาณ 9-14 บาท จึงเลือกสูตรสําเร็จที่1 BS+ทัลคัม+รําขาว มาใชในทดลองใน
โรงเรือน สวนสูตรสําเร็จที่ 6 BS+ปลายขาว เหมาะกับชวงที่ขาวในประเทศมีราคาตกต่ําเพื่อลด
ตนทุนการผลิตลง  

 
การหาเปอรเซน็ตการลดลงของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพนัธุ CH4Am ในสูตร

สําเร็จทั้ง 6 สูตร หลังจากเกบ็รักษาเปนเวลา 6 เดือน พบวาสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ ทัลคัม+ รําขาว มี
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เปอรเซ็นตการลดลงของจํานวนประชากรเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษนอยทีสุ่ด คือ 38.36% รองลงมา
ไดแกสูตรสําเร็จที่ 6 BS+ปลายขาว 39.38%  ซ่ึงสอดคลองกับ ชอทิพย (2538) ที่พบวาการใชรําขาว
เปนสวนประกอบของสูตรสําเร็จนั้นทําใหเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH6 อยูรอด
ไดนานขึน้ และ Juliano and Bechtel (1985) รายงานวาในเมล็ดขาวมีธาตุอาหารตางๆ มากมายซึ่ง
เปนแหลงคารบอนไดดี เชน คารโบไฮเดรต, โปรตนี, แคลเซียม, ธาตุเหล็ก, แมกนเีซียม, สังกะสี, 
ไทมีน บ1ี (Thiamine, B1), ไรโบฟลาวิน บี 2 (Rhiboflavin, B2) และอะไมโลส (Amylose) เปนตน 
ซ่ึงในสูตรสําเร็จ BS+ปลายขาว เปนสูตรที่นาสนใจซึ่งตองนําไปศึกษาเปรียบเทยีบถึงพันธุขาวแต
ละชนิดถึงการอยูรอดของเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษ เพื่อศกึษาวาขาวพนัธุไหนที่จะใหเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษอยูรอดไดนานขึ้นและยังคงประสทิธิภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทเีรีย R.solanacearum สาย
พันธุ To-Ud3Am หรือสายพนัธุอ่ืนๆ 

 
การทดสอบประสิทธิภาพของสูตรสําเร็จทั้ง 6 สูตรในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 

R.solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am หลังจากเก็บรักษาเปนเวลา 6 เดือน พบวาสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ 
ทัลคัม+ รําขาว สามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อไดดีที่สุด โดยมีความกวางบริเวณยับยัง้ (clear zone) 
เทากับ 0.90 ซม รองลงมาไดแก สูตรสําเร็จที่ 6 BS+ปลายขาว (0.89 ซม) และสูตรสําเร็จที่ 5 BS+
สาคูดิบ+ รําขาว (0.80 ซม)  ซ่ึงสัมพันธกับการมีชีวิตรอดของเชื้อในสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รํา
ขาว  โดยมีปริมาณประชากรของเชื้อรอดชีวิตมากที่สุดและมีเปอรเซ็นตการลดลงของประชากร
นอยที่สุด เชนเดียวกับสูตรสําเร็จที่ 6 BS+ปลายขาว ที่มคีวามกวางบริเวณยับยั้งและเปอรเซ็นตการ
ลดลงของจํานวนประชากรและยังมีเปอรเซน็ตการลดลงของการยับยั้งไมตางกัน ดังนัน้สูตรสําเร็จที่ 
6 BS+ปลายขาว จึงเปนสูตรที่สามารถทดแทนสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว ที่เปนสูตรของชอ
ทิพย (2538) ที่พัฒนาขึ้นมา 
 

