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แยกเช้ือแบคทีเรีย 112 ไอโซเลต จากดินรอบราก 56 ไอโซเลต และจากใบแตงกวา 56 ไอโซเลต ดวย

วิธีเจือจางเปนลําดับ (serial dilution) บนอาหาร 4 ชนิด ไดแก nutrient glucose agar (NGA) King’s medium B 
(KB) Thornston’s medium (TH) และ yeast extract-malt extract agar (YM) เม่ือนําเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดมา
ทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา Pythium aphanidermatum สาเหตุโรคเนาระดับดิน 
(damping-off) ของแตงกวาดวยวิธี dual culture test  บนอาหาร potato dextrose agar (PDA) ในหองปฏิบัติการ 
สามารถคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพยับยั้งการเจริญของเช้ือรา P. aphanidermatum ได 13.75-55.28 
เปอรเซ็นต จํานวน 13 ไอโซเลต จึงนําไปทดสอบการควบคุมโรคเนาระดับดินของแตงกวาในสภาพเรือนปลูก
พืชทดลอง ดวยการแชเมล็ดแตงกวาในเซลลแขวนลอยแบคทีเรียความเขมขน 108 cfu/มิลลิลิตร นาน 15 นาที
กอนนําไปปลูกในดินผสมเช้ือโรค ผลการทดลองพบวากรรมวิธีท่ีแชเมล็ดดวยแบคทีเรียไอโซเลต SDN-23 มี
เปอรเซ็นตตนรอดตายหลังการปลูกท่ี 14 วัน คือ 86.67 เปอรเซ็นต ซึ่งสูงกวากรรมวิธีควบคุมท่ีมีเช้ือสาเหตุโรค
และการใชสารเคมี metalaxyl 35 SD และพบแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลต SDN-9 และSDN-23 ชวยใหเมล็ด
แตงกวามีเปอรเซ็นตการงอกท่ี 7 วันและมีเปอรเซ็นตตนรอดตาย 14 วัน ไดเทียบเทากับการใชสารเคมี 
metalaxyl 35 SD และลดปริมาณเช้ือรา P. aphanidermatum ในดินหลังจากปลูกแตงกวาเปนเวลา 14 วันได 
จากนั้นคัดเลือกท้ัง 2 ไอโซเลต ทําเครื่องหมายเพื่อเปนตัวตรวจเช้ือแบคทีเรียโดยใหตานทานสารปฏิชีวนะ 
rifampicin ท่ีความเขมขน 10 ppm พบแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลต M3-SDN-9 และ M5-SDN-23 มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum ไดดีกวาทุกไอโซเลต จึงพัฒนาเปน
สูตรสําเร็จชนิดผงดิน ทดสอบในสภาพแปลงปลูก พบวากรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ ไอโซ
เลต M3-SDN-9 และ M5-LBN1-5 ชวยเพิ่มเปอรเซ็นตตนรอดตายหลังการปลูก 14 และ 28 วัน และลด
เปอรเซ็นตการเกิดโรคของตนกลาแตงกวาท่ีมีอายุ 28 วันไดเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชเช้ือรา Trichoderma 
harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 เปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum ลดลงเม่ือ
เปรียบเทียบกรรมวิธีควบคุม ซึ่งการแชเมล็ดดวยเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษทุกไอโซเลต มีน้ําหนักผลผลิตของตน
แตงกวาเทียบเทากับการใชเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 
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Total of 112 isolates of bacteria were isolated from root zone soil (56 isolates), and leaves (56 

isolates) of cucumber at Kamphaeng Sean District in Nakhon Pathom. Province by serial dilution on four 
media, including nutrient glucose agar (NGA), King’s medium B (KB), Thornston’s medium and yeast 
extract-malt extract agar (YM). The isolated bacteria were evaluated by dual culture test on potato dextrose 
agar (PDA) medium for the efficacy to inhibit mycelial growth of Pythium aphanidermatum, the causal agent 
of damping-off of cucumber seedling. Results showed that 13 isolates of bacteria effectively inhibited 
mycelial growth of P. aphanidermatum by 13.75-55.28%. Selected bacteria were further tested for the 
efficacy to control damping-off of cucumber seedlings under screenhouse condition by soaking seeds in 
bacterial cell suspension (108 cfu/ml) for 15 minutes before sowing in the pathogen infested soil. The results 
indicated that isolate SDN-23 was the most promising isolate which provided the highest percentage (86.67%) 
of survived seedlings after planting for 14 days. The efficacy of isolate SDN-23 was higher than the control 
(with pathogen) and seeds treated with metalaxyl 35 SD. The efficacy of antagonistic isolates SDN-9 and 
SDN-23 to provide the germination percentages of 7-day-old seedlings and survived seedlings after planting 
for 14 days were comparable to the use of metalaxyl 35 SD. These isolates also reduced populations of P. 
aphanidermatum in cucumber planting soil at 14 days after planting. Two selected isolates were developed as 
10 ppm rifampicin antibiotic resistant markers. Results showed that M3-SDN-9 and M5-SDN-23 effectively 
to inhibited mycelial growth of P. aphanidermatum. They were developed as soil formulation for further 
testing under field condition. The isolate M3-SDN-9 and M5-SDN-23 increased the survived seedlings after 
planting for 14 days and reduced the percentages of post-emergence damping-off after planting for 28 days. 
Their efficacies were comparable to the use of Trichoderma harzianum (CB-Pin-01). The percentages of root 
colonized with P. aphanidermatum were reduced. The efficacy of these antagonistic bacteria to provide 
cucumber yield weights were comparable to the use of Trichoderma harzianum (CB-Pin-01). 
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1 จํานวนไอโซเลตของเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจากดินรอบรากและใบของ 
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ยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา Pythium aphanidermatum ดวยวิธี dual 
culture test บนอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar (PDA) 
ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน 
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นาที กอนปลูกลงในแปลงปลูกพืชทดลอง  
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(3) 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางที ่  หนา 
   
8 เปอรเซ็นตเมล็ดท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. และเช้ือสาเหตุโรคอ่ืน  

จากเมล็ดแตงกวาท่ีไมงอก เม่ือตนแตงกวาอายุ 14 วัน หลังจากแชเมล็ด  
เปนเวลา 15 นาที กอนปลูกลงในแปลงปลูกพืชทดลอง 

 
 

56 
9 คาเปอรเซ็นตการเกิดโรค (Disease incidence) เม่ือตนแตงกวาอายุ 28 วัน  

หลังจากแชเมล็ดเปนเวลา 15 นาที กอนปลูกลงในแปลงปลูกพืชทดลอง                                                                                             
 

   57 
10 คาเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา Pythium 

aphanidermatum และคาเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของจุลินทรีย
ปฏิปกษ ท่ีอายุ 28 วัน หลังจากแชเมล็ดเปนเวลา 15 นาที กอนปลูกลงใน
แปลงปลูกพืชทดลอง 

 
 
 

61 
11 อิทธิพลของแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายตอน้ําหนักผลผลิตของตน

แตงกวาเก็บผลผลิต 20 วันในสภาพแปลงปลูกพืชทดลอง  
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(4) 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที่  หนา 
   

1 ลักษณะอาการโรคเนาระดับดินและลักษณะเสนใยและสปอรของเช้ือรา Pythium   
aphanidermatum 

 
30 

2 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคเนาระดบัดินของตนกลา
แตงกวาในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง เม่ือตนกลาแตงกวามีอายุท่ี 14 วัน 

 
41 

3 การเขาครองครองรากแตงกวาของ Pythium aphanidermatum ในสภาพเรือน 
ปลูกพืชทดลอง บนอาหาร modified BNPRA เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

 
46 

4 การตรวจนับปริมาณเช้ือรา Pythium aphanidermatum ในดินในสภาพเรือน 
ปลูกพืชทดลองบนอาหาร modified BNPRA เปนเวลา 48 ช่ัวโมง  

 
47 

5 รูปรางเซลล และการสรางเอนโดสปอรของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย 
ท้ัง 3 ไอโซเลต 

 
51 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

(5) 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
CFU  = จํานวนโคโลนีตอหนึ่งหนวย (colony forming unit) 
g  = กรัม (gram) 
KB  = อาหารแข็งเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย (King’s medium B) 
LBN  = แบคทีเรียท่ีแยกไดจากใบในจังหวัดนครปฐม ดวยวิธีการบดใบ 
LWN  = แบคทีเรียท่ีแยกไดจากใบในจังหวัดนครปฐม ดวยวิธีการลางใบ 
ml  = มิลลิลิตร (milliliter) 
NGA  = อาหารแข็งเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย (nutrient glucose agar) 
NGB  = อาหารเหลวเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย (nutrient glucose broth) 
nd  = ไมไดตรวจผล (not determind)  
O.D.  = คาความขุน (Optical density) 
PDA  = อาหารแข็งเล้ียงเช้ือรา (potato dextrose agar) 
ppm  = สวนในลานสวน (part per million) 
SDN = แบคทีเรียท่ีแยกมาจากดินในจังหวัดนครปฐม (soil dilution                                      
                                         Nakhonpathom) 
%  = เปอรเซ็นต 
 
 



 

ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคเนาระดับดินของตนกลาแตงกวา               
สาเหตุจากเช้ือรา Pythium aphanidermatum 

 
Efficacy of Antagonistic Bacteria for the Control of Damping-off of 

Cucumber Seedlings Caused by Pythium aphanidermatum 
 

คํานํา 
 

แตงกวาเปนพืชท่ีมีบทบาทตอการคาท้ังในและตางประเทศ นิยมนํามารบัประทานกันมาก
ท้ัง เปนผักสดและประกอบอาหารเชน การนําไปแกงจืด ผัด หรืออาจแปรรูปเปนแตงกวาดอง และมี
การปลูกกันอยางแพรหลายท่ัวทุกภาคของประเทศ (ศรานนท, 2552) แตงกวาจึงเปนผักเศรษฐกิจท่ี
สําคัญของไทย เกษตรกรผูปลูกมักประสบปญหาเรื่องโรคอยูเสมอ โรคเนาระดับดิน (Damping-off) 
ของแตงกวาเปนอีกสาเหตุหนึ่งท่ีสงผลตอการปลูกแตงกวา ซ่ึงเกิดจากเช้ือรา Pythium 
aphanidermatum การเขาทําลายของเช้ือแสดงอาการไดสองระยะคือ ระยะโรคเนาของพืชกอนโผล
พนดิน (Pre-emergence damping-off) และระยะโรคเนาระดับดินหลังกลางอกโผลพนดินแลว 
(Post-emergence damping-off) เม่ือตนกลาแตงกวาถูกเช้ือเขาทําลายจะแสดงอาการแผลฉ่ําน้ํา
บริเวณรากและลําตนท่ีใกลกับระดับดิน ตนกลาแตงจะเริ่มตายกอนท่ีใบจะเหลือง (Thomas et al.,     
1998) การปองกันโรคโดยการใชสารเคมีเพ่ือควบคุมโรคเนาระดับดินสงผลใหเช้ือมีการปรับตัวเพ่ือ
ตานทานตอสารเคมีประเภทดูดซึม สงผลใหเกิดสารตกคางในสภาพแวดลอม การควบคุมเช้ือรา P. 
aphanidermatum โดยชีววิธีจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งท่ีชวยลดการใชสารเคมีและลดปญหาสารเคมี
ตกคางในผลผลิตและสภาพแวดลอม  

 
การใชวิธีการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีโดยอาศัยจุลินทรียปฏิปกษท่ีมีคุณสมบัติยับยั้งการ

เจริญของเช้ือรา P. aphanidermatum ในดินไดหลายชนิด เชน เช้ือรา Trichoderma spp. เช้ือรา 
Gliocladium sp. เช้ือแบคทีเรียเชน Pseudomonas fluorescens และBacillus subtilis ซ่ึงมีคุณสมบัติ
ในการสรางสารปฏิชีวนะไดหลายชนิด หรือมีกลไกตางๆท่ีขัดขวางกลไกท่ีกอใหเกิดความรุนแรง
ในการเกิดโรค ทําใหปริมาณของเช้ือโรคท่ีมีอยูลดลงเม่ือจุลินทรียปฏิปกษไดมีโอกาสครอบครอง
เมล็ดหรือบริเวณรอบๆราก (rhizosphere zone) เพ่ือปองกันการเจริญเขาครอบครองรากพืชของเช้ือ
โรค หรือไมใหเช้ือโรคไดมีโอกาสผลิตสารปฏิชีวนะ หรือน้ํายอยพวก hydrolytic enzymes หรือ
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มวลชีวภาพของเช้ือโรค (จิระเดช, 2549) ดังนั้นการศึกษาครั้งนีจ้ึงมีวัตถุประสงคเพ่ือคัดเลือก
จุลินทรียปฏิปกษบนผิวใบ และดินบริเวณรอบรากพืชท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเนาระดับ
ดินในแปลงปลูกเพ่ือลดตนทุนการผลิตและปลอดภัยตอสุขภาพของผูปลูกและผูบริโภคทดแทนการ
ใชสารเคมี 

 
 
 
 



วัตถุประสงค 
 

1.  เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีแยกไดจากดินบริเวณราก ใบของ
แตงกวาและเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีไดคัดเลือกแลวในการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา Pythium 
aphanidermatum บนอาหารเล้ียงเช้ือในระดับหองปฏิบัติการ 

 
2.  ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีไดคัดเลือกแลว ในการควบคุมโรค

เนาระดับดิน (Damping-off) ท่ีเกิดจากเช้ือรา Pythium aphanidermatum ในสภาพเรือนปลูกพืช
ทดลอง 

 

3.  ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีไดคัดเลือกแลว ในการควบคุมโรค
เนาระดับดิน (Damping-off) ท่ีเกิดจากเช้ือรา Pythium aphanidermatum ในแปลงปลูกพืช 

 



การตรวจเอกสาร 
 

   แตงกวาเปนพืชท่ีมีบทบาทตอการคาท้ังในและตางประเทศ นิยมนํามารับประทานกันมาก 
ท้ังเปนผักสดและประกอบอาหาร เชน การนําไปแกงจืด ผัด หรืออาจแปรรูปเปนแตงกวาดอง และมี
การปลูกกันอยางแพรหลายท่ัวทุกภาคของประเทศ (ศรานนท, 2552) จัดเปนพืชผักท่ีอยูในตระกูล
แตง (Cucurbitaceae) มีหลายชนิด ไดแก แตงกวา แตงราน ฟกทอง มะระ บวบ เปนตน (อนงค, 
2536) มีอายุตั้งแตปลูกจนถึงเก็บเกี่ยวส้ัน โดยใชเวลาเพียง 30-45 วัน แตงกวาสามารถขึ้นไดในดิน
แทบทุกชนิด มีคา pH ประมาณ 5.5-6.5 แตจะชอบดินรวนปนทรายและดินมีความช้ืนพอเหมาะ มี
การระบายน้ําดี อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการงอกของเมล็ดอยูระหวาง 25-30 องศาเซลเซียส และ
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตอยูระหวาง 20-30 องศาเซลเซียส สภาพอุณหภูมิในประเทศ
ไทยสามารถปลูกแตงกวาไดตลอดป แตชวงท่ีปลูกไดดีท่ีสุดคือ ชวงปลายฤดูฝน-ฤดูหนาว (จิรวัฒน, 
2551)   
 
ลักษณะทางพฤกษศาสตรของแตงกวา 
 
 รากแตงกวาเปนระบบรากแกว (tap root system) มีรากแขนงเปนจํานวนมาก ลําตนเปนเถา
ไมเล้ือยเปนเหล่ียม มีขอยาว 10-20 เซนติเมตร ใบมีกานยาว 5-15 เซนติเมตร ใบหยาบมีขนมุมใบ 3-
5 มุม ใบแหลม ใบใหญแบบ palmate มีเสนใบ 5-7 เสน ลักษณะดอกของแตงกวาภายในตนเดียวกัน
ดอกตัวผูและดอกตัวเมียแยกกันอยูคนละดอก ดอกมีสีเหลือง มีกลีบเล้ียงสีเขียวและสีเหลืองอยางละ 
5 กลีบ รังไขมีลักษณะกลมยาว 2-5 เซนติเมตร มีปุมนูนของหนามและขนชัดเจน สวนของยอดเกสร
ตัวเมียมี 2-5 แฉก สวนดอกเพศผูเปนดอกเดียวหรือเปนชอ มีละอองเกสรตัวผู 3 อัน มีกลีบเล้ียงและ
กลีบดอกเหมือนดอกเพศเมีย ผลมีลักษณะกลมยาวทรงกระบอก ความยาวผลระหวาง 5-40 
เซนติเมตร มีไสภายในผล ผลมีสีขาว เขียวออน เขียว และเขียวเขม 
 
วิธีการปลูกแตงกวา 
 
1.  การเตรียมดิน กอนปลูกแตงกวา ไถพรวนดินตากไวประมาณ 7-10 วัน เพ่ือทําลายวัชพืช และ
ศัตรูพืชบางชนิดท่ีอยูในดิน แลวเตรียมแปลงขนาดกวาง 1 เมตร ใสปุยอินทรียปรับโครงสรางของ
ดินใหเหมาะสมกับการเจริญเติบโต การเตรียมหลุมปลูกกําหนดระยะระหวางตนประมาณ 60-
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80 เซนติเมตร ระหวางแถวประมาณ 1 เมตร การใสปุยเคมีรองพ้ืนใชสูตร 15-15-15 ในอัตรา 30-50 
กิโลกรัมตอไร อาจใชถุงพลาสติกคลุมดินเพ่ือรักษาความช้ืนในดิน ปองกันการงอกของวัชพืช  

 
2.  การเตรียมพันธุ เปนขั้นตอนท่ีสําคัญดังตอไปนี ้

 
2.1  คัดเลือกเมล็ดพันธุท่ีมีความสมบูรณ ควรนําไปคลุกสารเคมีปองกันศัตรูพืชท่ีอาจติดมา

กับเมล็ด และกอนใชเมล็ดทุกครั้งควรทําการทดสอบความงอกของเมล็ดกอนปลูก 
 
2.2  การเตรียมดินเพาะกลา อัตราสวนดิน: ปุยคอก 3 ตอ 1 และใสปุยเคมีสูตร 12-24-12 

อัตรา 0.5 กิโลกรัมตอตนกลา 1 ไร คลุกใหเขากันแลวบรรจุลงในถุงพลาสติกขนาด 6×10 
เซนติเมตร 

 
2.3  ทําการบมเมล็ด โดยนําเมล็ดบรรจุถุงพลาสติกท่ีเจาะรูพรุนแชในสารละลายเคมีปองกัน

และกําจัดศัตรูพืช เชน แคปแทน ออโธไซด ผสม 5 กรัมตอน้ํา 1 ลิตร แชเมล็ดนาน 30 นาที เพ่ือ
ทําลายเช้ือราท่ีผิวเมล็ด จากนั้นนํามาแชน้ํา 4 ช่ัวโมง แลวจึงบมในผาชุบน้ํา บรรจุอยูในถุงพลาสติก
รัดปากถุงใหแนน บมในสภาพอุณหภูมิหองนาน 24 ช่ัวโมง หลังจากรากงอกยาว 0.5 เซนติเมตร จึง
นําไปเพาะ นําเมล็ดท่ีไดบมไวหยอดลงแตละถุง จํานวนถุงละ 1 เมล็ด แลวใชดินผสมหยอดกลบ
ประมาณ 1 เซนติเมตร  

 
3.  การดูแลรักษากลา หลังจากหยอดเมล็ดแลว ตองใหน้ําทันทีโดยวิธีการฉีดพนใหเปนฝอยละเอียด 
ในชวงฤดูรอนควรจะใหวันละ 1 ครั้ง ถุงเพาะกลาควรเก็บไวในท่ีแดดไมจัดหรือมีการใชวัสดุ
กันแสงไมใหมากระทบตนกลามากเกินไป เม่ือตนกลามีใบจริงประมาณ 3-4 ใบ จะอยูในระยะ
พรอมท่ีจะยายปลูก 
 
4.  การปลูก พบวามีการปลูกท้ังวิธีการหยอดเมล็ดโดยตรงและเพาะกลากอนแลวยายปลูก การ
หยอดเมล็ดโดยตรงอาจจะมีความสะดวกในการปลูก แตมีขอเสียคือส้ินเปลืองเมล็ด และจะตองดูแล
ระยะเริ่มงอกในพ้ืนท่ีกวาง ดังนั้นการใชวิธีการเพาะกลากอน มีขอดีหลายประการ เชน ประหยัด
เมล็ดพันธุ ดูแลรักษางาย ตนกลามีความสมํ่าเสมอ ประหยัดคาแรงงานในระยะกลา เปนตน สําหรับ
การยายปลูกนั้น เตรียมหลุมปลูกในระยะท่ีกําหนด นําตนกลายายลงในหลุม โดยการฉีกถุงพลาสติก
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ท่ีใชเพาะกลาออกแลวยายลงในหลุมปลูก ชวงเวลาท่ีจะยายกลานั้นควรยายชวงเวลาประมาณ 17.00 
น. จะทําใหตนกลาสามารถปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมไดดียิ่งขึ้น 
 
การปฏิบัติดูแลรักษาแตงกวา 
 

การใหน้ํา หลังจากยายกลาปลูกแลว ตองใหน้ําทันที ระบบการใหน้ํานั้นอาจจะแตกตางกัน
ขึ้นอยูกับสภาพพ้ืนท่ี แตระบบท่ีเหมาะสมกับแตงกวา คือ การใหน้ําตามรอง เพราะจะทําใหลําตน 
และใบไมช้ืน ลดการลุกลามของโรคพืชทางใบ ชวงเวลาการใหน้ําในระยะแรกควรให 2-3 วันตอ
ครั้ง และเม่ือตนแตงกวาเริ่มเจริญเติบโตแลวจึงปรับชวงเวลาการใหน้ําใหนานขึ้น ควรใหน้ํากระจาย
ในพ้ืนท่ีใหสมํ่าเสมอท่ัวท้ังแปลง และตรวจดูความช้ืนในดินไมใหสูงเกินไปจนกลายเปนแฉะ 
เพราะจะทําใหรากเนาได 

 
การใสปุย ระยะเตรียมดิน ใสปุยอินทรีย เชน ปุยคอก หรือปุยหมัก อัตรา 1-2 ตันตอไร และ

ใสปุยสูตร 15-15-15 หรือ 12-24-12 อัตราประมาณ 20-30 กิโลกรัมตอไร เหมือนในระยะแตงกวา
ออกดอก สวนหลังยายปลูกประมาณ 7 วัน ใสปุยท่ีมีไนโตรเจน เชน ยูเรีย หรือ แอมโมเนียซัลเฟต 
ในอัตราประมาณ 20 กิโลกรัมตอไร (ศรานนท, 2552) 

 
ความสําคัญของเชื้อรา Pythium spp. 
 

