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ณัฐสุดา  คํายอด  2557: ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคเนาระดับดินของตน
กลาแตงกวาสาเหตุจากเช้ือรา Pythium aphanidermatum  ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (สุขภาพ
พืช)  สาขาสุขภาพพืช ภาควิชาโรคพืช  อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก: ผูชวยศาสตราจารย           
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แยกเช้ือแบคทีเรีย 112 ไอโซเลต จากดินรอบราก 56 ไอโซเลต และจากใบแตงกวา 56 ไอโซเลต ดวย

วิธีเจือจางเปนลําดับ (serial dilution) บนอาหาร 4 ชนิด ไดแก nutrient glucose agar (NGA) King’s medium B 
(KB) Thornston’s medium (TH) และ yeast extract-malt extract agar (YM) เม่ือนําเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดมา
ทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา Pythium aphanidermatum สาเหตุโรคเนาระดับดิน 
(damping-off) ของแตงกวาดวยวิธี dual culture test  บนอาหาร potato dextrose agar (PDA) ในหองปฏิบัติการ 
สามารถคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพยับยั้งการเจริญของเช้ือรา P. aphanidermatum ได 13.75-55.28 
เปอรเซ็นต จํานวน 13 ไอโซเลต จึงนําไปทดสอบการควบคุมโรคเนาระดับดินของแตงกวาในสภาพเรือนปลูก
พืชทดลอง ดวยการแชเมล็ดแตงกวาในเซลลแขวนลอยแบคทีเรียความเขมขน 108 cfu/มิลลิลิตร นาน 15 นาที
กอนนําไปปลูกในดินผสมเช้ือโรค ผลการทดลองพบวากรรมวิธีท่ีแชเมล็ดดวยแบคทีเรียไอโซเลต SDN-23 มี
เปอรเซ็นตตนรอดตายหลังการปลูกท่ี 14 วัน คือ 86.67 เปอรเซ็นต ซึ่งสูงกวากรรมวิธีควบคุมท่ีมีเช้ือสาเหตุโรค
และการใชสารเคมี metalaxyl 35 SD และพบแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลต SDN-9 และSDN-23 ชวยใหเมล็ด
แตงกวามีเปอรเซ็นตการงอกท่ี 7 วันและมีเปอรเซ็นตตนรอดตาย 14 วัน ไดเทียบเทากับการใชสารเคมี 
metalaxyl 35 SD และลดปริมาณเช้ือรา P. aphanidermatum ในดินหลังจากปลูกแตงกวาเปนเวลา 14 วันได 
จากนั้นคัดเลือกท้ัง 2 ไอโซเลต ทําเครื่องหมายเพื่อเปนตัวตรวจเช้ือแบคทีเรียโดยใหตานทานสารปฏิชีวนะ 
rifampicin ท่ีความเขมขน 10 ppm พบแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลต M3-SDN-9 และ M5-SDN-23 มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum ไดดีกวาทุกไอโซเลต จึงพัฒนาเปน
สูตรสําเร็จชนิดผงดิน ทดสอบในสภาพแปลงปลูก พบวากรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ ไอโซ
เลต M3-SDN-9 และ M5-LBN1-5 ชวยเพิ่มเปอรเซ็นตตนรอดตายหลังการปลูก 14 และ 28 วัน และลด
เปอรเซ็นตการเกิดโรคของตนกลาแตงกวาท่ีมีอายุ 28 วันไดเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชเช้ือรา Trichoderma 
harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 เปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum ลดลงเม่ือ
เปรียบเทียบกรรมวิธีควบคุม ซึ่งการแชเมล็ดดวยเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษทุกไอโซเลต มีน้ําหนักผลผลิตของตน
แตงกวาเทียบเทากับการใชเช้ือรา 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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สารบัญตาราง 
 

ตารางที ่  หนา 
   

1 จํานวนไอโซเลตของเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจากดินรอบรากและใบของ 
แตงกวา เม่ือแยกเช้ือดวยวิธี Surface Soil Dilution Plate ดวยการใชอาหาร
แยกเช้ือ 3 ชนิด ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง 32 