เปอรเซ็นตการลดลงของการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4Am ใน
สูตรสําเร็จทั้ง 6 สูตร ในการยับยั้งเชื้อ R.solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am  หลังจากเก็บรักษาเปน
เวลา 6 เดือน  พบวาสูตรสําเร็จที่ 5 BS+สาคูดิบ+ รําขาว  มีเปอรเซ็นตการยับยั้งลดลงนอยที่สุดคือ 
30% รองลงมาไดแก สูตรสําเร็จที่ 6 BS+ปลายขาว (39%) และสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ ทัลคัม+ รําขาว 
(40%) ถึงแมสูตรสําเร็จที่ 5 BS+สาคูดิบ+ รําขาว มีเปอรเซ็นตการลดลงของเชื้อแบคทีเรียมากถึง 
42.15% แตมีเปอรเซ็นตการลดลงของการยับยั้งนอยที่สุด ในขณะที่สูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รํา
ขาว และสูตรสําเร็จที่ 6 BS+ปลายขาว มีเปอรเซ็นตการลดลงของเชื้อแบคทีเรียต่ําทีสุ่ดแตมี
เปอรเซ็นตการลดลงของการยับยั้งนอยกวาสูตรสําเร็จที่ 5 BS+สาคูดิบ+ รําขาว  แตในสูตรสําเร็จที่ 
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2 BS+ขาวฟางนึ่ง สูตรสําเร็จที่ 3 BS+ขาวฟางนึ่ง+รําขาว และสูตรสําเร็จที่ 4 BS+สาคูดิบ 
เปอรเซ็นตการลดลงของประชากรและเปอรเซ็นตการลดลงของการยบัยั้งสัมพันธกนัโดยมี
เปอรเซ็นตการลดลงของประชากรมาก เปอรเซ็นตการลดลงของการยบัยั้งก็ลดลงมากเชนกนั และ
ในสูตรสําเร็จที่มีรําขาวเปนประกอบใหเปอรเซ็นตการลดลงของการยบัยั้งนอยกวาสตูรสําเร็จที่
ไมไดผสมรําขาว เชนเดียวกบัการอยูรอดของจํานวนประชากร สูตรสําเร็จที่ผสมรําขาวนั้นมี
เปอรเซ็นตการลดลงของประชากรนอยกวาที่ไมไดผสม ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของชอทิพย 
(2538) พบวาการใชรําขาวเปนสวนประกอบของสูตรสําเร็จนั้นทําใหเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. 
subtilis สายพนัธุ CH6 อยูรอดไดนานขึ้นดังนั้นควรจะมีการศึกษาสูตรสําเร็จที่ 6 BS+ปลายขาว ที่
ผสมรําขาว ซ่ึงอาจใหประสิทธิภาพดีกวาสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว ก็อาจเปนไปได
เนื่องจากวาสตูรสําเร็จที่ 6 BS+ปลายขาว ที่ยังไมไดผสมรําขาวมีประสิทธิภาพไมแตกตางกับสูตร
สําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว ทั้งในสวนของจํานวนประชากรที่อยูรอด เปอรเซ็นตการลดลงของ
จํานวนประชากร ความกวางของบริเวณยับยั้งการเจริญและเปอรเซ็นตการลดลงของการยับยั้ง  

 
จากการทดสอบประสิทธิภาพของผงเชื้อสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว ของชอทิพย 