เช้ือรา Pythium spp. กอใหเกิดความเสียหายกับพืชผักหลายชนิด กะหลํ่า กระเจี๊ยบ ผักบุง 
มะเขือเทศ หนอไมฝรั่ง แตงกวา (Grisarapndha, 1987) ซ่ึงเปนสาเหตุโรคเนาระดับดิน (Damping-
off) ของกลาพืช และโรคโคนเนา (foot rot) เปนตน ซ่ึงเช้ือเขาทําลายพืชอยางรวดเร็วทําใหเมล็ดพืช
ไมงอก เมล็ดเนา (seed rot), ตนกลาเนาระดับดิน (seedling damping-off) และ รากเนา (root  rot) ใน
พืชหลายชนิด กลาพืชมีลักษณะเปนแผลฉ่ําน้ําสีน้ําตาล เซลลพืชบวมและยุบตัวลง ความช้ืนและ
อุณหภูมิเปนปจจัยท่ีสงผลตอการเกิดโรค พบการเขาทําลายนอยกับพืชท่ีมีอายุ จะพบการเกิดโรค
บอยเม่ืออยูในแปลงเพาะกลาหรือตายหลังจากท่ียายปลูก (วิจัย, 2546; George, 1997) สําหรับใน
ประเทศไทยพบ 6 species ท่ีเปนสาเหตุสําคัญในการทําใหเกิดโรคกับพืชผัก P. deliense, P. 
aphanidermatum และ P. vexans เกิดโรคกับเมล็ด และรากเนา โคนเนาระดับดิน และ P. splendens 
ทําใหเกิดโรครากเนาและโคนเนาของพริกไทยสวนเช้ือรา P. oligandrum และ P. sinense ไมทําให
เกิดโรครุนแรงและไมทําใหเกิดโรค (อุบลและคณะ, 2525; Grisarapndha, 1987) 
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การจําแนกอนุกรมวิธานของเชื้อรา Pythium sp. 
 

Kingdom   Straminipilla 
Division   Eumycota 

Subdivision   Mastigomycotina 
Class   Oomycetes 

Order   Peronosporales 
Family   Pythiaceae 

Genus   Pythium 
 

เช้ือรา Pythium spp. เปนเช้ือรากลุมท่ีใหญท่ีสุดใน Family Pythiaceae  ประกอบดวย 92 
species บาง species เปน saprobe และอาศัยอยูในน้ํา ขณะท่ีบางพวกเปน parasite แบบช่ัวคราวของ
พืชและสัตวตัวเล็กๆ ท่ีอยูในน้ํา แตสวนใหญเปนพวกท่ีอาศัยอยูในดิน (soil inhabitant) ในดินท่ี
แฉะ (วิจัย, 2546) เสนใยไมมีผนังกั้น (non-septate hypha) มีรูปราง 3 แบบคือ filamentous type, 
lobate inflated type และ spherical type มีความกวางประมาณ 10 ไมครอน เจริญแตกกิ่งกานไดดี 
เกิด sporangia ปลายหรือกลางเสนใย (terminnal or intercalary) มีลักษณะเปนแบบ inflated 
filamentous เปนสวนของเสนใยท่ีบวมพองมักเกิดท่ีปลายเสนใยเปนกลุม  

 
การเขาทําลายพืชของเชื้อรา Pythium aphanidermatum 
 

เช้ือรา P. aphanidermatum จะสรางเสนใยสีขาว เจริญแตกกิ่งกานเกิด sporangia ท่ีปลาย
หรือกลางเสนใย (terminnal or intercalary) มีลักษณะ กลมรี งอกเปน germ tube เขาทําลายพืชได 
หรืองอกเปนเสนใยส้ันแลวเกิด vesicle ซ่ึงใหกําเนิด zoospores ภายใน เม่ือ zoospores ถูกปลอย
ออกมาสามารถวายน้ําระยะหนึ่ง ขึ้นอยูกับสภาพแวดลอมจากนั้นเปล่ียนเปน encysted zoospores ท่ี
ไมมี flagella และเขาทําลายพืชโดยงอกเปน germ tube แทงเขาสูเนื้อเยื่อพืช สปอรท่ีงอกและเขา
ทําลายพืชไมไดอาจสราง vesicle ขึ้นใหม แลวเกิด secondary zoospores อีกได ในการขยายพันธุ
แบบใชเพศ เสนใยจะสราง oogonia และ antheridia ผสมกันไดเปน oospore งอกเปนเสนใยเจริญ
ตอไป และสามารถพักตัวหรืออยูขามฤดู หรือเจริญเปน vesicle เพ่ือกําเนิด zoospore วายน้ําเขา
ทําลายพืชไดตอไป การงอกของ oospore คลายกับการงอกของ sporangia ซ่ึงอุณหภูมิเปนปจจัย
สําคัญท่ีควบคุมการงอก ถาอุณหภูมิสูงกวา 18 องศาเซลเซียส สปอรจะงอกเปน germ tube หากต่ํา
กวา 10 - 18 องศาเซลเซียส จะสราง zoospores และเสนใยท่ีงอกเปนสปอรมีโอกาสสัมผัสกับพืช 
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เช้ือสามารถสราง pectinolytic enzymes เพ่ือยอย pectins, proteolytic enzymes ยอยสลาย 
protoplasts และ cellulolytic enzymes ยอย cell walls ใหเซลลพืชสลายตัวและยุบตัวลง จากการยอย
สลายของเอนไซม ทําใหเมล็ดและตนกลาพืชเนาและตาย กอนท่ีจะตรวจพบเสนใยของเช้ือราใน
เนื้อเยื่อพืช (จิระเดช, 2549; ศักดิ,์ 2537; สมศิร,ิ 2529; George, 1997) เช้ือรา P. aphanidermatum ถือ
เปนเช้ือราท่ีสําคัญท่ีสรางความเสียหายใหแกพืชผักหลายชนิด ตั้งแตระยะเริ่มแรกของการ
เจริญเติบโต (จิระเดช, 2549) เขาทําลายกลาพืชท่ีอุณหภูมิสูง 32-37 องศาเซลเซียส มีความกวางของ
เสนใย 2-8 ไมโครเมตร sporangia จะสรางเสนใยแบบ lobulate แตกกิ่งกานไมสมํ่าเสมอ vesicles มี
ลักษณะกลมและมีขนาดเล็กกวา zoospores สวน oogonia มีลักษณะกลมพ้ืนผิวเรียบขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 16-34 ไมโครเมตร antheridia สามารถเขาจับกับ oogonia แบบ intercalary และ 
hypogynous ไดเปน oospore ซ่ึงมีความกวาง 12-18 ไมโครเมตร (Thomas et al., 1998; Yong nian, 
1989) บาดแผลปรากฏใตดินและบริเวณลําตนเช่ือมติดกับผิวดินหรือโคนตนกลาพืช (Susan, 1992)  

 
ลักษณะการเขาทําลายของโรคเนาระดับดิน แบงออกเปน 2 ลักษณะตามอายุและระยะการ

เจริญเติบโตของพืช คือ  
 
1.  Pre- emergence damping-off  หรือ seed rot อาการของโรคเกิดเนื่องจากเช้ือสาเหตุ เขา

ทําลายเมล็ดหรือกลาพืชสวนท่ีอยูใตดินหรือระดับดิน หากดินนั้นมีเช้ือสาเหตุอยูและ
สภาพแวดลอมเหมาะสม เมล็ดจะออนนิ่ม เปล่ียนเปนสีน้ําตาล เห่ียวยนและเนา ถาเปนตนกลาออน
เซลลพืชจะถูกทําลายไดงาย เม่ือเช้ือราเขาทําลายทีสวน hypocotyl และยอด (plumule) จุดท่ีเช้ือเขา
ทําลายเกิดแผลชํ้าน้ําสีคอนขางดํา แผลขยายใหญขึ้น ทําใหตนออนเนาตายอยางรวดเร็ว จึงไมมีตน
กลาโผลเหนือดินใหเห็น  

 
2.  Post- emergence damping-off หรือ Seedling damping-off ตนออนท่ีโผลพนดินแลวถูก

เช้ือเขาทําลาย ปกติเช้ือจะเขาทําลายท่ีรากแตบางครั้งเขาทําลายลําตนหรือโคนตนกลาท่ีอยูระดับดิน
และใตดิน บริเวณท่ีเช้ือเขาทําลายเกิดเปนแผลฉ่ําน้ํา ขยายใหญขึ้นเปนรอยชํ้าสีน้ําตาลอยางรวดเรว็
รอบลําตน ตนกลาจะหักพับลงในขณะท่ีใบยอดยังเขียวอยู ตอมาสวนยอดจะเฉาและแหงตายคลาย
ถูกน้ํารอน ตนกลาในแปลงเพาะจะแหงตายเปนหยอมๆ โรคระบาดไดรวดเร็ว (สมศิร,ิ 2529 และ      
จิระเดช, 2549) 
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สาเหตุสําคัญของโรคเมล็ดเนาและโรคเนาระดับดินของพืชสวนใหญในประเทศไทยคือ 
Pythium aphanidermatum และ P. deliense อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเขาทําลายพืชอยูในชวง 25-
36 องศาเซลเซียส ความช้ืนสูง (Sinclair, 1982) 

  
การเกิดโรคกลาไหมของพืช เกิดจากการเขาทําลายของเช้ือรา Pythium aphanidermatum, 

P. myriotylum และ P. ultimum ในประเทศอเมริกาและตอนใตของประเทศแคนาดา ภายใตอุณหภูมิ
ท่ีสูงและเกิดความช้ืนในพ้ืนท่ีกวางใน 24-48 ช่ัวโมง สามารถทําใหเกิดความรุนแรงของโรคได 
(Couch, 1974) สวน zoospore ของเช้ือรา P. aphanidermatum เม่ือพักตัวจะสราง germ tube และ
สัมผัสกับเนื้อเยื่อพืชภายในระยะเวลา 30 นาที หลังจากปลูกเช้ือท่ีอุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส สวน
เสนใยจะสราง appressorium และเม่ือเสนใยเขาไปเจริญในเนื้อเยื่อพืช ขบวนการเกิดโรคในเสนใย
จะเกิดขึ้นในเวลาเทาๆกัน ไมวาจะเปนการปลูกเช้ือดวย zoospore หรือเสนใยท่ีเจริญแลวจะสามารถ
ทําใหพืชเกดิโรคไดรุนแรงกวา oospore และเช้ือราท่ีเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือเปนเวลานานๆ หลาย
เดือนจะลดความรุนแรงของโรคลง ถาเช้ือท่ีแยกไดจากตนพืชท่ีเปนโรคใหมๆ เม่ือนําไปปลูกเช้ือ
บนพืชจะกอใหเกิดอาการของโรคภายในเวลา 2-3 วัน (พงศเทพ, 2522; ภิญโญ, 2517) การเขา
ทําลายพืชของ oospore สามารถทําใหเกิดโรคเนาระดับดินของพืชแตงกวา 100 เปอรเซ็นต ถา
สูญเสียระดับของคารบอนภายใน oospore 25 เปอรเซ็นต โดยสูญเสียความสามารถในการทําใหเกิด
โรค (pathogenicity) ของ oospore เกิดขึ้นมากท่ีสุดถาในวัสดุปลูกมีระดับความสามารถในการใชน้ํา
ในพืช (water-saturated soil) เทากับ 0 Kpa และท่ี -1 Kpa นอกจากนี้ท่ีระดับ -10 Kpa oospore จะไม
สูญเสียความสามารถในการเกิดโรค (Mondal and Hyakumachi, 2000) 

 
การควบคุมโรคเนาระดับดิน (Damping-off) และเชื้อราสาเหตุโรค 
 
             1.  กอนปลูกควรปรับปรุงดินดวยปูนขาวถาดินเปนกรด และใสปุยอินทรีย 
 2.  ไมควรใสปุยวิทยาศาสตรใกลชิดโคนตน  
 3.  ควรปรับปรุงสภาพดินใหรวนซุย และไมมีน้ําขังแฉะ 

4.  กําจัดเช้ือราในแปลงเพาะกลา โดยใชไอน้ํารอนและสารเคมีควบคุมเช้ือรา metalaxyl 
หรือ mancozeb พนหรือราดลงดิน กอนหวานเมล็ดพืช 

5.  ทําลายตนพืชท่ีเปนโรค 
6. ใชจุลินทรียปฏิปกษในการควบคุมโรคเชน เช้ือรา Trichoderma spp., เช้ือรา 

Gliocladium sp. เช้ือแบคทีเรีย เชน Pseudomonas fluorescens และBacillus subtilis  
 (นิตยา, 2534 และจิระเดช, 2549) 
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การควบคุมโดยวิธีทางเคมี 
 

การปองกันและกําจัดโรคเนาระดับดินอาจทําการฉีดพนสารเคมีท่ีมีประสิทธิภาพ ไว
ปองกันกอนถึงฤดูกาลท่ีโรคจะระบาด หรือสภาพดินฟาอากาศเริ่มจะเหมาะสมตอการเกิดโรค ก็
สามารถชวยปองกันกําจัดโรคไดทัน (อนงค, 2536)  

 
Suhas et al. (1991) รายงานวาการใชสารเคมี fiutolanil รวมกับการใชสารเคมี metalaxyl 

เพ่ือใชควบคุมโรคเนาระดับดินท่ีเกิดจากการเขาทําลายของเช้ือ Rhizoctonia spp. และ Pythium spp. 
ดวยการแชเมล็ดแตงกวา สารเคมีติดไปกับผิวเมล็ด เปนการปองกันโรคกอนลงปลูกในแปลง ชวย
ใหเมล็ดแตงกวางอกและไมเปนโรค Hickman (1998) ทดลองนําตนแตงกวาปลูกลงดินท่ีผานการ
ฆาเช้ือดวยการตากแดด อบดวย methyl bromide และราดสาร metalaxyl พบวาสามารถปองกันการ
เกิดโรคเนาระดับดินของแตงกวาท่ีเกิดจากเช้ือรา P. aphanidermatum ได  

 
Locke et al. (1983) พบวาสารเคมี metalaxyl เม่ือนํามาคลุกเมล็ด snapbean (Phaseolus 

vulgalis) สามารถลดการเกิดโรคไหมท่ีเกิดจาก Pythium ultimum, P. aphanidermatum และ P. 
myriotylum ได สวนการคลุกเมล็ดมะเขือเทศกอนปลูกดวย ethazol กับ thiophanate methyl หรือ 
fenaminosulf รวมกับ magnesium silicate สามารถความคุมโรคเนา ซ่ึงเกิดจาก P. aphanidermatum 
ไดดี  

 
สําหรับในประเทศไทยการใช metalaxyl รวมกับ mancozeb และ captan คลุกเมล็ดพืชกอน

ปลูก สามารถควบคุมโรคพืชท่ีเกิดจาก Pythium spp. ได (Grisarapndha, 1987) การใช metalaxyl ให
ผลดีในการควบคุมโรคไหมท่ีเกิดจากเช้ือรา Pythium spp. ดังนั้นจึงมีการใชสารเคมีอยางตอเนื่อง
เปนระยะเวลานาน  ซ่ึง (Sanders et al., (1984;1987) พบวาการใช metalaxyl ติดตอกันเปนเวลา 3 ป 
ทําใหเช้ือรา Pythium spp. สาเหตุโรคไหมของหญิงท่ีปลูกในสนามกอลฟเกิดความตานทานขึ้น 

  
การเขาทําลายของโรคเนาระดับดินอาจทําใหประสิทธิภาพของรากพืชในการดูดซับปุยและ

แรธาตุอาหารลดลงจนกระทบตอความสมบูรณ แข็งแรงและการใหผลผลิตของพืช เช้ือรา Pythium 
spp. เปนสาเหตุท่ีทําใหปลายรากพืชถูกทําลาย เกษตรกรจึงไมสามารถเห็นลักษณะอาการของโรค
ได เกษตรกรสวนใหญจึงทุมเทการใชปุยเคมีเพ่ือพยายามฟนฟูสภาพตนพืชท่ีไมสมบูรณ ซ่ึงมักไม
ประสบความสําเร็จ เพราะพืชไมสามารถตอบสนองตอปุยได เนื่องจากระบบรากสวนใหญถูก
ทําลายโดยเช้ือโรคแลว การจัดการโรคพืชจึงเปนแนวทางท่ีสําคัญแนวทางหนึ่งท่ีจะชวยเพ่ิมผลผลิต
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ของพืชได การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีดวยการใชจุลินทรียปฏิปกษชวยปกปองระบบรากพืชจาก
การเขาทําลายของเช้ือโรค (จิระเดช, 2549) 

 
การควบคุมโดยชีววิธ ี
 

ในธรรมชาติมีปรากฏการณตามธรรมชาติท่ีส่ิงมีชีวิต โดยเฉพาะอยางยิ่งจุลินทรียปฏิปกษ 
(antagonistic microorganisms) จุลินทรียมีการดําเนินชีวิตและการสืบพันธุเพ่ือความอยูรอด 
เชนเดียวกับเช้ือสาเหตุโรคพืช จุลินทรียปฏิปกษบางชนิดเจริญอยูบนผิวพืชเพ่ือปกปองเช้ือโรคพืชท่ี
จะเขาทําลาย เชน เช้ือราหรือแบคทีเรียท่ีเจริญและตั้งรกรากอยูบนผิวรากพืชสามารถปองกันการเขา
ทําลายของเช้ือโรคพืชในดิน บางชนิดสามารถแพรกระจายอยูในดินเพ่ือทําลายสวนสืบพันธุหรือ
โครงสรางท่ีใชขยายพันธุ หรือเพ่ือความมีชีวิตอยูรอดของเช้ือโรคพืช ท้ังในรูปแบบปรสิต 
(parasite) หรือซาโปรโฟต (saprophyte) (จิระเดช และคณะ, 2546) เชน เพ็ญภัค (2552) แยก
แบคทีเรียจากรากผักกาดหอม 5 ชนิดท่ีปลูกในระบบไฮโดรโพนิกส ดวยวิธี tissue transplanting ได
แบคทีเรียท้ังหมด 96 ไอโซเลต เม่ือนําไปทดสอบการยับยั้งเช้ือรา Pythium aphanidermatum สาเหตุ
โรครากเนาของผักกาดหอมท่ีปลูกในระบบไฮโดรโพนิกส ดวยวิธี Dual culture พบแบคทีเรีย 11 
ไอโซเลต ยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum ในชวง 13.0-64.7 เปอรเซ็นต 
คัดเลือกแบคทีเรีย 5 ไอโซเลต ท่ีสามารถสรางเอนโดสปอร พัฒนาใหตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
rifampicin ท่ี 100 ppm โดยยังคงประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. 
aphanidermatum ในระยะกลาได และพบทุกไอโซเลตสามารถลดเปอรเซ็นตการเกิดโรครากเนา
ของผักกาดหอมกรีนคอส ในระดับโรงเรือนโดยไอโซเลต RO15 และ BH15 สามารถสงเสริมการ
เจริญเติบโตของผักกาดหอมซ่ึงปลูกในระบบท่ีไมมีเช้ือโรคได  

 
จุฑารัตน (2554) ไดคัดเลือกเช้ือรา 24 ไอโซเลต เช้ือแบคทีเรีย 15 ไอโซเลต และยีสต 8 ไอ

โซเลต จากจุลินทรียท่ีแยกไดจากผิวใบองุน 90 ไอโซเลต มาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการ
เจริญของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสขององุน ดวยวิธี Dual 
culture test พบวาเช้ือราสามารถสรางสารปฏิชีวนะเพ่ือยับยั้งการเจริญของเช้ือรา C. 
gloeosporioides ได 0-55.67 เปอรเซ็นต และทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียปฏิปกษ ดวยวิธี spot 
inoculation พบเช้ือแบคทีเรีย Bacillus spp. 6 ไอโซเลต มีประสิทธิภาพยับยั้งการเจริญของเช้ือรา C. 
gloeosporioides ได 41.64-64.15 เปอรเซ็นต และทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือราไตรโคเดอรมา 5 
สายพันธุ เช้ือแบคทีเรีย Bacillus spp. 6 ไอโซเลต และสายพันธุกลาย 6 ไอโซเลต เพ่ือควบคุมโรค
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แอนแทรคโนสบนผลองุน พบวาจุลินทรียปฏิปกษมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคผลเนา 
74.30-93.42 เปอรเซ็นต 

  
นพรัตน (2546) ศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือรา Gliocladium virens แยกไดจากดิน