2 ไอโซเลตของเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจากดินรอบรากและใบของแตงกวาการ 
ยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา Pythium aphanidermatum ดวยวิธี dual 
culture test บนอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar (PDA) 
ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน 

 
34 

3 รัศมีโคโลนีและเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา Pythium  
aphanidermatum และความกวางบริเวณยับยั้ง (clear zone) ของแบคทีเรีย
ปฏิปกษบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) เปนเวลา 3 วัน 

 
 

35 
4 คาเปอรเซ็นตจํานวนตนกลาแตงกวาท่ีงอกหลังปลูก 7 วัน และเปอรเซ็นต 

จํานวนตนแตงกวาท่ีรอดตาย 14 วัน หลังจากแชเมล็ดในเซลลแขวนลอย 
ของแบคทีเรียปฏิปกษเปน เวลา 15 นาที กอนปลูกเช้ือรา Pythium 
aphanidermatum ในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง 39 

5 คาเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา Pythium aphanidermatum  
และคา ปริมาณ เช้ือรา Pythium aphanidermatum ในดินหลัง ปลูกเปนเวลา 14 
วันในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง 

 
 

44 
6 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุดั้งเดิมและแบคทีเรียปฏิปกษ 

พันธุกลายท่ีตานทาน rifampicin ความเขมขน 10 ppm ในการยับยั้งการเจริญ 
ของเสนใยเช้ือรา  Pythium aphanidermatum หลังวางเช้ือราบนอาหาร 
potato dextrose agar ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน 

 
 
 

49 
7 คาเปอรเซ็นตจํานวนตนกลาแตงกวาท่ีงอกหลังปลูก 7 วัน และเปอรเซ็นต 

จํานวนตนแตงกวาท่ี รอดตาย 14 และ 28 วัน หลังจากแชเมล็ด เปนเวลา 15 
นาที กอนปลูกลงในแปลงปลูกพืชทดลอง  

  
  
  55 
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8 เปอรเซ็นตเมล็ดท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. และเช้ือสาเหตุโรคอ่ืน  

จากเมล็ดแตงกวาท่ีไมงอก เม่ือตนแตงกวาอายุ 14 วัน หลังจากแชเมล็ด  
เปนเวลา 15 นาที กอนปลูกลงในแปลงปลูกพืชทดลอง 

 
 

56 
9 คาเปอรเซ็นตการเกิดโรค (Disease incidence) เม่ือตนแตงกวาอายุ 28 วัน  

หลังจากแชเมล็ดเปนเวลา 15 นาที กอนปลูกลงในแปลงปลูกพืชทดลอง                                                                                             
 

   57 
10 คาเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา Pythium 

aphanidermatum และคาเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของจุลินทรีย
ปฏิปกษ ท่ีอายุ 28 วัน หลังจากแชเมล็ดเปนเวลา 15 นาที กอนปลูกลงใน
แปลงปลูกพืชทดลอง 
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11 อิทธิพลของแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายตอน้ําหนักผลผลิตของตน

แตงกวาเก็บผลผลิต 20 วันในสภาพแปลงปลูกพืชทดลอง  
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(4) 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที่  หนา 
   

1 ลักษณะอาการโรคเนาระดับดินและลักษณะเสนใยและสปอรของเช้ือรา Pythium   
aphanidermatum 