(2538) ซ่ึงเปนสูตรที่มีจํานวนประชากรทีอ่ยูรอดสูงสุดและความกวางของบริเวณยบัยั้งการเจริญ
สูงสุด และมีเปอรเซ็นตการลดลงของจํานวนประชากร  เปอรเซ็นตลดลงของการยับยั้งนั้นมี
ประสิทธิภาพดี มาทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมจํานวนประชากรของเชื้อแบคทีเรีย R. 
solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am หองปฏิบัติการเปนเวลา 9 วัน พบวาในกรรมวิธีที่ 7 ใสผงเชื้อ 
BS 3 กรัม+RS มีจํานวนประชากรของเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am นอยที่สุด คือ 6.01 
logCFU/g รองลงมาไดแก กรรมวิธีที่ 6 ใสผงเชื้อ BS 2 กรัม+RS (6.11 logCFU/g)  ซ่ึงกรรมวิธีที่ 1 
(ควบคุม) ใส RS อยางเดียว มีเชื้อปริมาณมากที่สุดคือ 6.68 logCFU/g  แสดงวาถามีเชื้อ R. 
solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am   ในดินอยางเดยีวเชื้อจะมีจํานวนเพิม่ขึ้นและเมื่อเติมผงเชื้อ BS 
ลงไปเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am  จะมีจํานวนลดลงและจะลดลงมากยิ่งขึ้นถามีการ
เติมเชื้อ BS เพิม่ขึ้น ดังนั้นเมือ่ตองการควบคุมเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am   ในดนิ
จําเปนตองหาอัตราสวนทั้งในหองปฏิบัติการและในแปลงเกษตรกร ซ่ึงอัตราสวนที่เหมาะสมใน
หอง ปฏิบัติการคือ  การใชผงเชื้อสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว จํานวน 3 กรัม  โดยเชื้อ R. 
solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am  มีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 8 logCFU/ml  สวนสูตรสําเร็จสูตรอื่น
ไมไดทําการทดลอง ควรจะมีการทดลองประสิทธิภาพการควบคุมเชือ้ R. solanacearum สายพันธุ 
To-Ud3Am  ในหองปฏิบัติการกอนที่จะนําไปทดสอบในระดับโรงเรือน โดยเฉพาะสูตรสําเร็จที่ 6 
BS+ปลายขาว ที่มีประสิทธิภาพใกลเคียงกับสูตรสําเร็จที่ 1 BS+ทัลคัม+รําขาว   
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การศึกษาการควบคุมโรคเหีย่วของมะเขือเทศที่มีสาเหตุจากเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ 
To-Ud3Am ดวยแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4Am  พบวาผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. 
subtilis  สายพนัธุ CH4Am เมื่อใชรวมกับโซเดียมซิลิเคต โดยการฉีดพนทางใบของตนมะเขือเทศ
สามารถยับยั้งโรคเหี่ยวของมะเขือเทศไดดีและมีปริมาณผลผลิตสูง โดยทําใหมีปริมาณเชื้อสาเหตุ
โรค R. solanacearum สายพนัธุ To-Ud3Am  ในดินลดลงเหลือปริมาณนอยที่สุด คือ 2.36 log CFU/g  
ในการใชซิลิคอนในรูปแบบตางกัน คือ ในรูปของซาลิซิค แอซิค ใหผลแตกตางกนั อาจจะเปน
เพราะวาการฉดีพนทางใบของตนมะเขือเทศสามารถนําไปใชไดเร็วกวาอีกทั้งซาลิซิค แอซิคเปนผง
เมื่อนํามาละลายน้ํากอนใช มีความสามารถในการละลายน้ําไดนอยโดยจะคอยๆละลายออกมา 
ดังนั้นการใชราดโคนตนมะเขือเทศนั้น ซาลิซิค แอซิคจะใชเวลามากในการละลายออกมา จึงอาจจะ
ไมเพียงพอตอความตองการของมะเขือเทศที่จะนําไปใชในการเพิ่มความแข็งแรงหรอืกระตุนความ
ตานทานโรคได  ทุกกรรมวิธีของการทดลองที่มีการใสซิลิคอนทั้งในรูปของซาลิซิค แอซิคและ
โซเดียม ซิลิเคตหรือผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4Am ในครั้งนี้ใหผลผลิต