ธรรมชาติ และรากพืช จํานวน 101 ไอโซเลต และสายพันธุกลายท่ีไดจากการชักนําดวยรังสี
อัลตราไวโอเลต จํานวน 18 ไอโซเลต เพ่ือใชในการควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคพืชดิน 4 ชนิด เช้ือรา 
Sclerotium rolfsii สาเหตุโรคเนาระดับดินของถ่ัวฝกยาว เช้ือรา Rhizoctonia solani สาเหตุโรคเนา
ระดับดินของกระเจี๊ยบเขียว เช้ือรา Pythium aphanidermatum สาเหตุโรคเนาระดับดินของคะนา 
และเช้ือรา Phytopthora parasitica สาเหตุโรครากเนาของกลาสมเขียวหวาน ทดสอบในระดับ
หองปฏิบัติการพบวาเช้ือรา G. virens isolate GV74 และ GV16M01 (สายพันธุกลาย) สามารถยับยั้ง
เช้ือโรคไดดีท้ัง 4 ชนิด โดยมีเปอรเซ็นตยับยั้งการเกิดโรคท้ัง 4 ชนิด ท่ี (72.95-100 เปอรเซ็นต) และ 
(76.63-97.47 เปอรเซ็นต) ตามลําดับ  สวนการทดสอบในเรือนปลูกพืชทดลอง ดวยวิธีการแชเมล็ด
พืช (จุมรากสมเขียวหวาน) ในสปอรแขวนลอยของเช้ือรา G. virens พบวาเช้ือรา G. virens isolate 
GV57 สามารถควบคุมโรคท่ีเกิดจากเช้ือรา S. rolfsii, R. solani และ P. parasitica เทียบเทากับการ
ใชสารเคมี carboxin (Vitavax 75 WP), metalaxyl (Metalaxyl 25 WP) และเช้ือรา Trichoderma 
harzianum สายพันธุ CB-PIN-01  

 
การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีโดยอาศัยจุลินทรียปฏิปกษท่ีมีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของ

เช้ือรา ในดินไดหลายชนิด เชน เช้ือรา Trichoderma spp., เช้ือรา Gliocladium sp. เช้ือแบคทีเรียเชน 
Pseudomonas fluorescens และ Bacillus subtilis ซ่ึงมีคณุสมบัติในการสรางสารปฏิชีวนะไดหลาย
ชนิด หรือมีกลไกตางๆ ท่ีขัดขวางกลไกท่ีกอใหเกิดความรุนแรงในการเกิดโรค ซ่ึงเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษหรือเช้ือรา Trichoderma  spp. มีกลไกควบคุมเช้ือสาเหตุโรค ดังนี ้(จิระเดช, 2549; นิพนธ,  
2553) 
 

- การสรางสารปฏิชีวนะ (Antibiosis)  
 
  จุลินทรียหลายชนิดผลิตสารปฏิชีวนะ (antibiotic compounds) ท่ีสามารถยับยั้งเช้ือโรคพืช

ได สารประกอบอาจเริ่มตั้งแตการผลิตไซยาไนด (HCN) ไปจนถึงเอนไซมตางๆจุลินทรียท่ีมี
บทบาทสําคัญในการผลิตสารปฏิชีวนะประกอบดวยเช้ือรา Trichoderma และ Gliocladium เช้ือ
แบคทีเรีย Bacillus และPseudomonas เปนตน เช้ือรา Trichoderma koningii  และ T. harzianum 
ควบคุมโรค (Damping-off) ของพืชซ่ึงเกิดจากเช้ือรา Pythium ultimum ดวยการคลุกเมล็ดกอนปลูก
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ลงดิน โดยเช้ือรา T. koningii  และ T. harzianum สงเสริมการงอกของเมล็ด ไดเทากับ 48% และ 
44% ตามลําดับ และ T. koningii  สรางสาร organic acids สวน T. harzianum สราง polysaccharides 
และpolyhydroxy alcohols ในปริมาณสูง ทําใหยับยั้งการงอกสปอรของเช้ือโรค (Nelson et al., 
1987) จากการศึกษาของ Intana el al. (2003) พบวา Trichoderma harzianum สายพันธุกลายท่ีถูกชัก
นําดวยรังสีอัลตราไวโอเลท (UV) สามารถสราง pentyl pyrone และ oxazole ท่ีตอตานการเจริญของ
เช้ือรา Pythium spp. และควบคุมโรคเนาระดับดินของแตงกวาได 

 
- การแขงขัน (Competition) 
 
  ความสามารถในการแขงขันกับเช้ือโรคนับเปนคุณสมบัติท่ีสําคัญอีกประการหนึ่งของ

จุลินทรียปฏิปกษ โดยสวนใหญจะพบการแขงขันกันระหวางเช้ือจุลินทรียปฏิปกษและเช้ือโรคพืช
โดยตรง บริเวณแผลท่ีเช้ือโรคเขาทําลาย (infection court) เพ่ือปองกันการรุกรานของเช้ือโรคพืช 
และบางกรณีพบการแขงขันใชอาหาร เพ่ือหยุดยั้งการเพ่ิมปริมาณ หรือการขยายพันธุและการ
สืบพันธุของเช้ือโรค รวมถึงเช้ือแบคทีเรียบางชนิด โดยเฉพาะอยางยิ่งเช้ือ Pseudomonads เขา
ครอบครองรากได และยังชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช Plant Growth Promoting 
Rhizobacteria หรือ (PGPR) นอกจากยับยั้งเช้ือโรคพืชไดแลวชวยทําใหการเจริญเติบโตของพืช 
เพ่ิมขึ้นในสภาพท่ีปราศจากเช้ือโรครบกวน 
 

การใชเช้ือแบคทีเรีย Enterobactor cloacae ในการยับยั้งการงอก sporangia ของเช้ือรา 
Pythium ultimum ซ่ึงเปนโรคเนาระดับดินของฝาย เนื่องจากการแกงแยง fatty acid ผลิตโดยเมล็ด
และรากของพืช ท้ังนี้เพราะการงอกของเช้ือรา P. ultimum ตองการ การกระตุนจาก linleic acid และ
สารท่ีขับจากเมล็ดฝาย ดังนั้นสายพันธุกลายของเช้ือแบคทีเรีย Enterobactor cloacae ถูกลดการใช 
fatty acid แทนสายพันธุเดิม ทําใหแบคทีเรียสายพันธุกลายไมสามารถใช linoleic acid จึงไม
สามารถยับยั้งการงอกของ sporangia ของเช้ือโรค (Van Dijk and Nelson, 2000) 

 
- การเปนปรสิต (Parasitism) 
 
  การเปนปรสิตตอเช้ือโรคพืชเปนกลไกท่ีจุลินทรียปฏิปกษใชในการยับยั้งโรคพืชใน

รูปแบบงาย เริ่มตั้งแตการสัมผัสหรือเจริญอยูแนบชิดกัน (attachment) ตามดวยการดูดซับธาตุ
อาหารจากเช้ือโรค จนถึงขั้นท่ีเสนใยเช้ือโรคพืชเกิดการเห่ียวสลาย (lysis) เชน เช้ือรา Trichoderma 
สามารถผลิตเอนไซมกลูคาเนส (β-1,3 และ β-1,4-glucanase) ซ่ึงเอนไซมเหลานี้มีผลในการยอย
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ผนังเซลลของเช้ือรา Pythium aphanidermatum และควบคุมโรคเนาระดับดินของแตงกวา (Intana, 
2003; Intana et al, 2003) Migheli et al. (1998) transform เช้ือรา T. longibrachiatum ดวย extra 
copies ของ egl1 gene ซ่ึงควบคุมการผลิต β-1,4 endoglucanase ปรากฏวา transformants ท่ีไดรับ
การสรางขึ้นหรือจากการชักนําใหแสดงบทบาทของเอนไซม ยับยั้งโรคไดดีกวาสายพันธุดั้งเดิม เม่ือ
ใชคลุกเมล็ดแตงกวาซ่ึงปลูกในดินท่ีมีเช้ือรา P. ultimum  

 
- การยับยั้งความรุนแรงของเช้ือโรค (Inhibition of virulence mechanism) 
 
  ปจจัยท่ีเกี่ยวของกับความรุนแรง (virulence factor) และความสามารถในการกอใหเกิด

โรค (pathogenicity) ของเช้ือโรคพืชมักเกี่ยวของกับการสรางสารพิษ (toxins) เชน การใชเช้ือรา 
Trichoderma harzianum สายพันธุ T39 ควบคุมเช้ือรา Botrytis cinerea ยับยั้งการงอกและการยืด
ยาวยาวของ germ tube ของโคนิเดียเช้ือรา B.cinerea ยังสามารถลดการสราง และลดกิจกรรมของ 
pectolytic enzyme ของเช้ือโรคเม่ือครบ 3 วัน หลังปลูกเช้ือชวยเพ่ิมการสะสมของผลิตผลจาก 
pectic enzyme เชน oligogalacturonides น้ําตาลเหลานี้กระตุนกลไกการปองกันตัวเองของพืชถ่ัวให
เกิดความรุนแรงของโรคชาลง (Zhang et al., 1996) 

 
- การชักนําใหเกิดความตานทานโรค (Induce disease resistance) 
 
  เปนกลไกท่ีปจจุบันกําลังมีผูใหความสนใจศึกษากันอยางแพรหลาย ท้ังนี้เนื่องจาก

เช้ือจุลินทรียไดแก เช้ือราหรือแบคทีเรียโดยเฉพาะพวกท่ีเคยเปนเช้ือโรค เม่ือนํามาทําใหเสีย
ความสามารถในการทําใหเกิดโรค (avirulent)ไปแลวสามารถชักนําหรือกระตุนใหพืชสรางความ
ตานทานตอการทําลายของเช้ือโรคได เชน การเกิดการกลายพันธุในยีนเดียวกันของเช้ือรา 
Colletotrichum magna สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพืชตระกูลแตง (cucurbit) จะไมกอใหเกิด
โรค แตจะเจริญอยูในพืช ชวยใหพืชทนตอการเขาทําลายของเช้ือโรคดั้งเดิม (wild type) ได หรือใน
กรณีของเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum สายพันธุไมรุนแรง (avirulent) สามารถชักนําให
พืชสราง tomatine แลวปลดปลอยออกมาท่ีบริเวณรากทําใหมะเขือเทศตานทานตอการเขาทําลาย
ของเช้ือแบคทีเรีย P. solanacearum สายพันธุดั้งเดิมได (Arwiyanto et al., 1994) 
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- การชักนําใหพืชตานทานตอเช้ือสาเหตุโรค (induction of resistance in plant) 
 
   การชักนําใหพืชตานทานตอเช้ือสาเหตุโรคไดรับความสนใจถึงความสามารถของเช้ือรา 
Trichoderma หรือผลิตผลของเช้ือรา Trichoderma ในการชักนําใหพืชตานทานโรคได ดวงใจ, 
(2548) ศึกษาโดยใชเช้ือรา Trichoderma harzianum ชักนําใหแตงกวาตานทานตอโรครากเนาสาเหตุ
เกิดจากเช้ือรา Pythium aphanidermatum โดยใชเทคนิคการแยกรากออกเปน 2 ดาน (split-
roottechnique) จากการนําแตงกวาแยกรากเปน 2 ดาน มากระตุนรากดานหนึ่งดวยการปลูกเช้ือรา T. 
harzianum และใสน้ํานิ่งฆาเช้ืออีกดานหนึ่งของแตงกวาตนเดียวกัน พบวาเม่ือกระตุนรากแตงกวา
ดานหนึ่งดวย T. harzianum สายพันธุ T-50 เปนเวลา 7 วัน กอนปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum ใน
รากแตงกวาดานหนึ่งของตนแตงกวาตนเดยีวกัน สามารถชักนําความตานทานโดยลดการเกิดโรค
เนาได 37.5 เปอรเซ็นต ลดจํานวนเช้ือรา P.aphanidermatum ในการเจริญครอบครองรากแตงกวา 
และมีคาน้ําหนักสดของรากและใบ ความสูงตน และความยาวรากของแตงกวาเพ่ิมมากขึ้น 
 
การใชจุลินทรียปฏิปกษควบคุมโรคเนาระดับดิน (Damping-off) 
 

จิระเดช และคณะ (2555) พบวาเช้ือรา Trichoderma harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 และ
เช้ือแบคทีเรีย Bacillus spp. มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเสนใยของเช้ือรา Pythium 
aphanidermatum สาเหตุโรคกลาเนายุบของขาวได 43.34-47.62%  และสามารถเจริญคลุมทับ
โคโลนีของเช้ือรา P. aphanidermatum ดวยอัตรา 1.02-1.11 ช่ัวโมงตอวัน ในขณะท่ีเช้ือแบคทีเรีย 
Bacillus spp. 8 สายพันธุ ใชในการทดสอบยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum ได 
1.85-5.55% คัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคกลาเนายุบของ
ขาวในระดับเรือนปลูกพืช ทดลองเปรียบเทียบกับเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 โดยแช
เมล็ดขาว 24 ช่ัวโมง กอนนําไปบม 18 ช่ัวโมง แลวจึงนําไปปลูกในดินท่ีมีเช้ือรา P. 
aphanidermatum พบวา กรรมวิธีท่ีใชเช้ือรา T. harzianum และเช้ือแบคทีเรยี Bacillus spp. สาย
พันธุ BB165 สามารถเจริญครอบครองผิวเมล็ดขาว เพ่ิมเปอรเซ็นตรอดตายจากโรคกลาเนายุบได
เม่ือกลาขาวอายุ 21 และ 30 วัน 

 
ประสิทธิภาพของชีวภัณฑแบคทีเรีย Bacillus spp. ควบคุมโรกรากเนาท่ีเกิดจากเช้ือ 

Pythium aphanidermatum ของผักกาดหอม ในระบบไฮโดรโพนิกส พบกรรมวิธีท่ีใชชีวภัณฑ
แบคทีเรีย Bacillus mycoides FL17 เกล็ดแปงสูตร 3 มีดัชนีการเกิดโรคต่ําท่ีสุด (25.17 เปอรเซ็นต) 
ขณะกรรมวิธีควบคุมท่ีมีการปลูกเช้ือรา P.aphanidermatum เกิดโรคสูงสุด (91.67 เปอรเซ็นต) จาก
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การใชชีวภัณฑแบคทีเรีย Bacillus mycoides FL17 เกล็ดแปงสูตร 3 20 กรัม (ไมบมเช้ือ) ตอ
สารละลายธาตุอาหาร 50 ลิตร มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคบนรากลดลงมากท่ีสุด (82.29 เปอรเซ็นต) 
เม่ือเทียบกับกรรมวิธีควบคุม ซ่ึงการใชชีวภัณฑทุกครั้งมีการเปล่ียนสารละลาย (ทุก 7 วัน) ชวยลด
การเกิดโรครากเนาได 61.39 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับกรรมวิธีควบคุมอีกท้ังยังสามารถสงเสริมการ
เจริญเติบโตของผักกาดหอมไดโดยมีน้ําหนักสดของตนผักกาดหอมเพ่ิมขึ้น 84.61 เปอรเซ็นต (จารุ
วรรณ, 2556) 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



อุปกรณและวิธีการ 
 

1.  การแยกเชื้อรา Pythium aphanidermatum จากลําตนแตงกวาและการพิสูจนโรค 
 
 1.1  การแยกเช้ือรา Pythium aphanidermatum จากลําตนแตงกวา 

 
        นําลําตนแตงกวาท่ีแสดงอาการของโรคเนาระดับดิน มาแยกเช้ือราสาเหตุโรคดวยวิธี 
Tissue transplanting method โดยตัดเปนช้ินขนาด 0.5 เซนติเมตร แลวกําจัดเช้ือท่ีปนเปอนท่ีผิวดวย 
การแชในสารละลาย 0.525% sodium hypochlorite เปนเวลา 5 นาที ลางดวยน้ํานึ่งฆาเช้ือ 2 ครั้ง ซับ
ใหแหงดวยกระดาษทิชชูนึ่งฆาเช้ือ จากนั้นนําไปวางบนอาหาร Modified BNPRA (Chamswarng et 
al., 1986) บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน เก็บเช้ือบริสุทธ์ิไวในหลอดอาหารเอียง potato 
dextrose agar (PDA) เพ่ือนําไปทดสอบตอไป  

 
 1.2  การพิสูจนโรค ตามวิธีของ Koch (Koch’s postulation)   

 
   เล้ียงเช้ือรา P. aphanidermatum บนอาหาร PDA เปนเวลา 3 วัน ตัดช้ินวุนเปน
ช้ินเล็กๆ แลวนําเช้ือไปปนดวยเครื่อง homoginizer รุน ULTRA-TURREXT 25 ในอัตรา 1 
จานอาหารเล้ียงเช้ือ (plate) ตอน้ํานึ่งฆาเช้ือ 800 มิลลิลิตร หยดเสนใยแขวนลอย (mycelia 
suspension) 1 มิลลิลิตร ของเช้ือรา P. aphanidermatum ลงในดินอบฆาเช้ือท่ีบรรจุอยูใน
กระถางขนาด 4 นิ้ว กอนปลูกดวยเมล็ดแตงกวาท่ีผานการฆาเช้ือท่ีผิวเมล็ดแลวดวย 10% 
sodium hypochlorite เปนเวลา 3 นาที ลางดวยน้ํานึ่งฆาเช้ือ 2 ครั้ง ซับใหแหงดวยกระดาษ
ทิชชูนึ่งฆาเช้ือ ตรวจดูอาการโรคและแยกเช้ืออีกครั้งกอนนําไปทดสอบ ศึกษาการเจริญของ
เช้ือรา P. aphanidermatum บนอาหารท่ีอายุ 24 ช่ัวโมงและศึกษาการเจริญของเสนใยอายุ 48 
ช่ัวโมง โดยจําแนกเช้ือรา P. aphanidermatum ดวยวิธี water culture ดวยการตัดช้ินวุน
อาหาร ท่ีมีเสนใยเจริญอยูขนาด 1×1 เซนติเมตร วางในจานเล้ียงเช้ือเปลาจานละ 3-4 ช้ิน ใส
น้ํานึ่งฆาเช้ือใหทวมช้ินวุน เปล่ียนน้ําทุกๆ 24 ช่ัวโมง เก็บไวท่ีมืดประมาณ 3 วัน นํามา
ตรวจดูลักษณะของเช้ือราใตกลองจุลทรรศน แลวจําแนกชนิดของเช้ือรา P. 
aphanidermatum โดยใช monograph ของ Plaats-Niterink (1981) 
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2.  การแยกเชื้อแบคทีเรียจากดินรอบรากและจากผิวใบแตงกวา 
 
 2.1  การแยกเช้ือแบคทีเรียจากดินรอบรากของแตงกวา 

 
   เก็บดินสวนท่ีติดอยูกับรากของแตงกวาจากแปลงปลูกใน ตําบลหวยขวาง อําเภอ
กําแพงแสน จังหวัดนครปฐม ท่ีไมมีการใชสารเคมีกําจัดศัตรูพืชและไมปรากฏอาการของโรค มา
แยกแบคทีเรียบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม ดวยวิธีการ Surface Soil Dilution Plate (SSDP) บน
อาหาร 3 ชนิด ไดแก nutrient glucose agar (NGA) King’s medium B (KB) และThornston’s 
medium (TH) เตรียมตัวอยางดินจากแปลงมาผ่ึงใหแหง บดและรอนผานตะแกรงใหละเอียด ช่ังดิน 
1 กรัม ใส flask ท่ีมีน้ํานึ่งฆาเช้ือ 9 มิลลิลิตร เขยา 30 นาที เพ่ือใหเช้ือหลุดออกจากดิน เจือจางดิน 
(Serial dilution) กอนใชปเปตดูดดินแขวนลอยท่ีระดับความเขมขนท่ีตองการ 0.1 มิลลิลิตร หยดลง
บนผิวหนาอาหาร ใชแทงแกวรูปตัว L ท่ีผานการฆาเช้ือแลวเกล่ียใหท่ัวผิวหนาอาหารบมเช้ือไวเปน
เวลา 24-72 ช่ัวโมง ยายเช้ือจุลินทรียท่ีเจริญบนอาหารไปแยกเช้ือใหไดเปน single colony หรือเช้ือ
บริสุทธ์ิแบคทีเรีย ใช loop ท่ีผานการฆาเช้ือแลวแตะโคโลนีเดี่ยว แลวนําไป streak บนอาหาร 
nutrient glucose agar (NGA)  แลวยายลงในหลอดอาหารเอียง (slant) NGA slant เก็บไวท่ี 10 องศา
เซลเซียส เพ่ือใชในการศึกษาตอไป 

 
2.2  การแยกเช้ือแบคทีเรียจากใบของแตงกวา 
 

2.2.1 วิธีการบดใบ 
 
       แยกเช้ือแบคทีเรียจากใบดวยการนําใบแตงกวามาลางดวยน้ํานึ่งฆาเช้ือ ตัดให
เปนช้ินเล็กๆ บดใบในโกรงใหละเอียด 1 กรัม ตอน้ํานึ่งฆาเช้ือ 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดวยเครื่อง 
vortex ทําใหเจือจาง ดูดสารแขวนลอย 0.1 มิลลิลิตร ไปหยดและเกล่ียใหท่ัวผิวหนาอาหารไดแก 
อาหาร Nutrient Glucose Agar (NGA), King’s medium B (KB) และThornston’s medium (TH) บม
เช้ือไวเปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง แยกเช้ือใหไดโคโลนีเดี่ยว หรือเช้ือบริสุทธ์ิ ยายลงในหลอดอาหาร
เอียง (slant) เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส 

 
 
 
 



 

19

             2.2.2  วิธีการลางใบ 
 
          นําใบแตงกวา 1 กรัม ลางดวยน้ํานึ่งฆาเช้ือ ตัดใหเปนช้ินเล็กๆ ใสลงในน้ํานึ่งฆาเช้ือ 9 

มิลลิลิตร เขยาโดยใช vortex mixture ทําใหเจือจาง นําไปหยดลงบนผิวอาหาร nutrient glucose agar 
(NGA), King’s medium B (KB) และThornston’s medium (TH) เกล่ียใหท่ัวผิวอาหาร บมเช้ือท่ี
อุณหภูมิหองเปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง แยกเช้ือบริสุทธ์ิและเก็บในหลอดอาหารเอียงท่ี 10 องศา
เซลเซียส 
 