 
30 

2 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคเนาระดบัดินของตนกลา
แตงกวาในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง เม่ือตนกลาแตงกวามีอายุท่ี 14 วัน 
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3 การเขาครองครองรากแตงกวาของ Pythium aphanidermatum ในสภาพเรือน 
ปลูกพืชทดลอง บนอาหาร modified BNPRA เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
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4 การตรวจนับปริมาณเช้ือรา Pythium aphanidermatum ในดินในสภาพเรือน 
ปลูกพืชทดลองบนอาหาร modified BNPRA เปนเวลา 48 ช่ัวโมง  
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5 รูปรางเซลล และการสรางเอนโดสปอรของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย 
ท้ัง 3 ไอโซเลต 
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(5) 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
CFU  = จํานวนโคโลนีตอหนึ่งหนวย (colony forming unit) 
g  = กรัม (gram) 
KB  = อาหารแข็งเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย (King’s medium B) 
LBN  = แบคทีเรียท่ีแยกไดจากใบในจังหวัดนครปฐม ดวยวิธีการบดใบ 
LWN  = แบคทีเรียท่ีแยกไดจากใบในจังหวัดนครปฐม ดวยวิธีการลางใบ 
ml  = มิลลิลิตร (milliliter) 
NGA  = อาหารแข็งเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย (nutrient glucose agar) 
NGB  = อาหารเหลวเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย (nutrient glucose broth) 
nd  = ไมไดตรวจผล (not determind)  
O.D.  = คาความขุน (Optical density) 
PDA  = อาหารแข็งเล้ียงเช้ือรา (potato dextrose agar) 
ppm  = สวนในลานสวน (part per million) 
SDN = แบคทีเรียท่ีแยกมาจากดินในจังหวัดนครปฐม (soil dilution                                      
                                         Nakhonpathom) 
%  = เปอรเซ็นต 
 
 



 

ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคเนาระดับดินของตนกลาแตงกวา               
สาเหตุจากเช้ือรา Pythium aphanidermatum 

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

Cucumber Seedlings Caused by Pythium aphanidermatum 
 

คํานํา 
 

แตงกวาเปนพืชท่ีมีบทบาทตอการคาท้ังในและตางประเทศ นิยมนํามารบัประทานกันมาก
ท้ัง เปนผักสดและประกอบอาหารเชน การนําไปแกงจืด ผัด หรืออาจแปรรูปเปนแตงกวาดอง และมี
การปลูกกันอยางแพรหลายท่ัวทุกภาคของประเทศ (ศรานนท, 2552) แตงกวาจึงเปนผักเศรษฐกิจท่ี
สําคัญของไทย เกษตรกรผูปลูกมักประสบปญหาเรื่องโรคอยูเสมอ โรคเนาระดับดิน (Damping-off) 
ของแตงกวาเปนอีกสาเหตุหนึ่งท่ีสงผลตอการปลูกแตงกวา ซ่ึงเกิดจากเช้ือรา Pythium 
aphanidermatum การเขาทําลายของเช้ือแสดงอาการไดสองระยะคือ ระยะโรคเนาของพืชกอนโผล
พนดิน (Pre-emergence damping-off) และระยะโรคเนาระดับดินหลังกลางอกโผลพนดินแลว 
(Post-emergence damping-off) เม่ือตนกลาแตงกวาถูกเช้ือเขาทําลายจะแสดงอาการแผลฉ่ําน้ํา
บริเวณรากและลําตนท่ีใกลกับระดับดิน ตนกลาแตงจะเริ่มตายกอนท่ีใบจะเหลือง (Thomas et al.,     
1998) การปองกันโรคโดยการใชสารเคมีเพ่ือควบคุมโรคเนาระดับดินสงผลใหเช้ือมีการปรับตัวเพ่ือ
ตานทานตอสารเคมีประเภทดูดซึม สงผลใหเกิดสารตกคางในสภาพแวดลอม การควบคุมเช้ือรา P. 
aphanidermatum โดยชีววิธีจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งท่ีชวยลดการใชสารเคมีและลดปญหาสารเคมี
ตกคางในผลผลิตและสภาพแวดลอม  

 
การใชวิธีการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีโดยอาศัยจุลินทรียปฏิปกษท่ีมีคุณสมบัติยับยั้งการ