มะเขือเทศมากขึ้นเมื่อเทยีบกับกรรมวิธีควบคุม (น้ํา)  เพราะวาซิลิคอนชวยกระตุนใหมะเขือเทศ
ตานทานตอเชือ้โรคเหี่ยวของมะเขือเทศ ซ่ึงสอดคลองกับ Dannon and Wydra (2004)  รายงานวา
ธาตุซิลิคอนสามารถกระตุนใหมะเขือเทศมีความตานทานตอเชื้อ R. solanacearum  โดยทําใหเกดิ
โรคเหี่ยวชาลงเปนเวลา 13 วนัหลังปลูกเชือ้  สําหรับการใชผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สาย
พันธุ CH4Am  นั้นสามารถลดจํานวนเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am   จากการศึกษาของ
อุรัจฉทา (2535) พบวา เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4 สามารถยับยั้งการเจริญของ
เชื้อสาเหตุโรคพืชไดหลายชนิดที่ทําการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NGA เชน Pseudomonas 
solanacearum (R. solanacearum ), Agrobacterium tumefaciens และ Xanthomonas camprestris pv 
camprestris เปนตน และประจวบ (2547) พบวาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4 
สามรถยับยั้งการเจริญของเชื้อ R. solanacearum ได โดยกลไกการสรางสารปฏิชีวนะมายับยั้งเชื้อ
โรค การเจริญครอบครองรากพืชและสงเสริมการเจริญเตบิโตของกลามะเขือเทศได  นอกจากนี้
เสาวรส (2549) พบวา การพนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4 ลงในวัสดุปลูกที่มี
เชื้อโรคอัตรา 20 มิลลิลิตร/กระถาง หลังยายกลาปลูก 3 วัน มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเหี่ยว
ของมะเขือเทศที่เกิดจากเชื้อ R. solanacearum ไดดีที่สุด โดยมีเปอรเซน็ตตนรอดตายถึง 68.75-
81.25 เปอรเซ็นต  ดังนัน้ในกรรมวิธีที่ใสผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ CH4Am  ทํา
ใหตนมะเขือเทศรอดตายและมีผลผลิตมากกวากรรมวิธีควบคุม (น้ํา) และเมื่อมีการใชเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษรวมกบัซิลิคอน จะสงเสริมใหตนมะเขือเทศตานทานตอเชื้อโรคเหี่ยวและลดจํานวน
ประชากรของเชื้อโรคเหี่ยวได  ทําใหมะเขอืเทศมีตนรอดตายสูงและใหผลผลิตตอตนมาก
โดยเฉพาะกรรมวิธีที่ใชซิลิคอนในรูปของโซเดียม ซิลิเคต รวมกับการใชผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ วาสนา (2548) ที่มีการใชธาตซิุลิคอนรวมกับการใชเชื้อราปฏิปกษ 
Trichoderma spp.ในการควบคุมโรคเนาระดับดนิและโรครากเนาของมะเขือเทศจากเชื้อรา Pythium 
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aphanidermatum พบวาการใชซิลิคอนผสมในวัสดุปลูก 1 กรัม/วัสดุปลูก (พีท) 1 กิโลกรัม กรรมวิธี
ที่ใชเชื้อราปฏิปกษรวมกับซิลิคอนชวยใหตนมะเขือเทศมีความสูงมากกวากรรมวิธีควบคุมและราก
ของมะเขือเทศมีความสมบูรณและมีรากจาํนวนมากกวากรรมวิธีควบคมุแตไมมีผลตอการการเพิ่ม
หรือลดปริมาณเชื้อรา P. aphanidermatum และพบวาทีใ่ชเชื้อรา T.harzianum,T. virens หรือ
สารเคมีเมทาแลกซิล ชวยใหมีตนรอดตายสูงกวากรรมวธีิที่ปลูกเชื้อรา  P. aphanidermatum เมื่อใช
รวมกับซิลิคอนอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ และการศึกษาของ Woolley (1957) เมื่อเติมซิลิคอนที่
ความเขมขน 3 ไมโครโมลในรูปของ K2SiO3  ตอลิตร ในสารละลายที่ใชปลูกมะเขือเทศ โดยไมมี
ผลตอการเพิ่มขึ้นของผลผลิต ซ่ึงแตกตางจากผลการวิจยัคร้ังนี้ที่พบวาการใชธาตุซิลิคอนในรูปของ