3.  การเตรียมเชื้อจุลินทรียทดสอบ 
 

3.1  การเตรียมเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ 
 
        เตรียมแบคทีเรียปฏิปกษในรูปแบบเซลลแขวนลอย โดยเล้ียงแบคทีเรียบนอาหาร NGA 
เปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง ใช loop ฆาเช้ือดวยเปลวไฟกวาดเช้ือบนอาหาร ใสลงในน้ํานึ่งฆาเช้ือ 50 
มิลลิลิตร เขยาโดยใช vortex mixture ปรับเซลลแขวนลอยใหมีความเขมขน 108 หนวยโคโลนีตอ
มิลลิลิตร ดวยเครื่อง spectrophotometer วัดคาความทึบแสง optical density (O.D.) ความยาวคล่ืน 
600 นาโนเมตร เทากับ 0.2 (นิชากร, 2553)  
 

3.2  การเตรียมเสนใยแขวนลอยของเช้ือรา Pythium aphanidermatum  
 

       เล้ียงเช้ือรา P. aphanidermatum บนอาหาร PDA ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง 
ใชใบมีดฆาเช้ือตัดช้ินวุนในจานเล้ียงเช้ือผสมกับน้ํานึ่งฆาเช้ืออัตรา 1 จาน ตอ 800 มิลลิลิตร ปนให
ละเอียดดวยเครื่อง homoginizer เพ่ือใชเสนใยปนแขวนลอย (mycelial suspension) เปน inoculum 
ใสลงดินในกระถาง 

 
3.3  การเตรียมเช้ือรา Trichoderma harzianum สายพันธุ CB-Pin-01  

 
        เล้ียงหัวเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 บริสุทธ์ิชนิดผงแหง นําไปเพ่ิม
ปริมาณเช้ือบนปลายขาวสุกท่ีหุงดวยหมอหุงขาวไฟฟา อัตราขาว 3 สวนตอน้ํา 2 สวน ตักขาวเม่ือยัง
รอนใสถุงพลาสติกทนรอนขนาด 8×12 นิ้ว ประมาณ 250 กรัมตอถุง พับปากถุงรอใหขาวอุนจึงดูด
สปอรแขวนลอยของเช้ือราปริมาณ 2 มิลลิลิตร ใสลงในถุงขาวแลวรัดยางปดปากถุงใหแนน บีบขาว
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ในถุงและเขยาเบาๆ เพ่ือใหเช้ือกระจายท่ัวถุงขาว แลวใชปลายเข็มเจาะบริเวณปากถุงประมาณ 15-20 
ครั้งตอถุง กระจายขาวใหท่ัวถุงพลาสติก ดึงถุงขึ้นเพ่ือใหมีอากาศเขาไปในถุงและถุงพลาสติกไม
แนบติดกับขาวเพ่ือใหอากาศถายเทเหมาะกับการเจริญของเช้ือ กอนนําไปวางท่ีมีแสงสวาง ไมรอน
และไมถูกแสงแดด เม่ือครบ 2 วัน ขยําถุงขาวอีกครั้งเพ่ือใหเสนใยกระจายท่ัวท้ังถุง บมเช้ืออีก 4-5 
วัน จนไดเช้ือสดท่ีสรางสปอรสีเขียว (จิระเดช และ วรรณวิไล, 2545) ลางสปอรออกจากผิวเมล็ดขาว
จนไดน้ําสปอรสีเขียวเขม แลวกรองเอาน้ําสปอรดวยกระชอนหรือมุงไนลอนตาถ่ีในอัตราเช้ือสดบน
ขาว 1 กิโลกรัม ตอน้ํา 200 ลิตรกอนนําสปอรแขวนลอยท่ีไดไปแชเมล็ด 
 
 3.4  การผลิตชีวภัณฑเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษชนิดผง 
  

       เตรียมวัสดุอาหารสําหรับเช้ือแบคทีเรีย ประกอบดวยดินรวนผสมกับสารอาหาร เมล็ด
พืชบด ธัญพืชผง โปรตีนผง คลุกเคลาใหเขากัน ใสน้ําลงไปเล็กนอยใหความช้ืน แลวนําดินไปนึ่งฆา
เช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 30 นาที 2 ครั้ง แตละ
ครั้งหางกัน 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีเล้ียงในอาหาร NGB เปนเวลา 48 
ช่ัวโมง มาใสในดินผสมสารอาหารท่ีเตรียมไว โดยใชอัตราเช้ือ 10 มิลลิลิตรตอดินผสมสารอาหาร 
300 กรัม คลุกเคลาใหเขากันบมไว ณ อุณหภูมิหองเปนเวลา 48 ช่ัวโมง แลวนําไปผ่ึงลมใหแหง 
เพ่ือใหความช้ืนในผงดินลดลงจนมีคาไมเกิน 10 เปอรเซ็นต (วัดความช้ืนโดย Moisture meter 
จําหนายโดยบริษัท Sartorius) แลวนําไปทดลองตอไป 

 
4.  การทดสอบความสามารถของเชื้อแบคทีเรียในการเปนปฏิปกษตอเชื้อรา Pythium  
aphanidermatum ในระดับหองปฏิบัติการ 
 

ทดสอบเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจากดินรอบรากและจากผิวใบแตงกวาในการเปนปฏิปกษตอ
เช้ือรา Pythium  aphanidermatum บนอาหาร PDA ดวยวิธี dual culture โดยเล้ียงเช้ือรา   P. 
aphanidermatum บนอาหาร PDA เปนเวลา 3 วัน กอนตัดเช้ือราดวย cork borer ขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร นําไปวางลงบนอาหาร PDA ท่ีจุดศูนยกลางของจานเล้ียงเช้ือ ใชเข็มเขี่ยลน
ไฟฆาเช้ือแตะเซลลของแบคทีเรียท่ีมีอายุ 48 ช่ัวโมง มาปลูกบนอาหารท่ีมีเช้ือรา P. aphanidermatum 
ตรงขามกันในแนวกากบาท 4 จุด โดยเช้ือราสาเหตุโรคหางจากแบคทีเรียทดสอบ 3 เซนตเิมตร บม
เช้ือท่ีอุณหภูมิหอง บันทึกผลการทดลองโดยวัดความกวางของบริเวณท่ีเกิดการยับยั้ง (clear zone) 
และวัดรัศมีการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคท่ีออกมาจากจุดศูนยกลางทุกวัน เปรียบเทียบกับจาน
ควบคุมท่ีวางเช้ือรา P. aphanidermatum เพียงอยางเดียว กรรมวิธีละ 4 ซํ้า 
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คํานวณหาคาเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยของเช้ือโรค เปรียบเทียบขอมูลทาง
สถิติโดย Duncan,s New Multiple Range Test (DMRT) (P=0.05)  
 
 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือโรค = (R1-R2) x 100 
                                                                                R1 
 R1 คือ คาเฉล่ียของรัศมีของเสนใยเช้ือโรคในจานเล้ียงเช้ือในกรรมวิธีควบคุม 
 R2 คือ คาเฉล่ียของรัศมีของเสนใยเช้ือโรคในจานเล้ียงเช้ือในกรรมวิธีทดสอบ 
 

คัดเลือกเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพดีในการยับยั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคเพ่ือใชใน
การศึกษาตอไป 

 
5.  การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษบางชนิดที่ไดคัดเลือกแลว ในการควบคุมโรคเนา
ระดับดิน (Damping-off) ที่เกิดจากเชื้อรา Pythium aphanidermatum ในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง    
 

คัดเลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพยับยั้งการเจริญของเช้ือรา P. aphanidermatum จาก
วิธี dual culture test มาเตรียมใหอยูในรูปเซลลแขวนลอยความเขมขน 108 หนวยโคโลนีตอมิลลิลิตร  
นําเมล็ดแตงกวาพันธุลูกผสมพาวเวอร-ซี มากําจัดเช้ือท่ีผิวเมล็ดแตงกวาดวย 0.525% sodium 
hypochlorite เปนเวลา 3 นาที ลางดวยน้ํานึ่งฆาเช้ือ 2 ครั้ง ซับใหแหงดวยกระดาษทิชชูนึ่งฆาเช้ือ นํา
เมล็ดไปแชในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ สารเคมี metalaxy 35% SD (อัตราการใช
สารเคมี 7 กรัม ตอเมล็ดแตงกวา 1 กิโลกรัม) และสปอรแขวนลอยของเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ 
CB-Pin-01 (เตรียมจากการใชเช้ือสด 1 กิโลกรัม ตอน้ํา 200 ลิตร) เปนเวลา 15 นาที กอนปลูกลง     
ในกระถางท่ีมีดินอบฆาเช้ือ 350 กรัมตอกระถาง กระถางละ 5 เมล็ด โดยกลบเมล็ดแตงกวาลง         
ดินลึกประมาณ 0.5 เซนติเมตร เปนแนวกากบาท จากนั้นใสเสนใยแขวนลอยของเช้ือรา                  
P. aphanidermatum ท่ี 1 มิลลิลิตร ระหวางชองวางการปลูกเมล็ดโดยไมใหเช้ือสัมผัสกับเมล็ด
แตงกวาโดยตรง 
  

การทดลองประกอบดวย 17 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 3 ซํ้า ซํ้าละ 5 เมล็ด วางแผนการทดลอง
แบบ (Completrty Randommized Design, CRD)  
 
 กรรมวิธีท่ี 1 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในน้ําเปลา ไมปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum (-Py) 
 กรรมวิธีท่ี 2 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในน้ําเปลา ปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum (+Py) 
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 กรรมวิธีท่ี 3 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในสารเคมี metalaxyl 35% SD 
 กรรมวิธีท่ี 4 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในสปอรแขวนลอยของเช้ือรา T. harzianum CB-Pin-01 
ชนิดสด 
 กรรมวิธีท่ี 5 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-3 
 กรรมวิธีท่ี 6 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-8 
 กรรมวิธีท่ี 7 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-9 
 กรรมวิธีท่ี 8 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-15 
 กรรมวิธีท่ี 9 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-23 
 กรรมวิธีท่ี 10 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-32 
 กรรมวิธีท่ี 11 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-35 

กรรมวิธีท่ี 12 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-36 
 กรรมวิธีท่ี 13 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-38 
 กรรมวิธีท่ี 14 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-42 
 กรรมวิธีท่ี 15 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย LBN1-1 
 กรรมวิธีท่ี 16 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย LBN1-9 
 กรรมวิธีท่ี 17 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย LWN1-3 

 
5.1  บันทึกผลการเกิดโรคเนาระดับดิน (Damping-off)  

 
       ตรวจนับจํานวนตนกลาแตงกวาท่ีงอกหลังปลูก 7 วัน และจํานวนตนแตงกวารอดตาย

ท่ี 14 วัน หลังจากปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum  
 

5.2  ตรวจนับเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา Pythium aphanidermatum  
 

                    สุมรากแตงกวาหลังปลูกท่ี 14 วัน กรรมวิธีละ 3 ซํ้า ซํ้าละ 10 ช้ิน โดยนํารากแตงกวามา
ลางผานน้ําไหลใหสะอาด แชในสารละลาย 0.525% sodium hypochlorite เปนเวลา 5 นาที ลางดวย
น้ํานึ่งฆาเช้ือ 2 ครั้ง ซับรากใหแหงดวยกระดาษทิชชูนึ่งฆาเช้ือ ตัดรากยาวประมาณ 1 เซนติเมตร วาง
ลงบนอาหาร modified BNPRA เปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง ตรวจนับปริมาณการครอบครองรากของ
เช้ือรา P. aphanidermatum  
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5.3  ตรวจนับปริมาณเช้ือรา Pythium aphanidermatum ในดิน 
 

               สุมดินหลังจากการปลูกแตงกวาเปนเวลา 14 วัน กรรมวิธีละ 3 ซํ้า ตรวจนับปริมาณของ
เช้ือรา P. aphanidermatum ดวยวิธี Surface Soil Dilution Plate (SSDP) โดยช่ังดิน 1 กรัม ผสม 0.1 
% water agar (WA) 9 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex ตั้งท้ิงไวประมาณ 30 นาที กอน 
หยดดินแขวนลอยปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร บนอาหารเลี้ยงเชื้อ modified BNPRA ใชแทงแกวเกล่ียท่ัว
ผิวหนาอาหาร บมเช้ือท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง ลางผิวหนาอาหารดวยน้ําไหลเพ่ือเอา
ดินออกไปกอนตรวจนับปริมาณโคโลนีของเช้ือรา P. aphanidermatum เทียบเปนหนวยโคโลนีตอ
กรัม (cfu/g) 
 
6.  การพัฒนาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษใหตานทานสารปฏิชีวนะ 
 
 6.1  การทําเครื่องหมายใหแบคทีเรียตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
 
                    นําแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพ มาพัฒนาใหไดสายพันธุท่ีตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะ เพ่ือติดตามตรวจสอบปริมาณประชากรของแบคทีเรีย  โดยแตะเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไป 
streak บนอาหาร NGA ท่ีผสมสารปฏิชีวนะ rifampicin ความเขมขน 1 ppm บมท่ีอุณหภูมิหอง 24-
48 ช่ัวโมง นําเช้ือแบคทีเรียท่ีเจริญไดบนอาหาดังกลาว มา streak บนอาหาร NGA ท่ีผสมสาร
ปฏิชีวนะ rifampicin ท่ีความเขมขนเดิมซํ้าอีก 2-3 ครั้ง เพ่ือใหเกิดความคงตัว และเพ่ิมระดับความ
เขมขนของสารปฏิชีวนะขึ้นเปน 5 และ 10 ppm ตามลําดับ (จิรัสสา, 2547)  
 
 6.2  การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุกลายในการเปนปฏิปกษตอ
เช้ือราสาเหตุโรคดวยวิธี dual culture 
 

       นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายท่ีตานทานตอสารปฏิชีวนะ rifampicin ไปทดสอบ
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P.  aphanidermatum ในหองปฏิบัติการอีกครั้ง
ตามวิธีในขอ 4 และคัดเลือกเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพดใีนการยับยั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรค เพ่ือ
นําไปใชในการทดสอบในแปลงปลูกพืชตอไป 
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 6.3  การทดสอบประสิทธิภาพของสารกรอง (culture filtrate) ท่ีไดจากแบคทีเรียปฏิปกษ
สายพันธุกลาย 
 
 นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุกลายท่ีตานทานตอสารปฏิชีวนะ rifampicin และมี
ประสิทธิภาพดีในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือราสาเหตุโรคในหองปฏิบัติการมาเตรียมเปน
สารกรองโดยเล้ียงเช้ือแบคทีเรียบนอาหาร NGA เปนเวลา 48 ช่ัวโมง เติมน้ํานึ่งฆาเช้ือ 2 มิลลิลิตร/
จานเล้ียงเช้ือ จากนั้นกวาดเซลลแบคทีเรียใสลงในอาหาร nutrient glucose broth (NGB) ในอัตรา
แบคทีเรีย 1 มิลลิลิตรตอ NGB 100 มิลลิลิตร นําไปเขยาบนเครื่อง shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาที 
เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปปรับใหมีความเขมขน 108 CFU/ml โดยการวัดคาการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ใหมีคาเทากับ 0.2 (OD 600 = 0.2) นําเซลลแขวนลอยของเช้ือ
แบคทีเรียท่ีเล้ียงในอาหาร NGB ไปปนเหวี่ยงดวยเครื่อง Ultra Centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 10,000 
rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที นําของเหลวท่ีไดไปกรองผาน membrane filter ท่ีมี 
ขนาดชอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บสารกรองไวในตูเย็นอุณหภูมิ 5-8 องศาเซลเซียสจนกวาจะทดสอบ 
(พราวมาส, 2550)  
 

นําสารกรองท่ีไดมาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือราสาเหตุ
โรคดวยวิธี paper disc method โดยตัดเช้ือราสาเหตุโรคดวย cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 
มิลลิเมตร นําไปวางไวท่ีจุดศูนยกลางของจานเล้ียงเช้ือ PDA จากนั้นนําช้ินกระดาษกรองท่ีตัดเปน
แผนกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตรและผานการนึ่งฆาเช้ือแลว วางบนจานอาหารท่ี
เล้ียงเช้ือราสาเหตุโรคไวแลว 4 จุด ตรงขามกันในแนวกากบาท แตละจุดหางจากเช้ือราสาเหตุโรค 3 
เซนติเมตร หยดสารกรองปริมาตร 0.03 มิลลิลิตรลงบนแผนกระดาษกรอง บันทึกผลการทดลอง 
โดยวัดรัศมีการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคท่ีออกมาจากจุดศูนยกลางทุกวันเปนเวลา 3 วัน คํานวณคา
เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเช้ือโรคเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม (control) หรือวดัความ
กวางของบริเวณท่ีเกิดการยับยั้ง (clear zone)  

 
 6.4  การทดสอบแกรมของแบคทีเรียปฏิปกษท่ีผานการคัดเลือก 
 

               นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีผานการคัดเลือกมาทดสอบแกรมของแบคทีเรีย โดยเล้ียง
เช้ือแบคทีเรียในอาหาร NGA ศึกษาดูลักษณะ รูปราง การสรางสปอรของเช้ือแบคทีเรียภายใตกลอง
จุลทรรศน ทดสอบแกรมดวย 3 % KOH และการยอมสี (Suslow, 1982)  
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7.  การทดสอบความสามารถของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายที่ไดคัดเลือกแลว ในการควบคุม
โรคเนาระดับดิน (Damping-off) ที่เกิดจากเชื้อรา Pythium aphanidermatum ในสภาพแปลงปลูก
พืช  
 

นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายท่ีมีประสิทธิภาพในการเปนปฏิปกษตอเช้ือรา P. 
aphanidermatum และเช้ือรา Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum ท้ังหมด 3 ไอโซเลต คือ 
M3-SDN-9 M5-SDN-23 และM5-LBN1-5 ในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง ซ่ึงมีการทําเครือ่งหมาย
ติดตาม (ตามวิธีการในขอ 6) มาทดสอบในสภาพแปลงปลูกพืช นําเมล็ดแตงกวาพันธุลูกผสมพาว
เวอร-ซี มากําจัดเช้ือท่ีผิวเมล็ดแตงกวาดวย 0.525% sodium hypochlorite เปนเวลา 3 นาที ลางดวย
น้ํานึ่งฆาเช้ือ 2 ครั้ง ซับใหแหงดวยกระดาษทิชชูนึ่งฆาเช้ือ นําเมล็ดไปแชในเซลลแขวนลอยของเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษ สารเคมี metalaxy 35% SD (อัตราการใชสารเคมี 7 กรัม ตอเมล็ดแตงกวา 1 
กิโลกรัม) และสปอรแขวนลอยของเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 (เตรียมจากการใชเช้ือ
สด 1 กิโลกรัม ตอน้ํา 200 ลิตร) เปนเวลา 15 นาที กอนนําไปปลูกลงในแปลงทดลองส่ีเหล่ียมขนาด
ความกวาง 100 เซนติเมตร ยาว 500 เซนติเมตร โดยกลบเมล็ดแตงกวาลงดินลึกประมาณ 0.5 
เซนติเมตร หลุมละ 1 เมล็ด ปลูกแปลงละ 10 เมล็ด ในแตละหลุมหางกันขนาดความกวาง 70 
เซนติเมตร ยาว 100 เซนติเมตร โดยทุกกรรมวิธีไมปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum (-Py) 
 

การทดลองประกอบดวย 6 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 3 ซํ้าๆ ละ 3 แปลง แปลงละ 10 เมล็ด วาง
แผนการทดลองแบบสมบูรณ (Randomized complete block design, RCB)  
 
 กรรมวิธีท่ี 1 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในน้ําเปลา โดยไมปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum (-Py) 
 กรรมวิธีท่ี 2 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในสารเคมี metalaxyl 35% SD 
 กรรมวิธีท่ี 3 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในสปอรแขวนลอยของเช้ือรา T. harzianum CB-Pin-01 
ชนิดสด 
 กรรมวิธีท่ี 4 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย
ชนิดผงสายพันธุ SDN-9 
 กรรมวิธีท่ี 5 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย
ชนิดผงสายพันธุ SDN-23 
 กรรมวิธีท่ี 6 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย
ชนิดผงสายพันธุ LBN1-5 
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 7.1  บันทึกผลการเกิดโรคเนาระดับดิน (Damping-off)  
 
       ตรวจนับจํานวนตนกลาแตงกวาท่ีงอกหลังปลูก 7 วัน และตรวจนับจํานวนตนแตงกวา

รอดตายท่ี 14 และ 28 วัน หลังจากปลูกเมล็ดแตงกวาในแปลงปลูก  
 
       แยกเช้ือรา Pythium sp และเช้ือราสาเหตุโรคอ่ืน จากเมล็ดแตงกวาท่ีไมงอก ท่ีมีอายุ 14 

วัน ดวยการกําจัดเช้ือบนผิวเมล็ดดวยโซเดียมไฮโปคลอไรท 0.525 เปอรเซ็นต 2-3 นาที ลางดวยน้ํา
นึ่งฆาเช้ือ 2 ครั้ง ซับใหแหงดวยกระดาษทิชชูนึ่งฆาเช้ือ นําเมล็ดตรวจสอบบนอาหาร PDA บมไวท่ี
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง ตรวจดูชนิดของเช้ือราสาเหตุโรคบนเมล็ดแตงกวา  
คํานวณเปอรเซ็นตเมล็ดท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. และเช้ือราสาเหตุโรคอ่ืน ดังสูตร 
 
เปอรเซ็นตท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. =  จํานวนเมล็ดท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. (กรรมวิธี) x 100 
                                                                  จํานวนเมล็ดท้ังหมดท่ีไมงอก (กรรมวิธี) 
 

คํานวณเปอรเซ็นตการเกิดโรค (Disease incidence) เม่ือตนแตงกวาอายุ 28 วัน ตามวิธีการ
ของ (Cubeta and Echandi, 1991)  
เปอรเซ็นตการเกิดโรค (Disease incidence) ดังสูตร 
 