เจริญของเช้ือรา P. aphanidermatum ในดินไดหลายชนิด เชน เช้ือรา Trichoderma spp. เช้ือรา 
Gliocladium sp. เช้ือแบคทีเรียเชน Pseudomonas fluorescens และBacillus subtilis ซ่ึงมีคุณสมบัติ
ในการสรางสารปฏิชีวนะไดหลายชนิด หรือมีกลไกตางๆท่ีขัดขวางกลไกท่ีกอใหเกิดความรุนแรง
ในการเกิดโรค ทําใหปริมาณของเช้ือโรคท่ีมีอยูลดลงเม่ือจุลินทรียปฏิปกษไดมีโอกาสครอบครอง
เมล็ดหรือบริเวณรอบๆราก (rhizosphere zone) เพ่ือปองกันการเจริญเขาครอบครองรากพืชของเช้ือ
โรค หรือไมใหเช้ือโรคไดมีโอกาสผลิตสารปฏิชีวนะ หรือน้ํายอยพวก hydrolytic enzymes หรือ
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มวลชีวภาพของเช้ือโรค (จิระเดช, 2549) ดังนั้นการศึกษาครั้งนีจ้ึงมีวัตถุประสงคเพ่ือคัดเลือก
จุลินทรียปฏิปกษบนผิวใบ และดินบริเวณรอบรากพืชท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเนาระดับ
ดินในแปลงปลูกเพ่ือลดตนทุนการผลิตและปลอดภัยตอสุขภาพของผูปลูกและผูบริโภคทดแทนการ
ใชสารเคมี 

 
 
 
 



วัตถุประสงค 
 

1.  เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีแยกไดจากดินบริเวณราก ใบของ
แตงกวาและเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีไดคัดเลือกแลวในการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา Pythium 
aphanidermatum บนอาหารเล้ียงเช้ือในระดับหองปฏิบัติการ 

 
2.  ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีไดคัดเลือกแลว ในการควบคุมโรค

เนาระดับดิน (Damping-off) ท่ีเกิดจากเช้ือรา Pythium aphanidermatum ในสภาพเรือนปลูกพืช
ทดลอง 

 

3.  ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีไดคัดเลือกแลว ในการควบคุมโรค
เนาระดับดิน (Damping-off) ท่ีเกิดจากเช้ือรา Pythium aphanidermatum ในแปลงปลูกพืช 

 



การตรวจเอกสาร 
 

   แตงกวาเปนพืชท่ีมีบทบาทตอการคาท้ังในและตางประเทศ นิยมนํามารับประทานกันมาก 
ท้ังเปนผักสดและประกอบอาหาร เชน การนําไปแกงจืด ผัด หรืออาจแปรรูปเปนแตงกวาดอง และมี
การปลูกกันอยางแพรหลายท่ัวทุกภาคของประเทศ (ศรานนท, 2552) จัดเปนพืชผักท่ีอยูในตระกูล
แตง (Cucurbitaceae) มีหลายชนิด ไดแก แตงกวา แตงราน ฟกทอง มะระ บวบ เปนตน (อนงค, 
2536) มีอายุตั้งแตปลูกจนถึงเก็บเกี่ยวส้ัน โดยใชเวลาเพียง 30-45 วัน แตงกวาสามารถขึ้นไดในดิน
แทบทุกชนิด มีคา pH ประมาณ 5.5-6.5 แตจะชอบดินรวนปนทรายและดินมีความช้ืนพอเหมาะ มี
การระบายน้ําดี อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการงอกของเมล็ดอยูระหวาง 25-30 องศาเซลเซียส และ
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเจริญเติบโตอยูระหวาง 20-30 องศาเซลเซียส สภาพอุณหภูมิในประเทศ
ไทยสามารถปลูกแตงกวาไดตลอดป แตชวงท่ีปลูกไดดีท่ีสุดคือ ชวงปลายฤดูฝน-ฤดูหนาว (จิรวัฒน, 
2551)   
 