โซเดียมซิลิเคตรวมกับการใชผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพนัธุ CH4Am นั้นมีผลตอการ
เพิ่มผลผลิต,จํานวนตนที่รอดตายของมะเขอืเทศโดยตรงและการลดปรมิาณประชากรของเชื้อ
แบคทีเรีย R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3 Am ซ่ึงการทดลองครั้งนี้พบวาธาตุซิลิคอนไมไดยับยั้ง
เชื้อ R. solanacearum สายพนัธุ To-Ud3 Am บนอาหารเลี้ยงเชื้อ แตจะไปกระตุนใหมะเขือเทศเกิด
ความตานทานโรค สอดคลองกับ Fawe et al. (1998)  ศึกษาผลของซิลิคอนที่ชวยในการสะสมสาร 
flavanoid phytoalexin ในแตง ซ่ึงสารนี้ชวยเพิ่มความตานทานตอโรคราน้ําคางของแตงได และ 
Diogo and Wydra (2007)  พบวาซิลิคอนชวยเพิ่มความตานทานใหมะเขือเทศตอเชือ้ R. 
solanacearum โดยมีผลตอการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของ pectic polysaccharide ภายในทอลําเล้ียง
น้ําของตนมะเขือเทศ และในตนมะเขือเทศที่มีการใสซิลิคอนจะสามารถตานทานตอเชื้อเชื้อ R. 
solanacearum ไดดีกวาตนมะเขือเทศที่ไมไดใสซิลิคอน ซ่ึงการศึกษานีแ้สดงใหเห็นเปนครั้งแรกวา
การใชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ CH4Am รวมกับการใชซิลิคอนในรูปโซเดียม       
ซิลิเคต ชวยใหมะเขือเทศรอดตายและมีผลผลิตสูงกวากรรมวิธีเปรียบเทียบอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ  
และมีผลผลิตสูงกวามะเขือเทศตนปกติ (120 กรัม/ตน) ถึง 1 เทาตัว  ซ่ึงการศึกษานีเ้ปนการประยกุต 
ใชวิธีผสมผสานในการควบคุมโรคเหี่ยวของมะเขือเทศเปนครั้งแรกของการปลูกมะเขือเทศใน
โรงเรือนแบบการคาจนถึงการเก็บเกีย่วผลผลิตและมีแนวโนมจะสามารถนําไปปฏิบัติไดจริงใน
แปลงทดลอง ซ่ึงตองทาํการศึกษาและทดลองถึงรูปแบบและอัตราการใชที่เหมาะสมตอไป 
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การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4 ใน
หองปฏิบัติการในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am สาเหตุโรค
เหี่ยวของมะเขอืเทศ พบวาสามารถยับยั้งเชือ้ R. solanacearum สายพันธุ To-Ud3 Am ไดทั้งกอนตดิ
ฉลากและหลังติดฉลากดวยสารปฏิชีวนะ amplicilin ที่ความเขมขน 100 ppm  แลวนาํเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษที่ติดฉลากแลวไปการหาปริมาณเชื้อที่ไดกลับคนืมาของเชื้อแบคทีเรียเชื้อ R. solanacearum 
สายพันธุ To-Ud3 Am พบวาเมื่อใสเชื้อลงในน้ําและดินทีอ่ยูในหลอดทดลองพบวา ในดินการนําเชือ้
กลับคืนมาไดนอยกวาในน้ํา ซ่ึงในน้ํามีปริมาณเชื้อ 6.61 logCFU/ml และมีเปอรเซ็นตการนํา
กลับคืนมาเทากับ 75. 64 เปอรเซ็นต สวนในดินมีปริมาณเชื้อ 6.57 logCFU/g มีเปอรเซ็นตการนํา
กลับคืนมาเทากับ 75.17 เปอรเซ็นต  สวนเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ CH4Am ก็เชนเดียวกัน
การนํากลับคนืมาของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในดินนํากลับคืนมาไดนอยกวาในน้ํา โดยในน้ํามี
ปริมาณเชื้อ 5.38 logCFU/ml และมีเปอรเซน็ตการนํากลบัคืนมาเทากับ 60.45 เปอรเซ็นต สวนใน
ดินมีปริมาณเชื้อ 3.30 logCFU/g และมีเปอรเซ็นตการนาํกลับคืนมาเทากับ 55.17 เปอรเซ็นต ซ่ึงไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