เปอรเซ็นต Disease incidence =   จํานวนตนท้ังหมดท่ีเกิดโรค (ซํ้า)  x 100 

                                 จํานวนตนท้ังหมดท่ีไมเกิดโรค (ซํ้า) 
 

7.2  ตรวจนับเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา Pythium aphanidermatum เช้ือ
รา Trichoderma harzianum CB-Pin-01 และแบคทีเรียปฏิปกษบนรากแตงกวา 
 

       สุมรากแตงกวาหลังปลูกท่ี 28 วัน กรรมวิธีละ 4 ซํ้า ซํ้าละ 50 ช้ิน โดยนํารากแตงมาลาง
ผานน้ําไหลใหสะอาด แชในสารละลาย 0.525% sodium hypochlorite เปนเวลา 5 นาที ลางดวยน้ํา
นึ่งฆาเช้ือ 2 ครั้ง ซับรากใหแหงดวยกระดาษทิชชูนึ่งฆาเช้ือ ตัดรากยาวประมาณ 1 เซนติเมตร วาง
บนอาหารเล้ียงเช้ือ modified BNPRA สําหรบัเช้ือรา P. aphanidermatum บนอาหารNGA ผสมสาร
ปฏิชีวนะ rifampicin ความเขมขน 10 ppm สําหรับเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษและMartin’s medium 
สําหรับเช้ือรา T. harzianum CB-Pin-01 บมไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง ตรวจนับ
ปริมาณการครอบครองราก  
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7.3  การตรวจนับปริมาณเช้ือรา Pythium aphanidermatum เช้ือรา Trichoderma 
harzianum CB-Pin-01 และแบคทีเรียปฏิปกษในดิน 
 
        สุมดินในแปลงปลูก 28 วัน กรรมวิธีละ 4 ซํ้า ซํ้าละ 5 ตัวอยาง ตรวจนับปริมาณของเช้ือ
รา P. aphanidermatum ดวยวิธี Surface Soil Dilution Plate (SSDP) โดยช่ังดิน 1 กรัม ผสม 0.1 % 
water agar (WA.) 9 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex ปลอยไวประมาณ 30 นาที กอน หยด
ดินแขวนลอยปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร บนอาหารเล้ียงเช้ือ modified BNPRA สําหรับเช้ือรา P. 
aphanidermatum และช่ังดิน 1 กรัม ผสมน้ํานึ่งฆาเช้ือ 9 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน หยดดินแขวนลอย
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร บนอาหาร NGA ผสมสารปฏิชีวนะ rifampicin ความเขมขน 10 ppm สําหรับเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย และ Martin’s medium สําหรับเช้ือรา T. harzianum บมไวท่ี
อุณหภูมิหองเปนเวลา 24-72 ช่ัวโมงใชแทงแกวเกล่ียท่ัวผิวหนาอาหาร บมเช้ือท่ีอุณหภูมิหองเปน
เวลา 24-72 ช่ัวโมง นับปริมาณโคโลนีของเช้ือรา P. aphanidermatum เทียบเปนหนวยโคโลนีตอ
กรัม (cfu/g) 
 

7.4  ช่ังน้ําหนักผลผลิตของตนแตงกวา 
 
การวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ
 
 วิเคราะหผลการทดลองท่ีไดท้ังหมด และเปรียบเทียบคาเฉล่ียจากการทดลอง โดยทดสอบ
ความแตกตางของคาเฉล่ียดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ท่ีระดับนัยสําคัญ 
0.05 ดวยโปรแกรม SPSS for Windows V. 11.5 ตามแผนการทดลองแบบ CRD ซ่ึงการทดลองใน
สภาพเรือนปลูกพืชทดลอง และแผนการทดลองแบบ RCB ในสภาพแปลงปลูกพืช 
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สถานที่ทําการทดลอง 
 

หองปฏิบัติการควบคุมโรคพืชโดยชีวภาพ เรือนปลูกพืชทดลองและแปลงปลูกพืชทดลอง 
ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตรกําแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวัด
นครปฐม 
  

ระยะเวลาที่ทําการทดลอง 
 

 ดําเนินการทดลองระหวางเดือน พฤษภาคม พ.ศ.2554-พฤษภาคม พ.ศ.2557 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

 



ผลและวิจารณ 
 

1.  การแยกเชื้อรา Pythium  aphanidermatum จากลําตนแตงกวาและการพิสูจนโรค 
 

จากการแยกเช้ือราสาเหตุโรคเนาระดับดินของลําตนแตงกวา ท่ีมีลักษณะเปนแผลฉ่ําน้ํา 
บริเวณโคนตน โดยวิธี tissue transplanting method บนอาหาร Modified BNPRA พบวามีเช้ือเจริญ
ออกมาจากโคนตนท่ีหักพับลงในขณะท่ีใบยังเขียวอยู เสนใยมีลักษณะสีขาว ฟู เจริญไดเร็วเตม็จาน
เล้ียงเช้ือภายใน 48 ช่ัวโมง (ภาพท่ี 1-A) ในสภาพแวดลอมมีความช้ืนสูงโคนตนแสดงอาการเนาเปน
แผลสีน้ําตาล และพบเสนใยสีขาวเจริญอยูบริเวณลําตนและใบท่ีติดกับวัสดุปลูก (ภาพท่ี 1-B) เม่ือ
ตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน พบวาเสนใยมีลักษณะใส แตกแขนงไดดี ไมมีผนังกั้นตามขวาง
ภายในของเสนใย สราง sporangium (ภาพท่ี 1-C) แบบ lobate และสราง oospore แบบ pleortic จาก
ลักษณะดังกลาวเปรียบเทียบกับลักษณะในคูมือของ Plaats-Niterink (1981) เช้ือราท่ีแยกไดเปน  P. 
aphanidermatum (ภาพท่ี 1-D) 
 

จากการนําเช้ือราท่ีแยกไดไปพิสูจนการเกิดโรค ตามวิธีการของ Koch’s postulation โดย
การปลูกเมล็ดแตงกวาพันธุลูกผสมพาวเวอร-ซี ลงดินลึกประมาณ 0.5 เซนติเมตรลงในกระถางท่ีมี
ดินอบฆาเช้ือ กลบเมล็ดแตงกวากอนใสเสนใยแขวนลอยของเช้ือรา P. aphanidermatum ลงไป 
พบวาหลังจากปลูกเช้ือโรคเปนเวลา 7-14 วัน ตนกลาแตงกวาเกิดแผลฉ่ําน้ํา บริเวณโคนตนและหัก
พับลง เม่ือดึงรากขึ้นมาพบวารากเปนสีน้ําตาลดํา เนาเปอย และเม่ือนําโคนตนท่ีแสดงอาการของ
โรคมาแยกเช้ือซํ้าอีกครั้งบนอาหาร Modified BNPRA พบวามีเสนใยของเช้ือรา P. 
aphanidermatum เจริญออกมาจากโคนตนท่ีแสดงอาการ มีลักษณะเชนเดียวกันกับเช้ือราท่ีไดปลูก
เช้ือลงไป  
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ภาพที่ 1  ลักษณะอาการโรคเนาระดับดินและลักษณะเสนใยและสปอรของเช้ือรา  Pythium 
                aphanidermatum 
                A.  เสนใยเช้ือรา  P. aphanidermatum 
   B.  เสนใยสีขาวเจริญอยูบริเวณลําตนและใบท่ีติดกับวัสดุปลูก 
   C.  รูปรางของsporangium ของเช้ือรา  P. aphanidermatum 
   D.  การเขาจับกันของ antheridia (1) กับ oogonia (2) 
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C D 
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2.  การแยกเชื้อแบคทีเรียจากดินรอบราก (root zone soil) และจากใบของแตงกวา 

 
 จากการแยกเช้ือแบคทีเรียจากดินรอบราก ดวยวิธี Surface Soil Dilution Plate (SSDP) บน
อาหารเล้ียงเช้ือ 3 ชนิด ไดแก nutrient glucose agar (NGA), King’s medium B (KB) และ
Thornston’s medium (TH) แบคทีเรียจากดินรอบรากท้ังหมด 56 ไอโซเลต และใบของแตงกวา
ท้ังหมด 56 ไอโซเลต จากอาหารเล้ียงเช้ือ 3 ชนิด คือ nutrient glucose agar (NGA), King’s medium 
B (KB) และThornston’s medium (TH) จากตารางท่ี 1 พบแบคทีเรียจากดินรอบรากและจากใบของ
แตงกวาไดรวมท้ังหมด 112 ไอโซเลต โดยการแยกจากดินรอบรากบนอาหาร NGA, KB และ TH 
พบแบคทีเรีย 36 13 และ7 ไอโซเลต ตามลําดับ สวนการแยกจากใบแตงกวาบนอาหาร NGA, KB 
และTH พบแบคทีเรีย 27 18 และ11 ไอโซเลต ตามลําดับ สาเหตุท่ีแยกแบคทีเรียจากดินรอบรากและ
จากใบพืช ดวยเหตุผลท่ีคาดวาจะไดพบจุลินทรียปฏิปกษบางชนิดซ่ึงเจริญอยูบนผิวพืชเพ่ือทําหนาท่ี
ปกปองเช้ือโรคพืชท่ีจะเขาทําลาย เชน เช้ือราหรือแบคทีเรียท่ีเจริญและตั้งรกรากอยูบนผิวรากพืช
สามารถปองกันการเขาทําลายของเช้ือโรคพืชในดินบางชนิดและเจรญิแพรกระจายอยูในดินเพ่ือ
ทําลายสวนสืบพันธุหรือโครงสรางท่ีใชขยายพันธุของเช้ือโรคในดิน (จิระเดช และคณะ, 2546) 
เชนเดียวกับท่ี Paulitz et al. (1992) ไดแยกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษบริเวณรอบรากแตงกวามาทดสอบ
การยับยั้งการเจริญของเสนใยและการงอก  zoospore ของเช้ือรา P. aphanidermatum โดยพบ 93 ไอ
โซเลต ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum ได และอีก 35 ไอโซเลต ลด
การงอกของ zoospore ได ซ่ึงทําใหเปอรเซ็นตการงอกของ zoospore ต่ํากวากรรมวิธีควบคุมถึง 50 
เปอรเซ็นต  
 

เช้ือจุลินทรียปฏิปกษท่ีแยกจากดินหรือจากใบพืชอาจพบ แตกตางกันไปตาม
สภาพแวดลอม โดยเฉพาะการแยกเช้ือจากดินซ่ึงเปนแหลงท่ีพบจุลินทรียไดมากมายหลายชนิด 
อาหารท่ีนํามาใชในการแยกเช้ือจึงควรเปนอาหารจําเพาะ (วิชัย, 2549) ท่ีมีคุณสมบัติสามารถ
คัดเลือกเช้ือท่ีเราตองการใหเจริญได แตเช้ืออ่ืนเจริญเติบโตไมได หรือเจริญไดนอย หรือทําใหเรา
สามารถแยกเช้ือตางชนิดกันออกจากกันได โดยอาศัยคุณสมบัติบางประการ (นิพนธ, 2533) การ
แยกแบคทีเรียในครั้งนีจ้ึงเลือกใชอาหารท่ีมีความจําเพาะหรือเปนอาหารท่ีมีความสามารถแยกเช้ือ
ตางชนิดกันออกจากกันได เชน บนอาหาร King’s medium B (KB) แยกได 31 ไอโซเลต ซ่ึงมี
โอกาสเปนจุลินทรียปฏิปกษในกลุมเช้ือ Pseudomonas spp. วิชัย (2549) กลาววา อาหารเล้ียงเช้ือ 
King’s medium B (KB) เปนอาหารท่ีเหมาะสมในการแยกเช้ือ Pseudomonas spp. บางกลุมสราง
เม็ดสี ดูจากสารเรืองแสงท่ีสรางและละลายอยูในอาหารนี้ เม่ือภายใตแสงอุลตราไวโอเลต Rankin 
and Paulitz (1994) กลาววาเช้ือ P. fluorescens และ P. corrugata ลดการงอกและการเคล่ือนท่ีของ 
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zoospore ของเช้ือรา Pythium sp. ท่ีทําใหเกิดโรครากเนาของแตงกวาในระบบการปลูกพืชแบบ
ไฮโดรโพนิกสได 

 
ตารางที่ 1  จํานวนไอโซเลตของเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจากดินรอบรากและใบของแตงกวา 
                  เม่ือแยกเช้ือดวยวิธี Surface Soil Dilution Plate ดวยการใชอาหารแยกเช้ือ 
                  3 ชนิด ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง 
 

 
ชนิดอาหารเล้ียงเช้ือ 

จํานวนไอโซเลตของเช้ือแบคทีเรีย 
แยกเช้ือจากดิน1/ แยกเช้ือจากใบ2/ 

   NGA3/ 36 27 
KB4/ 13 18 
TH5/  7 11 
Total 56 56 

 
1/  เก็บดินรอบรากของแตงกวาแยกเช้ือบนอาหาร 3 ชนิด ไดแก nutrient glucose agar (NGA)  
    King’s medium B (KB) และ Thornston’s medium (TH) 
2/  เก็บใบแตงกวาแยกเช้ือบนอาหาร 3 ชนิดไดแก nutrient glucose agar (NGA) King’s medium B  
    (KB) และ Thornston’s medium (TH)  
 3 /  NGA = nutrient glucose agar 
 4/  KB = King’s medium B 
 5   TH = Thornston’s medium 
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3.  การทดสอบความสามารถของเชื้อแบคทีเรียในการเปนปฏิปกษตอ เชื้อรา Pythium 
aphanidermatum ในระดับหองปฏิบัติการ 
 
 จากการทดสอบประสิทธิภาพเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกได 112 ไอโซเลต จากดินรอบราก 56 ไอ
โซเลต และจากใบแตงกวา 56 ไอโซเลต ในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. 
aphanidermatum ดวยวิธี dual culture test บนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ในระดับหองปฏิบัติการ (วิธีการ
ตาม  4) จึงไดเลือกเช้ือทดสอบจํานวน 61 ไอโซเลตท่ีมีแนวโนมวาจะยับยั้งเช้ือราสาเหตุโรคได ดวย
การสังเกตวาเช้ือราสาเหตุโรคมีการยุบตัว หรือไมสามารถเจริญคลุมทับไปบนโคโลนีของเช้ือ
ทดสอบได นํามาทดสอบอีกครั้ง พบวาแตละไอโซเลตของเช้ือทดสอบมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง
การเจริญของเสนใยแตกตางกันโดยสามารถแบงออกเปน 3 กลุมคือ กลุมท่ีมีเปอรเซ็นตยับยั้งการ
เจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum ในชวง 0-20 , 21-40 และ 41-60 พบแบคทีเรียจํานวน 
49 7 และ 5 ไอโซเลต ตามลําดับ (ตารางท่ี 2) 
 

จากการทดสอบความเปนปฏิปกษโดยการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. 
aphanidermatum สาเหตุโรคเนาระดับดินของตนกลาแตงกวาดวยวิธี dual culture test บนอาหาร
เล้ียงเช้ือ PDA เปนเวลา 3 วัน พบแบคทีเรีย 13 ไอโซเลต ท่ีมีแนวโนมยับยั้งเช้ือสาเหตุโรคไดดวย
การสังเกตวาเช้ือสาเหตุโรคยุบตัว หรือไมสามารถเจริญคลุมทับไปบนโคโลนีของเช้ือทดสอบได 
โดยมีประสิทธิภาพยับยั้งการเจริญของเช้ือรา P. aphanidermatum ได 13.75-55.28 เปอรเซ็นต โดย
ไอโซเลตท่ีมีเปอรเซ็นตยบัยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum ไดดีท่ีสุด คือ LBN1-9, 
SDN-23 และ SDN-3 ท่ีมีเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือราเทากับ 55.28, 51.38 และ 
50.79 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และไอโซเลตท่ีมีความกวางของบริเวณท่ีเกิดการยับยั้ง (clear zone) คือ 
SDN-32, SDN-36, SDN-35 และ LBN1-9 โดยมีความกวางของบริเวณท่ีเกิดการยับยั้งเทากับ 0.44,  
0.18, 1.19 และ 1.66 เซนติเมตร ตามลําดับ ไอโซเลต SDN-3, SDN-23 และ LBN1-9 สามารถยับยั้ง
การเจริญเสนใยของเช้ือรา P. aphanidermatum ไดดี เม่ือเปรียบเทียบกรรมวิธีควบคุมอยางมี
นัยสําคัญทางสถิต ิ(ตารางท่ี 3) โดยท่ีเสนใยของเช้ือสาเหตุโรคยุบตัวหรือไมสามารถเจรญิคลุมทับ
ไปบนโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียทดสอบได เชนเดียวกับท่ี จิรัสสา (2546) ไดคัดเลือกแบคทีเรีย 24 
ไอโซเลตจากท้ังหมด 210 ไอโซเลต โดยอาศัยการท่ีแบคทีเรียสรางสารปฏิชีวนะออกมายับยั้งการ
เจริญของเสนใยเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides และ C. capsici ทําใหเกิด inhibition zone 
หรือ clear zone บนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA  ในขณะท่ี วราภรณ (2545) ไดคัดเลือกแบคทีเรียท่ียับยั้ง
การเจริญของเสนใยเช้ือรา Alternaria brasicicola 2 รูปแบบ คือการสรางปฏิชีวนะสารออกมายับยั้ง
การเจริญทําใหเกิด inhibition zone หรือ clear zone และแบคทีเรียท่ีมีการเจริญอยางรวดเร็วทําใหเช้ือ 
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A. brassicicola เจริญไดนอย และการคัดเลือกสายพันธุเช้ือจุลินทรียปฏิปกษเพ่ือทดสอบการ
ควบคุมโรคบนผลองุน ไดอาศัยหลักเกณฑการยับยั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุโรค และความกวาง
ของบริเวณยับยั้งเชนกัน (จุฑารัตน, 2554) 

 
ตารางที่ 2  ไอโซเลตของเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจากดินรอบรากและใบของแตงกวา 
                  ในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา Pythium aphanidermatum ดวยวิธี dual culture  
                  test บนอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar (PDA) ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน 
 

เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ
ของเสนใยเช้ือรา P. 
aphanidermatum 1/ 

 
ไอโซเลต (จํานวนไอโซเลต) 

0-20 SDN-1, SDN-2, SDN-4, SDN-5, SDN-6, SDN-7, SDN-10, 
SDN-11, SDN-12, SDN-13, SDN-14, SDN-16, SDN-17, 
SDN-18, SDN-20, SDN-21, SDN-22, SDN-24, SDN-25, 
SDN-26, SDN-27, SDN-28, SDN-29, SDN-30, SDN-31, 
SDN-33, SDN-34, SDN-37, SDN-40, SDN-41, SDN 42, 
LWN1-1, LWN1-2, LWN1-4, LWN1-5, LWN2-1, LWN2-5, 
LBN1-2, LBN1-3, LBN1-4, LBN1-6, LBN1-7, LBN1-8, 
LBN1-10, LBN2-1, LBN2-2, LBN2-3, LBN2-4, LBN2-5 
Total = 49 

21-40 SDN-8, SDN-9, SDN-32, SDN-35, SDN-36, SDN-38, 
LWN1-3 
Total = 7 

41-60 SDN-3, SDN-15, SDN-23, LBN1-9, LBN1-1 
Total = 5 

 
1/ เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใย P. aphanidermatum เม่ือเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
   คํานวณจาก เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือโรค = (R1-R22/R1) x 100                                                                     
 R1 คือ คาเฉล่ียของรัศมีของเสนใยเช้ือโรคในจานเล้ียงเช้ือในกรรมวิธีควบคุม 
 R2 คือ คาเฉล่ียของรัศมีของเสนใยเช้ือโรคในจานเล้ียงเช้ือในกรรมวิธีทดสอบ 
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ตารางที่ 3  รัศมีโคโลนีและเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา Pythium  

 aphanidermatum และความกวางบริเวณยับยั้ง (clear zone) ของแบคทีเรียปฏิปกษบน 
 อาหาร potato dextrose agar (PDA) เปนเวลา 3 วัน 

 

ไอโซเลต รัศมีโคโลนีของเช้ือรา 
P. aphanidermatum1/ 

(ซม.) 

ความกวางบริเวณ
ยับยั้ง2/ (Clear zones) 

(ซม.) 