 
การศึกษาการเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis ในอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งหมด 10 สูตร 

พบวาในสูตรกากน้ําตาล 1%+เปปโตน 0.5% มีปริมาณเชื้อมากที่สุดคือ 13.39 logCFU/ml รองลงมา
ไดแกสูตรน้ํามะพราว1%+เปปโตน0.5% และนอยที่สุดคือสูตรน้ํามะพราว1% คือ 12.86 logCFU/ml 
เมื่อนําเชื้อที่ไดจากการเลี้ยงบนอาหารเหลานี้ไปทดสอบประสิทธิภาพของอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษชนิดตางๆ หลังจากเลี้ยงเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษเปนเวลา 72 ช่ัวโมง พบวาในสูตรน้ํามะพราว
1% + น้ําแปงขาวจาว1% ใหความกวางของบรเิวณยับยัง้มากที่สุดคือ 0.82 เซ็นติเมตร รองลงมา
ไดแกสูตรกากน้ําตาล1% (0.80 เซนติเมตร) และใกลเคียงกับอาหาร Malt Yeast extract ที่ใช
เปรียบเทียบ (0.78 เซนติเมตร) ซ่ึงไมแตกตางกันอยางมนียัสําคัญทางสถิติ 
 

จากการทดลองการศึกษาความมีชีวิตรอดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพนัธุ 
CH4Am ในสูตรสําเร็จชนิดตางๆ ซ่ึงปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเร่ิมตน คือ 9.42 logCFU/ml 
หลังจากเก็บรักษามาเปนเวลา 6 เดือนสูตรสําเร็จ BS+ ทัลคัม+ รําขาว มีประชากร 1.88 logCFU/g 
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และสูตรสําเร็จ BS+ปลายขาว มีประชากร 1.87 logCFU/g ซ่ึงมีปริมาณการรอดชีวิตมากที่สุด ซ่ึงไม
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และการหาเปอรเซ็นตการลดลงของจํานวนประชากรของเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษพบวา สูตรสําเร็จ BS+ ทัลคัม+ รําขาว มีเปอรเซ็นตการลดลงของประชากรนอย
ที่สุด คือ 38.36 เปอรเซ็นต รองลงมาไดแกสูตรสําเร็จ BS+ปลายขาว 39.38 เปอรเซ็นต ซ่ึงไม
แตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ 
 

การทดสอบประสิทธิภาพของสูตรสําเร็จในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ R.solanacearum 
สายพันธุ To-Ud3Am หลังจากเก็บรักษาเปนเวลา 6 เดือน พบวา สูตรสําเร็จ BS+ ทัลคัม+ รําขาว
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อไดดีที่สุด (0.90 เซ็นติเมตร) และรองลงมาคือ สูตรสําเร็จ BS+ปลาย
ขาว 0.89 เซนติเมตร  ซ่ึงไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติและพบวา สูตรสําเร็จ BS+สาคู
ดิบ+รําขาว  มีเปอรเซ็นตการยับยั้งลดลงนอยที่สุด คือ 30 เปอรเซ็นต รองลงมาไดแกสูตรสําเร็จ 
BS+ปลายขาว (39 เปอรเซ็นต) และสูตรสําเร็จ BS+ ทัลคัม+ รําขาว (40 เปอรเซ็นต) ที่เปนสูตร
เปรียบเทียบ  

 
 การทดสอบประสิทธิภาพของผงเชื้อสูตรสําเร็จในหองปฏิบัติการเปนเวลา 9 วัน  พบวาใน

กรรมวิธีที่ 7 ใสผงเชื้อ BS 3 กรัม+RS) มีจํานวนประชากรของเชื้อ R. solanacearum สายพันธุ To-
Ud3Am นอยทีสุ่ด คือ 6.01 logCFU/g  สวนปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis สายพันธุ 
CH4Am  มากที่สุดคือ 6.68 logCFU/g   
 

การควบคุมโรคเหี่ยวของมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 จากแบคทีเรีย R.  solanacearum สาย
พันธุ To-Ud3Am (RS) ในโรงเรือนปลูกพืชแบบการคาทีสั่ปดาหที่ 8 หลังการทดลองพบวา กรรมวธีิ
ที่ใสผงเชื้อ BS รวมกับใสโซเดียมซิลิเคต  มะเขือเทศมีเปอรเซ็นตการรอดตายสูงสุด 88% เมื่อ
เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม และมีจํานวนประชากรของเชื้อ R.  solanacearum สายพันธุ To-
Ud3Am นอยทีสุ่ด สวนการศกึษาจํานวนประชากรของเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis  สายพันธุ 
CH4Am จากดนิบริเวณรากมะเขือเทศ เปนเวลา8 สัปดาห พบวากรรมวิธีที่ใสผงเชื้อ BS รวมกับใส
โซเดียมซิลิเคต มีปริมาณเชือ้ BS มากที่สุด คือ 8.09 logCFU/g รองลงมาคือ กรรมวิธีที่ใสผงเชื้อ BS 
รวมกับซาลิซิค แอซิค (8.06 logCFU/g ) และกรรมวิธีที่ใสผงเชื้อ BS อยางเดยีว (8.0 logCFU/g) 
ตามลําดับและยังใหผลผลิตมะเขือเทศ 240 กรัมตอตนดีกวาที่ไมไดใชผงเชื้อซ่ึงมีผลผลิตเพียง 120
กรัมตอตน 
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 ขอเสนอแนะ 

 

การศึกษาประสิทธิของอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ Bacillus subtilis สายพันธุ CH4Am 
ที่มีตอการเพิ่มจํานวนของประชากรของเชือ้แบคทีเรียและการสรางสารเมตาโบไลท ควรจะมกีาร 
ศึกษาเพื่อเปรยีบเทียบกับเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษ B .subtilis สายพันธุ CH6 หรือเชื้อ Bacillus sp.ซ่ึง
อยูในสกุลเดียวกันเพื่อเปรียบเทียบและวิเคราะหสารเมตาโบไลทที่เชื้อแบคทีเรียสรางขึ้นในอาหาร
เล้ียงเชื้อวาเปนสารอะไรรวมทั้งตรวจวัดปริมาณสารเมตาโบไลทที่เชื้อแบคทีเรียสรางขึ้นในอาหาร
เล้ียงเชื้อชนิดตางๆ เพื่อจะไดอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการเลี้ยงเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษใน
การสรางสารเมตาโบไลท และนําไปเปนอาหารเลี้ยงเชื้อในการผลิตสูตรสําเร็จของเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษดวย และควรมีการศกึษาเปรียบเทียบสูตรสําเร็จตางๆ ในการควบคุมโรคเหี่ยวของมะเขือ
เทศ ในโรงเรอืนโดยเปรยีบเทียบกับสูตรสําเร็จของชอทิพย เพื่อคัดเลือกสูตรสําเร็จที่สามารถ
ทดแทนของชอทิพยได สวนการควบคุมโรคเหี่ยวของมะเขือเทศที่เกิดจากเชื้อ Ralstonia 
solanacearum สายพันธุ To-Ud3Am โดยใชผงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษรวมกับซิลิคอนนั้นจะตองทํา 
การศึกษาถึงกลไกของซิลิคอนที่มีตอเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ B .subtilis และโครงสรางภายในของตน
มะเขือเทศ รวมทั้งศึกษาวาซิลิคอนมีผลตอการยับยั้งการเจริญของเชื้อ R. solanacearum สาเหตุโรค
เหี่ยวของมะเขอืเทศอยางไรตลอดจนควรมกีารศึกษาทดลองในสภาพแปลงปลูกของเกษตรกรที่มี
ปญหาโรคเหี่ยว 
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
อาหารเลี้ยงเชือ้เหลานี ้นึ่งฆาเชื้อที่ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว (อุณหภูม ิ121 องศา 
เซลเซียส) เปนเวลา 15 นาที 
1. Nutrient agar (NA) (Schaad, 1988) 

Bacto-peptone   5.0 กรัม 
Beef extract    3.0 กรัม 
Agar     15.0 กรัม 
นํ้ากลั่น     1000 มิลลิลิตร 

 
2. Nutrient glucose agar (NGA) (Schaad, 1988) 

Bacto-peptone   5.0 กรัม 
Beef extract    3.0 กรัม 
Glucose    2.5 กรัม 
Agar     15.0 กรัม 
นํ้ากลั่น     1000 มิลลิลิตร 

 
3. Nutrient glucose broth (NGB) (Schaad, 1988) 

Bacto-peptone   5.0 กรัม 
Beef extract    3.0 กรัม 
Glucose    2.5 กรัม 
นํ้ากลั่น     1000 มิลลิลิตร 

 
4. Malt –yeast extract  (MY) (สุชาดา, 2535) 

Bacto-peptone    5.0 กรัม 
Malt extract    3.0 กรัม 
Yeast extract   5.0 กรัม 
Glucose    10.0 กรัม 
นํ้ากลั่น     1000 มิลลิลิตร 
* อาหารแข็งเติม agar 15 กรัม 
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5. Triphenyl Tetrazolium Chloride (TTC) (Kelman, 1954) 
Bacto-peptone   10.0 กรัม 
Glucose    5.0 กรัม 
Casein hydrolysate   1.0 กรัม 
Agar    15.0 กรัม 
 

6. Triphenyl Tetrazolium Chloride medium (TZC) (Kelman, 1954) 
สวนที่ 1 (basal medium) 

Bacto-peptone   10.0 กรัม 
Glucose    5.0 กรัม 
Casein hydrolysate   1.0 กรัม 
Agar    15.0 กรัม 

สวนที่ 2 (aqueous solution tetrazolium)  
2,3,5- Triphenyl tetrazolium chloride  1.0 กรัม 
น้ํากลั่น      100 มิลลิลิตร 

ผสมใหเขากันนําไปฆาเชื้อโดยการกรอง และหลอมอาหารสวนที่ 1 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร แลวเติม
สวนที่ 2 ปริมาตร 1 มิลลิลิตรกอนเทลงจานเลี้ยงเชื้อ 
 