การยับยั้งการเจริญของ
เสนใยเช้ือรา P. 

aphanidermatum3/ (%) 

            SDN-3                3.71 0.00             50.794/ab 

            SDN-8                6.83 0.00             24.45 d 
            SDN-9                6.76 0.00             22.08 d 

SDN-15                4.65 0.00             47.36 b 
SDN-23                3.85 0.00             51.38 ab 
SDN-32                5.28 0.44             40.56 c 
SDN-35                5.21 1.19             40.83 c 
SDN-36                5.58 0.18             37.50 c 
SDN-38                5.39 0.00             40.14 c 
SDN-42                7.58 0.00             13.75 e 

  LWN1-3                6.83 0.00             16.52 e 
LBN1-1                4.88 0.00             39.99 c 
LBN1-9                3.80 1.66             55.28 a 
Control                4.50 -                 - 

  C.V. (%)               41.18 
 
1/ รัศมีของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum วัดจากกึ่งกลางของโคโลนีถึงปลายเสนใย (เซนติเมตร)          
   คาเฉล่ียคิดจาก 4 ซํ้า หลังจากวางเช้ือราบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 3 วัน 
2/  บริเวณการยับยั้ง (%) คํานวณไดจาก  
 

   บริเวณการยับยั้ง =  (D1-D2/2) × 100       
 

D1 คือคาเฉล่ียของเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง 
D2 คือคาเฉล่ียของเสนผานศูนยกลางโคโลนีของเช้ือแบคทีเรีย 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 
3/ เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใย P. aphanidermatum เม่ือเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
   คํานวณจาก  
 
   เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือโรค = (R1-R22/R1) x 100      
                                                                              

R1 คือ คาเฉล่ียของรัศมีของเสนใยเช้ือโรคในจานเล้ียงเช้ือในกรรมวิธีควบคุม 
R2 คือ คาเฉล่ียของรัศมีของเสนใยเช้ือโรคในจานเล้ียงเช้ือในกรรมวิธีทดสอบ 
 

4/ คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวตั้งไมมีความหมายแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง 
   สถิต ิตามวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (P = 0.05) 
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4.  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษที่ไดคัดเลือกแลว ในการควบคุมโรคเนาระดับดิน ที ่
เกิดจากเชื้อรา Pythium aphanidermatum ในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง   
  
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา 
P. aphanidermatum ไดคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพจํานวน 13 ไอโซเลต มาทดสอบ
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเนาระดับดินของตนกลาแตงกวาในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง 
โดยนําเมล็ดแตงกวามาแชในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ สารเคมี metalaxyl 35 SD 
และสปอรแขวนลอยของเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 เปนเวลา 15 นาที กอนปลูกลง
ในกระถาง พบวาจากการตรวจนับจํานวนตนกลาแตงกวาท่ีงอกหลังปลูก 7 วัน กรรมวิธีท่ีแชเมล็ด
ในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลต SDN-9 และ SDN-23 มีคาเปอรเซ็นตจํานวน
ตนกลาแตงกวาท่ีงอกหลังปลูก 7 วัน สูงท่ีสุดเทากับ 85 และ 70 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงสูงกวา
กรรมวิธีควบคุมท่ีมีเช้ือสาเหตุโรคถึง 112.5 และ 75 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงเทียบเทากับกรรมวิธี
ท่ีใชสารเคมี metalaxyl 35 SD รองลงมาคือกรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษไอโซเลต SDN-3 และ SDN-8 มีเปอรเซ็นตตนรอดตายท่ี 7 วัน เทากับ 55.00 เปอรเซ็นต  
ในขณะท่ีกรรมวิธีควบคุมท่ีมีเช้ือสาเหตุโรคและการใชสารเคมี metalaxyl 35 SD มีเปอรเซ็นตตน
รอดตายท่ี 7 วัน เทากับ 40.00 และ 50.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางท่ี 4)  

 
สวนการตรวจนับจํานวนตนแตงกวารอดตายท่ี 14 วัน พบวากรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลล

แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ SDN-23 มีเปอรเซ็นตตนรอดตายหลังการปลูกท่ี 14 วัน 86.67 
เปอรเซ็นต ซ่ึงสูงกวากรรมวิธีควบคุมท่ีมีเช้ือสาเหตุโรคถึง 550.19 เปอรเซ็นต และสูงกวาการใช
สารเคมี metalaxyl 35 SD อยางมีนัยสําคัญ ในขณะท่ีกรรมวิธีควบคมุท่ีมีเช้ือสาเหตุโรคพบตนรอด
ตายเพียง 13.33 เปอรเซ็นต รองลงมาคือ กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษไอโซเลต SDN-3, SDN-8 และ SDN-9 มีเปอรเซ็นตตนรอดตายหลังการปลูกท่ี 14 วัน 
46.67, 40.00 และ 40.00  เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงไมมีความแตกตางในทางสถิตกิับการใชสารเคมี
metalaxyl 35 SD สวนกรรมวิธีท่ีไมมีตนรอดตายเลยคือกรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของ
เช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลต SDN-35, SDN-42, SDN-32 และ LBN1-1 (ตารางท่ี 4 และ ภาพท่ี 
2) จากการทดลองในครั้งนี้ พบวากรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ
ไอโซเลต SDN-9 และ SDN-23 กอนปลูกลงดินท่ีมีเช้ือสาเหตุโรค มีเปอรเซ็นตการงอกของตนกลา
แตงกวาหลังปลูกท่ี 7 วัน สูงกวากรรมวิธีควบคุมและกรรมวิธีท่ีใชสารเคมี metalaxyl 35 SD 
นอกจากเช้ือแบคทีเรียไอโซเลต SDN-9 และ SDN-23 จะสามารถเพ่ิมเปอรเซ็นตการงอกของเมล็ด
ไดแลว ยังพบวาชวยเพ่ิมเปอรเซ็นตตนรอดตายหลังการปลูกท่ี 14 วัน ไดเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใช
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สารเคมี metalaxyl 35 SD อีกดวยจากการนําเมล็ดแตงกวาแชในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษกอนปลูกลงดินสงผลใหมีเปอรเซ็นตการงอกและเปอรเซ็นตตนรอดตายของตนกลา
แตงกวาสูงกวากรรมวิธีควบคุม อาจเปนเพราะการคลุกเมล็ดพืชหรือการแชเมล็ด ชวยใหจุลินทรีย
ปฏิปกษอยูใกล หรือสัมผัสกับสวนของพืชท่ีจะถูกเขาทําลายโดยเช้ือโรคพืชมากท่ีสุด จึงเปนผลดี
ตอการปองกันการเขาทําลายของเช้ือโรคในระยะท่ีเมล็ดพืชเริ่มงอกหรือเจริญเปนตนกลา (จิระเดช 
และคณะ, 2546)  
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ตารางที่ 4  คาเปอรเซ็นตจํานวนตนกลาแตงกวาท่ีงอกหลังปลูก 7 วัน และเปอรเซ็นตจํานวนตน 
                  แตงกวาท่ีรอดตาย 14 วัน หลังจากแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปกษ 
                  เปนเวลา 15 นาที กอนปลูกเช้ือรา  Pythium aphanidermatum ในสภาพเรือนปลูกพืช 
                  ทดลอง  
 

กรรมวิธี 
(ไอโซเลต/สายพันธุ) 

เปอรเซ็นตการงอก   
7 วัน (%) 

เปอรเซ็นตตนรอดตาย   
14 วัน (%) 

Control (-Py) 1/    52.50 a-c2/          -     86.67 a2/           - 
Control (+Py) 3/    40.00 a-c          -     13.33 ef           - 

metalaxyl 35 SD    50.00 a-c (+25.00%) 4/     66.67 ab (+400.15%) 4/ 
T. harzianum CB-Pin-01    40.00 a-c      (0.00%)     33.33 c-e (+150.04%) 
                  SDN-3     55.00 a-c  (+37.50%)     46.67 bc (+250.11%) 
                  SDN-8     55.00 a-c  (+37.50%)     40.00 cd (+200.08%) 
                  SDN-9     85.00 a (+112.50%)     40.00 cd (+200.08%) 

SDN-15     35.00 b   (-12.50%)       6.67 f    (-49.96%) 
SDN-23     70.00 ab  (+75.00%)     86.67 a (+550.19%) 
SDN-32     45.00 a-c  (+12.50%)       0.00 f  (-100.00%) 
SDN-35     30.00 bc  (-25.00%)       0.00 f  (-100.00%) 
SDN-36     35.00 bc  (-12.50%)       6.67 f    (-49.96%) 
SDN-38    35.00 bc  (-12.50%)     20.00 d-f    (+50.04%) 
SDN-42     45.00 a-c  (+12.50%)       0.00 f  (-100.00%) 

  LWN1-3     35.00 bc   (-12.50%)     20.00 d-f    (+50.04%) 
LBN1-1     40.00 a-c      (0.00%)       0.00 f  (-100.00%) 
LBN1-9     25.00 bc  (-37.50%)       6.67 f    (-49.96%) 
C.V. (%)    63.99      75.40  

 

1/ กรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum (-Py) 
2/ คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
  ตามวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (P = 0.05) 
3/ กรรมวิธีควบคุมท่ีมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum (+Py) ในรูปเสนใยแขวนลอยอัตรา  
  1 จาน ตอ 800 มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 4  (ตอ) 
 
4/  เปอรเซ็นตเพ่ิมขึ้น (+) หรือลดลง (-) ของเปอรเซ็นตการงอกเมล็ด และเปอรเซ็นตตนรอดตาย     
   เม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมท่ีมีเช้ือราสาเหตุโรค คํานวณไดโดย 
 
 เปอรเซ็นตเพ่ิมขึ้น (+) หรือลดลง (-)  =  กรรมวิธีทดลอง – กรรมวิธีควบคุม x 100 

กรรมวิธีควบคุม 
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ภาพที่ 2  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคเนาระดับดินของตนกลาแตงกวา 
               ในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง เม่ือตนกลาแตงกวามีอายุท่ี 14 วัน 

  A.  กรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum (-Py) 
  B.  กรรมวิธีควบคุมท่ีมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum (+Py)  
  C.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในสารเคมี metalaxyl 35% SD 
  D.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-3 
  E.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-9 
  F.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-23 
 

 
 
 
 

A B 

C D 
E F 

A B 

C D 

E F 
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5.  การเจริญครอบครองรากแตงกวาของเชื้อรา Pythium  aphanidermatum และการตรวจนับ 
ปริมาณเชื้อรา Pythium aphanidermatum ในดินในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง 
 
 กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลต SDN-8 และ
SDN-23 พบเปอรเซ็นตการครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum เพียง 23.30 และ 41.00 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชสารเคมี metalaxyl 35 SD และกรรมวิธีท่ีใชเช้ือ
รา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 อยางมีนัยสําคัญ รองลงมาคือกรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลล
แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลต SDN-38 มีเปอรเซ็นตการครอบครองรากของเช้ือรา 
P. aphanidermatum เทากับ 48.00 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีกรรมวิธีควบคุมท่ีมีเช้ือสาเหตุโรคมี
เปอรเซ็นตการครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum ถึง 100 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี5 และ 
ภาพท่ี 3) ในกรณีนี้คลายกับผลการทดลองของ เพ็ญภัค (2552) ท่ีพบเปอรเซ็นตการครอบครองราก
ผักกาดหอมของเช้ือรา P. aphanidermatum ในกรรมวิธีควบคุมท่ีมีการปลูกเช้ือโรคพบเปอรเซ็นต
การครอบครองรากสูงท่ีสุด (86.7 เปอรเซ็นต) สูงกวาทุกกรรมวิธีท่ีใชจุลินทรียปฏิปกษ และ
กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลต SDN-3, SDN-8, SDN-9 
SDN-23, SDN-35 และ SDN-38 ลดปริมาณเช้ือรา P. aphanidermatum ในดินหลังจากปลูกแตงกวา
ในเวลา 14 วัน ไดเทียบเทากับการใชสารเคมีเมทาแลกซิล 35 SD (ตารางท่ี5 และ ภาพท่ี 4) 
 

       ในกรณีท่ีแบคทีเรียปฏิปกษมีเปอรเซ็นตการครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum 
ต่ํากวากรรมวิธีควบคุมท่ีมีเช้ือสาเหตุโรค เปนไปไดวาการทดลองโดยแชเมล็ดในเซลลแขวนลอย
แบคทีเรียปฏิปกษกอนปลูก มีสวนชวยใหจุลินทรียปฏิปกษไดควบคุมโรคพืชท่ีติดมากับเมล็ดและ
เช้ือโรคพืชในดิน โดยการใชอาหารท่ีเมล็ดปลดปลอยออกมา ทําใหไมพอเพียงสําหรับเช้ือโรคพืช
ในดินท่ีจะใชดําเนินกิจกรรมเพ่ือกอใหเกิดโรคได เชน ไมเกิดโรคเมล็ดเนา (seed decay) หรือโรค
เนาของพืชกอนโผลพนดิน (pre-emergence damping-off) ตลอดจนปองกันการเกิดโรคเนาระดับ
ดินหลังกลางอกโผลพนดินแลว (post-emergence damping-off) แบคทีเรียปฏิปกษอาจชวยปองกัน
โดยการเจริญครอบคลุมผิวรากพืช เพ่ือปองกันการเจริญเขาครอบครองรากพืชของเช้ือโรค หรือ
ไมใหเช้ือโรคไดมีโอกาสผลิตสารปฏิชีวนะ หรือน้ํายอยพวก hydrolytic enzymes (จิระเดช, 2549) 
จากเปอรเซ็นตการครอบครองรากและปริมาณของเช้ือรา P. aphanidermatum มีคาต่ํานั้น อาจเพราะ
แบคทีเรียปฏิปกษมีความสามารถในการแขงขันการใชอาหารกับเช้ือโรคพืช เพ่ือหยุดยั้งการเพ่ิม
ปริมาณ หรือการขยายพันธุและการสืบพันธุของเช้ือสาเหตุโรคพืช (จิระเดช, 2549) เชน การทดลอง
ของ Van Dijk and Nelson (2000) พบวาแบคทีเรีย Enterobactor cloacae ยับยั้งการงอก sporangia 
ของเช้ือรา Pythium ultimum โรคเนาระดับดินของฝาย เนื่องจากการแกงแยง fatty acid ซ่ึงผลิตโดย
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เมล็ดและรากของพืช และแบคทีเรยีปฏิปกษบางชนิด เชน Bacillus subtilis Streptomyces spp. และ 
Pseudomonas fluorescens เม่ือคลุกเมล็ดพืชแลวเช้ือสามารถเจริญตอไปยังราก แลวเจริญไปแทนท่ี
หรือแยงพ้ืนท่ีบนรากพืช จนสามารถเจริญครอบครองผิวรากไวได (จิระเดช, 2549) ดังนั้นการท่ีเช้ือ
แบคทีเรียไอโซเลต SDN-8 และ SDN-23 สามารถครอบครองรากได สงผลใหมีเปอรเซ็นตการ
ครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum ต่ํา 

  
        จากผลการทดลองแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคเนาระดับดินท่ีเกิดจากเช้ือรา P. 

aphanidermatum ในระดับหองปฏิบัติการและในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง พบวามีแบคทีเรีย
ปฏิปกษบางไอโซเลตท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือรา P. aphanidermatum ใหผลไม
สอดคลองกันกับในระดับหองปฏิบัติการและในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง เชน แบคทีเรียไอโซ
เลต LBN1-9 มีประสิทธิภาพยับยั้งเช้ือรา P. aphanidermatum ในระดับหองปฏิบัตกิาร สูงคือ 55.28 
เปอรเซ็นต เม่ือนําไปทดสอบในสภาพเรือนปลูกพืชทดลองมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคไดต่ํา
คือ มีเปอรเซ็นตตนแตงกวารอดตายท่ี 14 วัน เพียง 6.67 เปอรเซ็นต หรือในกรณีของแบคทีเรียไอโซ
เลต SDN-9 มีประสิทธิภาพยับยั้งเช้ือรา P. aphanidermatum ในระดับหองปฏิบัติการ เทากับ 22.08 
เปอรเซ็นต เม่ือนําไปทดสอบในสภาพเรือนปลูกพืชทดลองมีประสิทธิภาพในการเพ่ิมเปอรเซ็นต
การงอกของเมล็ดแตงกวาท่ี 7 วัน สูงเทากับ 85 เปอรเซ็นต และยังสามารถลดปริมาณเช้ือรา P. 
aphanidermatum ในดินหลังจากปลูกแตงกวาในเวลา 14 วัน ไดเทียบเทากับการใชสารเคมีเมทา
แลกซิล 35 SD ได เหตุท่ีเปนเชนนี้เปนไปไดวาในสภาพเรือนปลูกพืชทดลองมีสภาพแวดลอมอ่ืนๆ 
หลายปจจัยท่ีมีผลตอการเจริญของแบคทีเรีย หรือความสามารถในการควบคุมโรคและยับยั้งโรค ทํา
ใหผลการควบคุมโรคของเช้ือสาเหตุโรคไมสอดคลองกับผลท่ีไดจากการทดสอบในระดับ
หองปฏิบัติการ นอกจากนี้พบแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเนาระดับดินท่ี
เกิดจากเช้ือรา P. aphanidermatum ในสภาพเรือนปลูกพืชทดลองไดดี คือแบคทีเรียไอโซเลต SDN-
9 และ SDN-23 ท่ีสามารถเพ่ิมเปอรเซ็นตการงอกของเมล็ดแตงกวาท่ี 7 วัน และยังสามารถลด
ปริมาณเช้ือรา P. aphanidermatum ในดินหลังจากปลูกแตงกวาในเวลา 14 วัน ไดเทียบเทากับการ
ใชสารเคมีเมทาแลกซิล 35 SD ไดอีกดวย ซ่ึงความสามารถดังกลาวแสดงถึงแนวโนมของ
ความสําเร็จท่ีจะนําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไปผลิตชีวภัณฑเช้ือชนิดผงเพ่ือควบคุมโรคเนาระดับดินท่ี
เกิดจาก P. aphanidermatum ในสภาพแปลงปลูกพืชตอไป 

 
 
 
 



 
 

44 
 
ตารางที่ 5  คาเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา Pythium aphanidermatum และคา 

               ปริมาณ เช้ือรา Pythium aphanidermatum ในดินหลังปลูกเปนเวลา 14 วันในสภาพ 
               เรือนปลูกพืชทดลอง 

 
กรรมวิธี 

(ไอโซเลต/สายพันธุ) 
การเจริญครอบครองรากของ           

เช้ือรา P. aphanidermatum1/ (%) 
ปริมาณเช้ือรา P. 

aphanidermatum2/ (CFU/g) 
Control (-Py) 3/          0.00 d4/          -   0.00 e4/ 
Control (+Py) 5/        100.00 a          -             3000.00 a 

metalaxyl 35 SD          28.67 cd    (-71.33%)6/ 0.00 e 
T. harzianum CB-Pin-01          38.00 b-c    (-62.00%)               333.30 de 

                   SDN-3        100.00 a       (0.00%) 0.00 e 
                   SDN-8          23.30 cd    (-76.70%) 0.00 e 
                   SDN-9          86.67 ab    (-13.33%) 0.00 e 

SDN-15      100.00 a       (0.00%)             1500.00 b 
SDN-23          41.00 b-d    (-59.00%) 0.00 e 
SDN-32              nd7/                 - 666.70 c-e 
SDN-35              nd          - 0.00 e 
SDN-36        100.00 a        (0.00%)               166.70 de 
SDN-38          48.00 a-d    (-52.00%)                   0.00 e 
SDN-42              nd           nd               830.00 cd 

  LWN1-3          70.00 a-c    (-30.00%)               330.00 de 
LBN1-1              nd          -               996.70 bc 
LBN1-9          76.00 a-c    (-24.00%)             2966.70 a 

 
1/ เปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือราสาเหตุโรค โดยวางรากจํานวน 10 รากตอจาน 
 อาหารเล้ียงเช้ือบนอาหาร Modified BNPRA  
2/ ปริมาณเช้ือราสาเหตุโรคในดิน นําดินมาทํา dilution plate บนอาหาร Modified BNPRA 
3/ กรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum (-Py) 
4/ คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ  
   ตามวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (P = 0.05) 
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ตารางที่ 5  (ตอ) 
 
5/ กรรมวิธีควบคุมท่ีมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum (+Py) ในรูปเสนใยแขวนลอยอัตรา  
   1 จาน ตอ 800 มิลลิลิตร 
6/  เปอรเซ็นตเพ่ิมขึ้น (+) หรือลดลง (-) ของการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา P.  
   aphanidermatum เม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมท่ีมีเช้ือราสาเหตุโรค คํานวณไดโดย 
 

เปอรเซ็นตเพ่ิมขึ้น (+) หรือลดลง (-)  =  กรรมวิธีทดลอง – กรรมวิธีควบคุม x 100 
กรรมวิธีควบคุม 

7/  nd = non-Determined (ไมไดตรวจสอบ) 
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ภาพที่ 3  การเขาครองครองรากแตงกวาของ Pythium aphanidermatum ในสภาพเรือนปลูกพืช 
               ทดลอง บนอาหาร modified BNPRA เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

  A.  กรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีการปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum (-Py) 
  B.  กรรมวิธีควบคมุท่ีมีการปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum (+Py)  
  C.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในสารเคมี metalaxyl 35% SD 
  D.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-8 
  E.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-9 
  F.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-23 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B C 

D E F 
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ภาพที่ 4  การตรวจนับปริมาณเช้ือรา Pythium aphanidermatum ในดินในสภาพเรือนปลูกพืช 
               ทดลองบนอาหาร modified BNPRA เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

  A.  กรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีการปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum (-Py) 
  B.  กรรมวิธีควบคุมท่ีมีการปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum (+Py)  
  C.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในสารเคมี metalaxyl 35 SD 
  D.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-8 
  E.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-9 
  F.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-23 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B C 

D E F 
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6.  การพัฒนาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษใหตานทานสารปฏิชีวนะ 
  
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคเนาระดับดิน ท่ีเกิด
จากเช้ือรา P. aphanidermatum ในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง สามารถคัดเลือกเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษได 2 ไอโซเลต คือไอโซเลต SDN-9 และ SDN-23 มีเปอรเซ็นตการงอกท่ี 7 วันและมี
เปอรเซ็นตตนรอดตาย 14 วัน ไดเทียบเทากับการใชสารเคมี metalaxyl 35 SD และสามารถลด
ปริมาณเช้ือรา P. aphanidermatum ในดินหลังจากปลูกแตงกวาเปนเวลา 14 วันไดอีกดวย นําท้ัง 2 
ไอโซเลตไปทําเครื่องหมายเพ่ือเปนติดตามเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีตานทานสารปฏิชีวนะ 
rifampicin ท่ีความเขมขน 10 ppm กอนนํามาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเสนใยเช้ือรา P. 
aphanidermatum พบวาเช้ือแบคทีเรียไอโซเลต M1-SDN-9, M2-SDN-9 และ M3-SDN-9 แบคทีเรีย
สายพันธุกลาย มีเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum ไดดีกวา
แบคทีเรียสายพันธุดั้งเดิม (wild type) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และเช้ือแบคทีเรียไอโซเลต SDN-
23-WT สายพันธุดั้งเดิม มีเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum นอย
กวาแบคทีเรียสายพันธุกลายทุกสายพันธุ และสามารถคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีตานทานตอ
สารปฏิชีวนะ rifampicin คือ เช้ือแบคทีเรียไอโซเลต  M3-SDN-9 และ M5-SDN-23 เปนแบคทีเรีย
สายพันธุกลาย โดยมีประสิทธิภาพท่ีดีในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum 
ไดดีกวาทุกไอโซเลต (ตารางท่ี 6) ไปพัฒนาเปนสูตรชีวภัณฑเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษชนิดผง เพ่ือ
นําไปทดสอบในสภาพแปลงปลูกพืชตอไป 
 