7. SM-1 (Grannada, 1983) 
สวนที่ 1 ( basal medium) ใชอาหาร TZC  
สวนที่ 2 (aqueous solution) ของสารอาหารตางๆ คือ  
Crystal violet**    50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
Thimerosal*    5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
Polymycin B sulfate*   100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
Tryothrycin*     20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
Chloromycetin*     5ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
Cycloheximide*    50ไมโครกรัม/มิลลิลิตร หรือ 
Chlorothalonil*     80ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
* antibiotic และ fungicide ทําการฆาเชื้อโดยละลายใน 70% เอทธานอล 1 มิลลิลิตร นาน 30 นาที 
แลวเจือจางดวยน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ เก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาสเซลเซียส 
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** ฆาเชื้อโดยการกรอง หรือนําไปนึ่งฆาเชือ้ที่ 21 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที 
สําหรับอาหาร mSM-1 ที่ใชในการทดลองครั้งนี้ใชอาหาร TZC เปน basal medium เติม 

crystal violet 50 ppm และ Polymyxin B sulfate 50 ppm ผสมใหเขากันดีกอนเทอาหารลงจานเลี้ยง
เชื้อ 
 
การเตรียมสารโซเดียม ซิลิเคต  (sodium silicate) 
 
Na2SiO3 มีจํานวนโมล =122 โมล 
จากความหนาแนนทีใ่หมา d = 1.5 g/ml แสดงวาใน 1 ml มีปริมาตรของโซเดียม ซิลิเคต 1.5 กรัม 
จากสูตร  Mol =   g/ M 
         =   1500/122 
        =   12.3 Mlo 
ดังนั้นใน 1 ลิตร มีซิลิคอน (Si)  12.3 โมล 
*ตองการทราบวา ความเขมขน 9 mM ตองใชโซเดียมซลิิเคต ปริมาตรเทาไหรใน 1ลิตร 
จากสูตร   N1V1 =N2V2 
  12.3xV1 = 0.009x1000 
  V1      = 0.731 ml 
* เพราะฉะนั้นตองใชโซเดียม ซิลิเคต ปริมาตร 0.731 ml ตอน้ํา 1 ลิตร จะไดความเขมขน 9 mM 
 
ตองการทราบวาปริมาตร 0.73 มีปริมาณเนื้อซิลิคอนกี่กรัม โดย 
 จาก  d =1.5 g/ml (เมื่อ g=Mol) 
 จะมีเนื้อสาร Si      = 1.5 x 28 /122 
     = 0.344 g/ml 
ดังนั้นความเขมขนของ 9 mM จะใชโซเดยีม ซิลิเคต ปริมาตร 0.73 ml/ลิตร 
เพราะฉะนั้นจะมีเนื้อสาร Si  = 0.73x0.344 
       = 0.25 กรัม  
ดังนั้นความเขมขนของโซเดียม ซิลิเคตที่ใช 9 mM จะมีเนื้อสารซิลิคอน (Si) 0.25 กรัม  
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การเตรียมสารซาลิซิค แอซิค (salicic acid) 
 
H2SiO4  มีมวลโมเลกุล (M) = 94 
จากสูตร จํานวนโมล  = จํานวนมวล/มวลโมเลกุล 
 94 Mol/1000 = 9 mM/X 
 X        =  0.095 g 
เพราะฉะนั้นตองชั่ง ซาลิซิค แอซิค จํานวน 0.095 กรัม จะไดความเขมขน 9 mM 
 
ตองการทราบวาความเขมขน 9 mM มีเนื้อสาร Si เทาไหร 
   = 0.095x28 
  = 2.66 กรัม  
ดังนั้นความเขมขนของซาลิซิค แอซิค 9 mM มีเนื้อสารซิลิคอน (Si) เทากับ 2.66 กรัม  



 

ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวไกแกว  สุธรรมมา 
วัน เดือน ป ที่เกิด วันที่ 18 กันยายน พ.ศ. 2526 
สถานที่เกิด  อุบลราชธานี 
ประวัติการศึกษา ระดับปริญญาตรี สาขาวิชาการจัดการศัตรูพืช คณะเกษตร 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน กรุงเทพ 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน - 
สถานที่ทํางานปจจุบัน - 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  - 
ทุนการศึกษาที่ไดรับ ทุนสนับสนุนการคนควาวิจยัในการทําวิทยานิพนธจาก

บัณฑิตวิทยาลยั 
 