เม่ือนําสารกรองของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-SDN-9, M5-SDN-23 
และ M5-LBN 1-5 ท่ีไดมาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือราสาเหตุโรค
ดวยวิธี paper disc method พบวาสารกรองของแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายท้ังสามไอโซเลตไม
สามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum ได  

 
หลังการศึกษาลักษณะของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-SDN-9, M5-

SDN-23 และ M5-LBN 1-5 ภายใตกลองจุลทรรศน พบวาแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายท้ัง 3 ไอโซ
เลตเปนแบคทีเรียแกรมบวก โดยติดสีนํ้าเงินของ crystal violet และมีปฏิกิริยาแบบลบไมเกิดสาร
เหนียวๆยืดเม่ือใช 3% KOH  มีการสรางเอนโดสปอรบริเวณกลางเซลล ติดสีเขียวของ malachite 
green ในแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต  M5-SDN-23 และ M5-LBN 1-5 สวนในแบคทีเรีย
ปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-SDN-9 ไมมีการสรางเอนโดสปอรบริเวณกลางเซลล โดยไมติดสี
เขียวของ malachite green (ภาพท่ี 5) 
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ตารางที ่6 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุดั้งเดิมและแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายท่ี 
                 ตานทาน rifampicin ความเขมขน 10 ppm ในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา 
                 Pythium aphanidermatum หลังวางเช้ือราบนอาหาร potato dextrose agar ท่ีอุณหภูมิหอง 
                 เปนเวลา 3 วัน 
 

 
ไอโซเลต 

รัศมีโคโลนีของเช้ือรา P. 
aphanidermatum 1/ 

การยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือ
รา P. aphanidermatum 2/  (%) 

                Control3/                    4.50 - 
SDN-9-WT4/                      6.76    22.08 b 5/   
  M1-SDN-96/                      3.00 66.67 a 
M2-SDN-9                    2.95 67.22 a 
M3-SDN-9                    2.75 69.45 a 
C.V.7/ (%)                      - 5.68 

SDN-23-WT                    3.85 51.38 c 
  M1-SDN-23                    2.60 71.11 a 
  M2-SDN-23                    2.58 71.39 a 
  M3-SDN-23                    2.73 69.72 a 
  M4-SDN-23                    3.25 63.89 b 
  M5-SDN-23                    2.48 72.50 a 
  M6-SDN-23                    2.53 71.94 a 
  M7-SDN-23                    2.68 70.28 a 
  M8-SDN-23                    2.55 71.67 a 
  M9-SDN-23                    2.60 71.39 a 

   M10-SDN-23                    2.60 71.11 a 
C.V. 7/  (%) -                        3.64 

 
1/ รัศมีของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum วัดจากกึ่งกลางของโคโลนีถึงปลายเสนใย (เซนติเมตร)          
   คาเฉล่ียคิดจาก 4 ซํ้า หลังจากวางเช้ือราบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 3 วัน 
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   ตารางที่ 6  (ตอ) 
 
2/ เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใย P. aphanidermatum เม่ือเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
  คํานวณจาก เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือโรค = (R1-R22/R1) x 100 
                                                                   
 R1 คือ คาเฉล่ียของรัศมีของเสนใยเช้ือโรคในจานเล้ียงเช้ือในกรรมวิธีควบคุม 
 R2 คือ คาเฉล่ียของรัศมีของเสนใยเช้ือโรคในจานเล้ียงเช้ือในกรรมวิธีทดสอบ 
 
3/ กรรมวิธีควบคุมเช้ือราสาเหตุโรค (เช้ือรา P. aphanidermatum ) 
4/  WT = เช้ือแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุดั้งเดิม 
5/ คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวตั้งไมมีความหมายแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง 
  สถิติตามวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (P = 0.05) 
6/  M = เช้ือแบคทีเรียสายพันธุกลาย (mutant) ท่ีตานทานตอสารปฏิชีวนะ rifampicin ความเขมขน  
  10 ppm 
7   C.V. (%) แสดงของแตละไอโซเลตนั้นเพ่ือเปนการเปรียบเทียบกันในระหวางเช้ือแบคทีเรีย

ปฏิปกษสายพันธุดั้งเดิม (WT) และเช้ือแบคทีเรียพันธุกลายท่ีตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
rifampicin ความเขมขน 10 ppm (M) 
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ภาพที่ 5  รูปรางเซลล และการสรางเอนโดสปอรของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย 
 ท้ัง 3 ไอโซเลต 
 A.  เช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-SDN-9  
 B.  เช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M5-SDN-23  
 C.  เช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M5-LBN 1-5  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 

C 

B 
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7. การทดสอบความสามารถของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายบางชนิดที่ไดคัดเลือกแลว ในการ
ควบคุมโรคเนาระดับดิน (Damping-off) ที่เกิดจากเชื้อรา Pythium aphanidermatum ในสภาพ 
แปลงปลูกพืช 
 
 คัดเลือกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย 3 ไอโซเลต คือ M3-SDN-9, M5-SDN-23 และ  
M5-LBN1-5 มาใชแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย ไอโซเลต M3-SDN-9 และ M5-SDN-23 มี
เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum ไดดีท่ีสุด เทากับ 69.45 และ 
72.50 เปอรเซ็นต และไอโซเลต M5-LBN1-5 ไดรับจากนางสาววลัยลักษณ ศรถวิล ท่ีทดสอบพบวา
มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรครากเนาของตนกลาแตงกวาสาเหตุจากเช้ือรา Fusarium 
oxysporum f. sp. cucumerinum ในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง โดยท่ีไอโซเลต M5-LBN1-5 มี
เปอรเซ็นตตนรอดตายหลังจากปลูกแตงกวาเปนเวลา 14 วันเทียบเทากับการใชสารเคมีคารเบนดา
ซิม และมีความยาวรากสูงกวากรรมวิธีอ่ืน และยังมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใย
เช้ือรา Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum 38.52 เปอรเซ็นต จึงไดนําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ
ท้ัง 3 ไอโซเลต มาพัฒนาเปนสูตรชีวภัณฑเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษชนิดผงเพ่ือทดสอบในสภาพแปลง
ปลูกพืช  
 

จากการแชเมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-SDN-9 และ M5-
LBN1-5 มีเปอรเซ็นตจํานวนตนกลาแตงกวาท่ีงอกหลังปลูก 7 วัน เทากับ 56.67 เปอรเซ็นต ซ่ึงสูง
กวากรรมวิธีควบคุมคิดเปน 70.03 เปอรเซ็นต และกรรมวิธีท่ีใชสารเคมี metalaxyl 35 SD อยางมี
นัยสําคัญ ในขณะท่ีเปอรเซ็นตตนรอดตายท่ี 14 วัน เทากับ 93.33 และ 96.67 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
เปอรเซ็นตตนรอดตายท่ี 28 วัน เทากับ 83.33 และ 93.33 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงสูงกวากรรมวิธี
ควบคุม (คิดเปน 19.04 และ 33.33 เปอรเซ็นต ตามลําดับ) และเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชเช้ือรา T. 
harzianum  สายพันธุ CB-Pin-01 และกรรมวิธีท่ีใชสารเคมี metalaxyl 35 SD สวนกรรมวิธีท่ีแช
เมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย ไอโซเลต M5-SDN-23 มีเปอรเซ็นตตนรอดตายท่ี 28 
วัน เทากับ 76.67 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีกรรมวิธีท่ีใชสารเคมี metalaxyl 35 SD มีเปอรเซ็นตตนรอด
ตายเพียง 53.33 เปอรเซ็นต และมีเปอรเซ็นตตนรอดตายสูงกวากรรมวิธีควบคุมเทากับ 9.53 
เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 7) 
 

เม่ือตรวจเปอรเซ็นตเมล็ดท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. เม่ือตนแตงกวาอายุ 14 วัน พบวา
กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M5-SDN-23 และ M5-LBN1-5 
มีคาเปอรเซ็นตท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. เทากับ 0 เปอรเซ็นต ซ่ึงเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชสารเคมี 
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metalaxyl 35 SD และกรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-SDN-
9 มีคาเปอรเซ็นตท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. เทากับ 50 เปอรเซ็นต ซ่ึงเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชเช้ือรา 
T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 สวนเปอรเซ็นตท่ีพบเช้ือสาเหตุโรคอ่ืน พบวากรรมวิธีท่ีแชเมล็ด
ในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-SDN-9 พบเช้ือสาเหตุโรคอ่ืนเทากับ 50 
เปอรเซ็นต ซ่ึงเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 ในขณะท่ี
กรรมวิธีท่ีใชสารเคมี metalaxyl 35 SD เช้ือสาเหตุโรคอ่ืนเทากับ 100 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 8)  

 
เปอรเซ็นตการเกิดโรค (Disease incidence) เม่ือตนแตงกวาอายุ 28 วัน พบวากรรมวิธีท่ีแช

เมล็ดในเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 0 เปอรเซ็นต ใน
กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M5-LBN1-5 มีเปอรเซ็นตการ
เกิดโรคต่ําท่ีสุด คือ 3.70 เม่ือเทียบกับแบคทีเรียท้ังสามไอโซเลต รองลงมาคือกรรมวิธีท่ีแชเมล็ดใน
ผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-SDN-23 และ M3-SDN-9 ซ่ึงเทากับ 8.33 และ 
12.50 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงในทุกกรรมวิธีมีเปอรเซ็นตการเกิดโรคลดลงเม่ือเทียบกับกรรมวิธี
ควบคุมอยางมีนัยสําคัญ โดยกรรมวิธีควบคุมมีเปอรเซ็นตการเกิดโรคถึง 39.28 เปอรเซ็นต ในขณะ
ท่ีกรรมวิธีท่ีใชสารเคมี metalaxyl 35 SD มีเปอรเซ็นตการเกิดเทากับ 13.33 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 9) 
 

เม่ือพิจารณาเปอรเซ็นตจํานวนตนกลาแตงกวาท่ีงอกหลังปลูก 7 วัน ของทุกกรรมวิธีมี
เปอรเซ็นตการงอกท่ีนอยกวาเปอรเซ็นตจํานวนตนกลาแตงกวาหลังปลูก 14 และ 28 วัน อาจเปนไป
ไดวาสภาพอากาศในชวงท่ีปลูกนั้นเปนชวงอากาศหนาวเย็นไมเหมาะสมตอการงอกของเมล็ด
แตงกวา เพราะอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการงอกของเมล็ดอยูระหวาง 25-30 องศาเซลเซียส (จิรวัฒน, 
2551) แตอยางไรก็ตามกรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย ชวยใหมีเปอรเซ็นต
การงอกหลังปลูกท่ี 7 วัน และมีเปอรเซ็นตตนรอดตายท่ี 14 วัน เทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชเช้ือรา T. 
harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 ช้ีใหเห็นวา การนําเมล็ดแตงกวาแชในเซลลแขวนลอยของเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษกอนปลูกลงดินสงผลใหมีเปอรเซ็นตการงอกและเปอรเซ็นตตนรอดตายของตน
กลาแตงกวาสูงขึ้น เพราะการคลุกเมล็ดพืชหรือการแชเมล็ด ชวยใหจุลินทรียปฏิปกษอยูใกล หรือ
สัมผัสกับสวนของพืชท่ีจะถูกเขาทําลายโดยเช้ือโรคพืชมากท่ีสุด จึงเปนผลดีตอการปองกันการเขา
ทําลายของเช้ือโรคในระยะท่ีเมล็ดพืชเริ่มงอกหรือเจริญเปนตนกลา (จิระเดช และคณะ, 2546)  

 
นิชากร (2553) รายงานวา การแชเมล็ดขาวในเซลลแขวนลอยของแบคทีเรีย ในน้ําผสมดวย

ผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษและในสปอรแขวนลอยของเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง กอนนําไปปลูก พบวากรรมวิธีท่ีใชเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลต KP07 ชนิดผง มี
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เปอรเซ็นตการงอกสูงท่ีสุดคือ 99.12 เปอรเซ็นต สูงกวากรรมวิธีใชเมล็ดดี (98.27 เปอรเซ็นต) ซ่ึงใน
การทดลองครั้งนี้การใชเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 แชเมล็ดแตงกวากอนปลูกชวยทํา
ใหมีเปอรเซ็นตการงอกหลังปลูก 7 วัน และเปอรเซ็นตตนรอดตายท่ี 14 และท่ี 28 วัน มีแนวโนม
เพ่ิมขึ้น อาจเปนเพราะวาการแชเมล็ดดวยเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 ชวยลดการเกิด
โรคเมล็ดเนาและโรคเนาระดับดินลงไดมาก ใชธาตุอาหาร เชน คารบอน ไนโตรเจน รอบๆ ผิวเมล็ด
กับเช้ือโรค เช้ือรา Trichoderma แยงและอาจจะมีการเปนปรสิตหรือการสรางปฏิชีวนสารยับยั้งเช้ือ
โรคอีกดวย (จิระเดช, 2549) เชน การใช T. virens ในรูปสปอรแขวนลอยความเขมขน 108 โคโลนี
ตอมิลลิลิตร หรือใชผงเช้ือรา T. virens อัตรา 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของเมล็ด คลุกเมล็ดแตงกวา
กอนปลูกในดินท่ีมีเช้ือโรค พบวาชวยใหแตงกวามีเปอรเซ็นตตนรอดตายสูงกวากรรมวิธีท่ีไมใชเช้ือ
ปฏิปกษ และเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีคลุกเมล็ดดวยสารเคมี metalaxyl หรือการใชเช้ือรา T. virens 
สายพันธุ Gl-13 คลุกเมล็ดขาวโพดสาเหตุจากโรค สามารถควบคุมโรคเนาระดับดินท่ีเกิดจากเช้ือรา 
Pythium ultimum P. arrhenomanes และ Fusarium graminearum ไดและชวยใหมีจํานวนตนรอด
ตายเพ่ิมขึ้น ความสูงและน้ําหนักสดเพ่ิมขึ้น ชวยใหการเกิดโรครากเนาลดลง เม่ือเทียบกับการใช
สารเคมีควบคุมเช้ือราและจุลินทรียปฏิปกษอ่ืนๆ (Mao et al., 1997) นอกจากการแชเมล็ดดวยเช้ือรา 
T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 และการแชดวยผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท้ังสามไอโซเลต ชวยให
เมล็ดแตงกวามีเปอรเซ็นตการงอกและตนรอดตายท่ีสูงแลว ยังชวยลดการเกิดโรคของตนกลา
แตงกวาเม่ืออายุ 28 วันไดดีอีกดวย อาจเปนเพราะเช้ือมีคุณสมบัตใินการแขงขันการใชอาหารบนผิว
เมล็ดทําใหเมล็ดไมถูกเช้ือสาเหตุโรคเขาทําลาย สงผลใหพืชมีความแข็งแรง เกิดโรคลดลง เชน จารุ
วรรณ (2556) รายงานวาการใชชีวภัณฑแบคทีเรีย Bacillus spp. ควบคุมโรกรากเนาท่ีเกิดจากเช้ือ P. 
aphanidermatum ของผักกาดหอม ในระบบไฮโดรโพนิกสได โดยพบวากรรมวิธีท่ีใชชีวภัณฑ
แบคทีเรีย Bacillus mycoides FL17 เกล็ดแปงสูตร 3 มีดัชนีการเกิดโรคต่ําท่ีสุด (25.17 เปอรเซ็นต) 
ขณะท่ีกรรมวิธีควบคุมท่ีมีการปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum เกิดโรคสูงสุด (91.67 เปอรเซ็นต)  ซ่ึง
ชวยลดการเกิดโรครากเนาได 61.39 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับกรรมวิธีควบคุม อีกท้ังยังสามารถ
สงเสริมการเจริญเติบโตของผักกาดหอมไดโดยทําใหน้ําหนักสดของตนผักกาดหอมเพ่ิมขึ้น 84.61 
เปอรเซ็นต เชนเดียวกับท่ี Malin et al (2000) รายงานวาเช้ือแบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens 
สายพันธุกลาย 5-2/4 สามารถควบคุมโรคเนาของตนกลามันฝรั่งสาเหตุจาก Pythium ultimum ได 
ชวยลดการเจริญของเสนใยเช้ือโรค มีการสรางปฏิชีวนสาร 2,4 –diaacetylphloroglucinol ยับยั้งเช้ือ
โรค และสามารถปองกันการเกิดโรคกับตนกลามันฝรั่งไดสูง สอดคลองกับท่ี พรหมมาศ (2548) ได
คัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษบริเวณรากพืช (rhizobacteria) โดยการแยกแบคทีเรียจากบริเวณเขตราก
พืช (rhizosphere) ของผักสลัดท่ีปลูกในระบบไฮโดรโพนิกสแบบ NFT แลวนําไปคัดเลือก
ความสามารถในการยับยั้งเสนใยเช้ือรา Pythium myriotylum และทดสอบประสิทธิภาพในการ
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ควบคุมโรครากเนาของผักสลัดท่ีอายุ 3 สัปดาห ผลการทดลองพบวาแบคทีเรียปฏิปกษมีแนวโนม
ลดความรุนแรงของการเกิดโรคได  
 
ตารางที่ 7  คาเปอรเซ็นตจํานวนตนกลาแตงกวาท่ีงอกหลังปลูก 7 วัน และเปอรเซ็นตจํานวนตน 
                  แตงกวาท่ี รอดตาย 14 และ 28 วัน หลังจากแชเมล็ด เปนเวลา 15 นาที กอนปลูกลง 
                 ในแปลงปลูกพืชทดลอง 
 

กรรมวิธี 
(ไอโซเลต/สายพันธุ) 

เปอรเซ็นตการงอก   
7 วัน (%) 

เปอรเซ็นตตน 
รอดตาย   

14 วัน (%) 

เปอรเซ็นตตน 
รอดตาย   

28 วัน (%) 
Control1/           33.33 b2/          96.67 a 2/            70.00 b2/ 

metalaxyl 35 SD            26.67 b 
       (-19.98%)3/ 

         56.67 ab 
      (-41.38%)3/ 

           53.33 c 
        (-23.81%)3/ 

T. harzianum  CB-Pin-01           70.00 a 
    (+110.02%) 

         93.33 a 
        (-3.46%) 

           93.33 a 
       (+33.33%) 

M3-SDN-9            56.67 a 
      (+70.03%) 

         93.33 a 
        (-3.46%) 

           83.33 ab 
       (+19.04%) 

M5-SDN-23            40.00 b 
      (+20.01%) 

        83.33 a 
      (-13.80%) 

           76.67 b 
         (+9.53%) 

M5-LBN1-5            56.67 a 
      (+70.03%) 

         96.67 a 
         (0.00%) 

           93.33 a 
       (+33.33%) 

C.V. (%)           15.78            8.69            10.93 
 
1/ กรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum เปนดินในแปลงปลูกธรรมชาต ิ
2/ คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
   ตามวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (P = 0.05) 
3/ เปอรเซ็นตเพ่ิมขึ้น (+) หรือลดลง (-) ของเปอรเซ็นตการงอกเมล็ด และตนรอดตาย เม่ือเปรียบ   
   เทียบกับกรรมวิธีควบคุม คํานวณไดโดย 
 

เปอรเซ็นตเพ่ิมขึ้น (+) หรือลดลง (-)  =  กรรมวิธีทดลอง – กรรมวิธีควบคุม x 100 
กรรมวิธีควบคุม 
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ตารางที่ 8  เปอรเซ็นตเมล็ดท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. และเช้ือสาเหตุโรคอ่ืน จากเมล็ดแตงกวาท่ีไม  
                  งอก เม่ือตนแตงกวาอายุ 14 วัน หลังจากแชเมล็ด เปนเวลา 15 นาที กอนปลูกลงใน 
                  แปลงปลูกพืชทดลอง 
 

กรรมวิธี 
(ไอโซเลต/สายพันธุ) 

เปอรเซ็นตตนตาย
ท่ี 14 วัน 

เปอรเซ็นตท่ีพบเช้ือ
รา Pythium sp. 1/ 

เปอรเซ็นตท่ีพบเช้ือ
สาเหตุโรคอ่ืน1/ 

Control 2/  3.33 b3/ 0 100 
metalaxyl 35 SD         43.33 a 0 100 

T. harzianum CB-Pin-01           6.66 b               50  50 
  M3-SDN-9            6.66 b               50  50 
M5-SDN-23            3.33 b 0 100 
M5-LBN1-5          16.66 b 0 100 

C.V. (%) 56.46   
 

1/ เปอรเซ็นตเมล็ดท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. และเช้ือราสาเหตุโรคอ่ืน ดังสูตร 
 
   เปอรเซ็นตท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. =  จํานวนเมล็ดท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. (กรรมวิธี)  x 100 
                                                                  จํานวนเมล็ดท้ังหมดท่ีไมงอก (กรรมวิธี) 
 
2/ กรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum เปนดินในแปลงปลูกธรรมชาต ิ
3/ คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
  ตาม วิธี Duncan’s New Multiple Range Test (P = 0.05) 
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ตารางที่ 9  คาเปอรเซ็นตการเกิดโรค (Disease incidence) เม่ือตนแตงกวาอายุ 28 วัน หลังจากแช                                              
                  เมล็ดเปนเวลา 15 นาที กอนปลูกลงในแปลงปลูกพืชทดลอง 
 

กรรมวิธี 
(ไอโซเลต/สายพันธุ) 

เปอรเซ็นตการเกิดโรค 
ท่ี 28 วัน1/ 

Control 2/   39.28 a3/ 
metalaxyl 35 SD 13.33 b 

(-66.06%)4/ 
T. harzianum CB-Pin-01  0.00 b 

           (-100.00%) 
M3-SDN-9  12.50 b 

             (-68.17%) 
M5-SDN-23    8.33 b 

             (-78.79%) 
M5-LBN1-5    3.70 b 

             (-90.58%) 
 
1/เปอรเซ็นตการเกิดโรค (Disease incidence) ดังสูตร 
 

เปอรเซ็นต Disease incidence =   จํานวนตนท้ังหมดท่ีเกิดโรค (ซํ้า)    x 100 
                                              จํานวนตนท้ังหมดท่ีไมเกิดโรค (ซํ้า) 
 

2/ กรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum เปนดินในแปลงปลูกธรรมชาต ิ
3/ คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
   ตาม วิธี Duncan’s New Multiple Range Test (P = 0.05) 
4/ เปอรเซ็นตเพ่ิมขึ้น (+) หรือลดลง (-) ของเปอรเซ็นตการเกิดโรค เม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธี 
  ควบคุม คํานวณไดโดย 
 

เปอรเซ็นตเพ่ิมขึ้น (+) หรือลดลง (-)  =  กรรมวิธีทดลอง – กรรมวิธีควบคุม x 100 
กรรมวิธีควบคุม 
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8. การเจริญครอบครองรากของเชื้อรา Pythium aphanidermatum และแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย 
บนรากแตงกวา ในการควบคุมโรคเนาระดับดิน (Damping-off) ที่เกิดจาก                                      
เชื้อรา Pythium aphanidermatum ในสภาพแปลงปลูกพืช 
 
 เม่ือนํารากแตงกวาท่ีมีอาย ุ28 วัน วางบนอาหารเล้ียงเช้ือ modified BNPRA เพ่ือตรวจนับ
เปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum พบวากรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในผง
เช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-SDN-9 และ M5-SDN-23 มีเปอรเซ็นตการเจริญ
ครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum ต่ํากวาทุกกรรมวิธี และเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชเช้ือ
รา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 ในขณะท่ีกรรมวิธีท่ีใชสารเคมี metalaxyl 35 SD มี
เปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum เทากับ 10 เปอรเซ็นต สวนการ
เจริญครอบครองรากของ กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-
SDN-9, M5-SDN-23 และ M5-LBN1-5 มีเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองราก เทากับ 65.55, 58.34 
และ 59.44 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-
Pin-01 ท่ีมีเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองราก เทากับ 66.67 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 10) จากคา
เปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum ของกรรมวิธีท่ีใชสารเคมี 
metalaxyl 35 SD มีคาเปอรเซ็นตท่ีสูงกวากรรมวิธีควบคุมเทากับ 200.03 เปอรเซ็นต นั้นอาจเปน
เพราะสารเคมีท่ีใชมีประสิทธิภาพควบคุมเช้ือสาเหตุโรคไดลดลง เนื่องจากการทดลองในครั้งนี้
ไมไดเพ่ิมหรือเติมสารเคมีลงในดินมี เพียงแตใชสารเคมีเพ่ือแชเมล็ดแตงกวากอนปลูกเทานั้น เปน
ผลทําใหสารเคมีไมสามารถควบคุมโรคไดเม่ือตนแตงกวามีอายุมากขึ้น 28 วัน ถามีการใสสารเคมี
เพ่ิมเติมในชวงเวลา 7 หรือ 14 วัน อาจชวยลดการเกิดโรคเนาระดับดินท่ีบริเวณรากพืชได 
 
 จากการศึกษาการเจริญครอบครองรากของ แบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-
SDN-9, M5-SDN-23 และ M5-LBN1-5 มีเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองราก เทียบเทากับกรรมวิธี
ท่ีแชเมล็ดในผงเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 โดยท่ีแบคทีเรียปฏิปกษสามารถเจริญติด
ไปกับรากพืช แขงขันการใชอาหารกับเช้ือโรค ทําใหสามารถครอบครองผิวรากได ดังท่ีจิระเดช 
(2549) กลาววาการควบคุมโรคสวนใหญท่ีใชวิธีการคลุกเมล็ดดวยจุลินทรียกอนปลูกก็เพ่ือให
จุลินทรียไดมีโอกาสครอบครองเมล็ดหรือบริเวณรอบๆราก (rhizosphere zone) กอนท่ีเช้ือสาเหตุ
โรคจะเขาไปสูราก แบคทีเรียปฏิปกษท่ีนิยมใชคลุกเมล็ด หรือช้ินสวนของพืช เชน แบคทีเรีย B. 
subtilis Streptomyces spp. และ P. fluorescens บางกรณีเม่ือมีการคลุกเมล็ดหรือช้ินสวนของพืชแลว 
เช้ือสามารถเจริญตอไปยังราก แลวเขาเจริญแทนท่ีหรือแยงท่ีบนรากพืช ซ่ึงปกติจะเปนท่ีอาศัยของ
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จุลินทรียประจําถ่ินท่ัวไป จนสามารถเจริญครอบครองผิวรากสวนใหญไวได โดยเฉพาะบริเวณ
ปลายราก เชนการทดลองของ เพ็ญภัค (2552) ท่ีนําแบคทีเรียปฏิปกษควบคุมโรคเนาของ
ผักกาดหอมท่ีปลูกในระบบไฮโดรโพนิกสซ่ึงเกิดจากเช้ือรา P. aphanidermatum พบวาแบคทีเรีย
ปฏิปกษสามารถครอบครองบริเวณผิวรากบริเวณดานนอกและผิวดานในไดดีทุกกรรมวิธี เชนไอโซ
เลต GC14, R015 และ FL17 มีเปอรเซ็นตการครอบครองรากเทากับ 93.3, 86.7 และ 80 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ  
 
 สวนการตรวจนับปริมาณเช้ือรา P. aphanidermatum เช้ือรา T. harzianum สายพันธุCB-
Pin-01 และแบคทีเรียปฏิปกษในดิน ไมพบเช้ืออยูในดิน อาจเพราะสภาพแวดลอมมีผลตอการเจริญ
ของเช้ือ เชน ความช้ืน อุณหภูมิ อากาศ แหลงอาหาร โครงสรางดิน และความอุดมสมบูรณของดิน 
เปนตน เช้ือรา และแบคทีเรีย บางชนิดสามารถทนตอสภาพแวดลอมไดดี เชน ทนอุณหภูมิความช้ืน
สูงได บางชนิดยังทนตอการแขงขันหาอาหาร หรือทนตอการเปนศัตรูของส่ิงมีชีวิตอ่ืนไดท้ังท่ีเปน 
พวกตัวหํ้า และตัวเบียน หรือจุลินทรียในดินอาจมีกลไกการแขงขัน (competition) การเปนปรสิต 
(parasitism) การสรางสารพิษหรือสารปฏิชีวนะ (antibiosis) เปนตน เพ่ือตอสูในการใชอาหาร
บริเวณรากพืช ซ่ึงในดินมีกิจกรรมหรือกระบวนการตางๆ เกิดขึ้นมากมายและมีความสัมพันธกัน
อยางซับซอน ระหวาง พืช จุลินทรีย และสภาพแวดลอม (จิระเดช, 2549 และ นิพนธ, 2533) หรือ
อาจเปนเพราะชวงท่ีปลูกนั้นอุณหภูมิไมคงท่ีเม่ือเริ่มปลูกเกิดอุณหภูมิต่ํา และอุณหภูมิเริ่มสูงขึ้นใน
เวลาถัดมา (เพ่ิมอุณหภูมิในแตละเดือน) เพราะเช้ือรา P. aphanidermatum เขาทําลายกลาพืชท่ี
อุณหภูมิสูง 32-37 องศาเซลเซียส (Thomas et al., 1998; Yong Nian, 1989)  
 

นอกจากนี้อาจเปนไปไดวาในการทดลองครั้งนี้เม่ือทดสอบการควบคุมโรคในสภาพเรือน
ปลูกพืชทดลอง พบปริมาณเช้ือรา P. aphanidermatum ในดิน เพราะในการทดลองไดใสเช้ือรา P. 
aphanidermatum ลงไปในดิน เพ่ือทดสอบการควบคุมโรคของแบคทีเรียปฏิปกษ แตในขณะท่ีการ
ทดลองในสภาพแปลงปลูกพืช ไมไดใสเช้ือสาเหตโุรค จึงไมพบปริมาณเช้ือรวมกับปจจัย
สภาพแวดลอมในสภาพแปลงปลูกพืชทดลองนั้นมีการเปล่ียนแปลงมากกวาในเรือนปลูกพืช
ทดลอง แตในสภาพแปลงปลูกพืช มีปริมาณเช้ือสาเหตุโรคจํานวนหนึ่งท่ีสามารถกอใหเกิดโรคเนา
ระดับดินได จากผลการตรวจการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum (ตารางท่ี 10) 
สวนเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 และแบคทีเรียปฏิปกษนั้น ใชเพียงแคแชเมล็ดกอน
ปลูกลงดิน เช้ือสามารถติดไปกับผิวรากไดแตท่ีไมพบในดินอาจเปนเพราะประชากรของเช้ือรา T. 
harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 และแบคทีเรียปฏิปกษ มีไมมากพอท่ีจะอาศัยอยูตามดินปลูก 
เพราะเช้ือตองแขงขันกับจุลินทรียชนิดอ่ืน เพ่ือดํารงชีพในดินได ซ่ึงการทดลองนี้ไมไดใส
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เช้ือจุลินทรียปฏิปกษเพ่ิมเติมนอกจากแชเมล็ดแตงกวากอนปลูกลงดินเทานั้น ถาใสเช้ือจุลินทรีย
ปฏิปกษเพ่ิมเติมอาจพบเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 และแบคทีเรียปฏิปกษ ในดินก็
เปนได 

 
เม่ือนําผลผลิตแตงกวาไปช่ังน้ําหนัก พบวากรรมวิธีท่ีแชเมล็ดแตงกวาดวยเช้ือรา T. 

harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 และกรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ ไอโซเลต M5-
SDN-23 มีน้ําหนักของผลผลิตท่ีสูงกวาทุกกรรมวิธี คือ 1.15 และ 1.03 กิโลกรัม ตามลําดับ และทุก
กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดแตงกวาดวยแบคทีเรียปฏิปกษ มีน้ําหนักของผลผลิตเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีแช
เมล็ดแตงกวาดวยเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 และกรรมวิธีท่ีแชเมล็ดดวยสารเคมี 
metalaxyl 35 SD อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สวนกรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีเช้ือสาเหตุโรคมีน้ําหนักของ
ผลผลิตเทากับ 0.7 กิโลกรัม (ตารางท่ี 11) 

 
จากการบันทึกผลผลิตของแตงกวา ในสภาพแปลงปลูกพืชทดลอง พบวาการใชเช้ือ

แบคทีเรียปฏิปกษ และเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 แชเมล็ดแตงกวานั้น ชวยใหมี
น้ําหนักของผลผลิตสูง อาจเปนเพราะแบคทีเรียปฏิปกษและเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-
01 สามารถเพ่ิมตนรอดตาย (ตารางท่ี 7) ลดการเกิดโรค (ตารางท่ี 9) และมีเปอรเซ็นตการเจริญ
ครอบครองรากสูง (ตารางท่ี 10) ทําใหตนแตงกวาอาจมีรากเพ่ิมมากขึ้นดวย เม่ือมีรากมากตน
แตงกวาก็สามารถดูดธาตุอาหารจากดิน สงผลใหมีผลผลิตเพ่ิมมากขึ้น นอกจากนีย้ังมีรายงานวาเช้ือ
รา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 จะชวยปองกันการเขาทําลายของเช้ือโรคพืชแลว ยังสามารถ
เพ่ิมการเจริญเติบโต และการสรางดอกของพืชอีกหลายชนิด ไมดอกไมประดับท่ีปลูกในกระถาง 
พืชผักตางๆ กลาไมผลท่ีเพาะดวยเมล็ด ตลอดจนกิ่งปกชํา และพืชหัวโดยเพ่ิมขนาดและความสูง
ของตน น้ําหนักของตนพืชท้ังตน น้ําหนักของหัว ตั้งแต 10-60% (จิระเดช และคณะ, 2546)  
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ตารางที่ 10  คาเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา Pythium aphanidermatum และคา 
                    เปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของจุลินทรียปฏิปกษ ท่ีอายุ 28 วัน หลังจากแช 
                    เมล็ดเปนเวลา 15 นาที กอนปลูกลงในแปลงปลูกพืชทดลอง 
 

กรรมวิธี 
(ไอโซเลต/สายพันธุ) 

การเจริญครอบครองราก
ของเช้ือรา P. 

aphanidermatum1/ (%) 

การเจริญครอบครองรากของ
จุลินทรียปฏิปกษ1/ (%) 

Control (-Py) 2/ 3.33 a3/     0.00 b3/ 
metalaxyl 35 SD                10.00 ab 

          (+200.3%) 4/   0.00 b 

T. harzianum CB-Pin-01                  0.00 b 
           (-100.00%) 66.67 a 

M3-SDN-9                   0.00 b 
           (-100.00%) 65.55 a 

M5-SDN-23                   0.00 b 
           (-100.00%) 58.34 a 

M5-LBN1-5                   3.00 b 
               (-9.91%) 59.44 a 

C.V. (%)                    36.72 
 
1/   เปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือราสาเหตุโรค และการเจริญครอบครองรากของ   

แบคทีเรียปฏิปกษ โดยวางรากจํานวน 10 รากตอจานอาหารเล้ียงเช้ือบนอาหาร Modified  
BNPRAสําหรับเช้ือราสาเหตุโรค และ บนอาหาร nutrient glucose agar (NGA) ผสมสาร
ปฏิชีวนะ rifampicin ความเขมขนท่ี 10 ppm สําหรับเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ และบนอาหาร 
Martin’s medium สําหรับเช้ือรา T. harzianum                   

2/ กรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum (-Py) 
3/ คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
   ตามวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (P = 0.05) 
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ตารางที่ 10  (ตอ) 
 
4/  เปอรเซ็นตเพ่ิมขึ้น (+) หรือลดลง (-) ของการเจริญครอบครองรากของเช้ือสาเหตุโรค  
    เม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม คํานวณไดโดย 
 

เปอรเซ็นตเพ่ิมขึ้น (+) หรือลดลง (-)  =  กรรมวิธีทดลอง – กรรมวิธีควบคุม x 100 
กรรมวิธีควบคุม 

 
ตารางที ่11  อิทธิพลของแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายตอน้ําหนักผลผลิตของตนแตงกวาเก็บผลผลิต 
                    20 วันในสภาพแปลงปลูกพืชทดลอง 
 

กรรมวิธี น้ําหนัก (กก.) 
Control (-Py) 1/ 0.7 b2/ 

metalaxyl 35 SD 0.8 ab 
T. harzianum CB-Pin-01 1.15 a 

M3-SDN-9   0.95 ab 
M5-SDN-23  1.03 a 
M5-LBN1-5   0.99 ab 

C.V. (%)                                 20.29 
 
1/ กรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum (-Py) 
2/ คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
  ตามวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (P = 0.05) 
 

 
 

 
 
 
 



 

สรุป 
 
สามารถแยกเช้ือแบคทีเรียจากดินบริเวณรอบรากได 56 ไอโซเลต จากใบแตงกวา 65 ไอโซ

เลต รวมท้ังหมด 121 ไอโซเลต แตมีเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ
เสนใยเช้ือรา Pythium aphanidermatum สาเหตุโรคเนาระดับดินของตนกลาแตงกวาบนอาหาร 
PDA ไดดีเพียง 13 ไอโซเลต โดยมีเปอรเซ็นตการยับยั้งอยูในชวง 13.75-55.28 เปอรเซ็นต จึงได
คัดเลือกมาทดสอบประสิทธิภาพในเรอืนปลูกพืชทดลอง ดวยการแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของ
แบคทีเรีย สามารถคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษได 2 ไอโซเลต คือไอโซเลต SDN-9 และSDN-23 
ท่ีมีเปอรเซ็นตการงอกท่ี 7 วันและมีเปอรเซ็นตตนรอดตาย 14 วัน เทียบเทากับการใชสารเคมี 
metalaxyl 35 SD และสามารถลดปริมาณเช้ือรา P. aphanidermatum ในดินหลังจากปลูกแตงกวา
เปนเวลา 14 วันได เม่ือนําแบคทีเรียปฏิปกษท้ัง 2 ไอโซเลตไปทําเครื่องหมายโดยการพัฒนาให
แบคทีเรียตานทานสารปฏิชีวนะ rifampicin ท่ีความเขมขน 10 ppm พบวาแบคทีเรียปฏิปกษพันธุ
กลายไอโซเลต M3-SDN-9 และ M5-SDN-23 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือ
รา P. aphanidermatum ไดดีกวาทุกไอโซเลต จึงนําไปพัฒนาเปนชีวภัณฑสูตรสําเร็จชนิดผง เพ่ือ
ทดสอบในสภาพแปลงปลูกพืชทดลอง 

 
เม่ือนําแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-SDN-9, M5-SDN-23 และ M5-LBN1-5 

ไปทดสอบในสภาพแปลงปลูกพืชทดลอง พบวากรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุ
กลายไอโซเลต M3-SDN-9 และ M5-LBN1-5 ชวยใหเปอรเซ็นตตนรอดตายหลังการปลูก 14 และ 
28 วัน เทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชเช้ือรา Trichoderma harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 อีกท้ัง ลด
เปอรเซ็นตการเกิดโรคของตนกลาแตงกวาท่ีมีอายุ 28 วัน ไดเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชสารเคมี 
metalaxyl 35 SD และกรรมวิธีท่ีใชเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 

  
นอกจากนี้เม่ือนํารากแตงกวาท่ีมีอาย ุ28 วัน วางบนอาหารเล้ียงเช้ือ modified BNPRA เพ่ือ

ตรวจนับเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum พบวากรรมวิธีท่ีแช
เมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ ไอโซเลต M3-SDN-9 และ M5-SDN-23 มีเปอรเซ็นตการเจริญ
ครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum ต่ํากวาทุกกรรมวิธี และเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษทุกไอ
โซเลต สามารถเจริญครอบครองรากแตงกวาได และมีน้ําหนักผลผลิตของตนแตงกวาเทียบเทากับ
กับการใชสารเคมี metalaxyl 35 SD และการแชเมล็ดดวยเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย 
 

สูตรอาหารเหลานี้หลังจากเตรียมเสร็จใหนําไปนึ่งฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดันไอ 
(autoclave) ท่ีความดันไอน้ําเทากับ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
20 นาที 
 
 1. Potato dextrose agar (PDA) 
  มันฝรั่ง (ปอกเปลือกแลว)   200 กรัม 
  Dextrose    20 กรัม 
  Agar     15 กรัม 
  Distilled water    1 ลิตร 
 
 2. Nutrient glucose agar (NGA) (Schaad, 1980) 
  Beef extract    5 กรัม 
  Peptone     3 กรัม 
  Glucose     2.5 กรัม 
  Agar     15 กรัม 
  Distilled water    1 ลิตร 
 
 3. Water agar (WA 0.1 %) 
  Agar     1.0 กรัม 
  Distilled water    1 ลิตร 
 
 4. Martin’s medium (Johnson and Curl, 1972) 
  KH2PO4     1 กรัม 
  MgSO4.7H2O    0.5 กรัม 
  Bacto Peptone    5 กรัม 
  Dextrose    10 กรัม 
  Agar     15 กรัม 
  Distilled water    1 ลิตร 
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  Rose Bengal red (1%)   0.032 กรัม 
  Streptomycin    1 กรัม 
* ละลาย Rose Bengal ในน้ํากอนผสมกับสารอ่ืน จากนั้นคอยนําไปนึ่งฆาเช้ือดวย autoclave สวน 
Steptomycin เติมกอนเทอาหาร ในขณะท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 40-45 องศาเซลเซียส 
 
 5. Modified BNPRA (Chamswarng et al., 1985) 
  Mycostatin    0.5 มิลลิลิตร 
  Ampicillin    500 มิลลิกรัม 
  Benomyl (Benlate 50% WP)  0.02 กรัม 
  PCNB (75%WP)   0.025 กรัม 
  Rifampicin    0.01 มิลลิกรัม 
  Rose Bengal    0.005 กรัม 
  Distilled water    100 มิลลิลิตร 
 ละลายสารท้ังหมดลงน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ 100 มิลลิลิตร ดดูสาร 40 มิลลิลิตร เติมในอาหาร 
PDA ขณะอุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส 360 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันท่ัวกอนเทในจานเล้ียงเช้ือ 

 
 
 
 

 
 
  



ประวัติการศึกษาและการทํางาน 
 

 
   

ชื่อ –นามสกุล นางสาวณัฐสุดา  คํายอด 
วัน เดือน ป ที่เกิด วันท่ี 13 พฤษภาคม พ.ศ. 2530 
สถานที่เกิด จังหวัดนครปฐม 
ประวัติการศึกษา - พ.ศ. 2552 ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  

สาขาเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน 

ประสบการณการทํางาน คุณครู โรงเรียนกรพิทักษศึกษา 
ประชุมวิชาการ/ผลงาน ประสิทธิภาพของจุลินทรียปฏิปกษในการควบคุมเช้ือรา 
 Pythium aphanidermatum สาเหตุโรคเนาระดับดินของ 

ตนกลาแตงกวา ในการประชุมวิชาการอารักขาพืช
แหงชาติ ครั้งท่ี 11 วันท่ี 26-28 พฤศจิกายน 2554 โรงแรม
เซ็นทาราคอนเวนชันเซ็นเตอร จังหวัดขอนแกน 