ลักษณะทางพฤกษศาสตรของแตงกวา 
 
 รากแตงกวาเปนระบบรากแกว (tap root system) มีรากแขนงเปนจํานวนมาก ลําตนเปนเถา
ไมเล้ือยเปนเหล่ียม มีขอยาว 10-20 เซนติเมตร ใบมีกานยาว 5-15 เซนติเมตร ใบหยาบมีขนมุมใบ 3-
5 มุม ใบแหลม ใบใหญแบบ palmate มีเสนใบ 5-7 เสน ลักษณะดอกของแตงกวาภายในตนเดียวกัน
ดอกตัวผูและดอกตัวเมียแยกกันอยูคนละดอก ดอกมีสีเหลือง มีกลีบเล้ียงสีเขียวและสีเหลืองอยางละ 
5 กลีบ รังไขมีลักษณะกลมยาว 2-5 เซนติเมตร มีปุมนูนของหนามและขนชัดเจน สวนของยอดเกสร
ตัวเมียมี 2-5 แฉก สวนดอกเพศผูเปนดอกเดียวหรือเปนชอ มีละอองเกสรตัวผู 3 อัน มีกลีบเล้ียงและ
กลีบดอกเหมือนดอกเพศเมีย ผลมีลักษณะกลมยาวทรงกระบอก ความยาวผลระหวาง 5-40 
เซนติเมตร มีไสภายในผล ผลมีสีขาว เขียวออน เขียว และเขียวเขม 
 
วิธีการปลูกแตงกวา 
 
1.  การเตรียมดิน กอนปลูกแตงกวา ไถพรวนดินตากไวประมาณ 7-10 วัน เพ่ือทําลายวัชพืช และ
ศัตรูพืชบางชนิดท่ีอยูในดิน แลวเตรียมแปลงขนาดกวาง 1 เมตร ใสปุยอินทรียปรับโครงสรางของ
ดินใหเหมาะสมกับการเจริญเติบโต การเตรียมหลุมปลูกกําหนดระยะระหวางตนประมาณ 60-
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80 เซนติเมตร ระหวางแถวประมาณ 1 เมตร การใสปุยเคมีรองพ้ืนใชสูตร 15-15-15 ในอัตรา 30-50 
กิโลกรัมตอไร อาจใชถุงพลาสติกคลุมดินเพ่ือรักษาความช้ืนในดิน ปองกันการงอกของวัชพืช  

 
2.  การเตรียมพันธุ เปนขั้นตอนท่ีสําคัญดังตอไปนี ้

 
2.1  คัดเลือกเมล็ดพันธุท่ีมีความสมบูรณ ควรนําไปคลุกสารเคมีปองกันศัตรูพืชท่ีอาจติดมา

กับเมล็ด และกอนใชเมล็ดทุกครั้งควรทําการทดสอบความงอกของเมล็ดกอนปลูก 
 
2.2  การเตรียมดินเพาะกลา อัตราสวนดิน: ปุยคอก 3 ตอ 1 และใสปุยเคมีสูตร 12-24-12 

อัตรา 0.5 กิโลกรัมตอตนกลา 1 ไร คลุกใหเขากันแลวบรรจุลงในถุงพลาสติกขนาด 6×10 
เซนติเมตร 

 
2.3  ทําการบมเมล็ด โดยนําเมล็ดบรรจุถุงพลาสติกท่ีเจาะรูพรุนแชในสารละลายเคมีปองกัน

และกําจัดศัตรูพืช เชน แคปแทน ออโธไซด ผสม 5 กรัมตอน้ํา 1 ลิตร แชเมล็ดนาน 30 นาที เพ่ือ
ทําลายเช้ือราท่ีผิวเมล็ด จากนั้นนํามาแชน้ํา 4 ช่ัวโมง แลวจึงบมในผาชุบน้ํา บรรจุอยูในถุงพลาสติก
รัดปากถุงใหแนน บมในสภาพอุณหภูมิหองนาน 24 ช่ัวโมง หลังจากรากงอกยาว 0.5 เซนติเมตร จึง
นําไปเพาะ นําเมล็ดท่ีไดบมไวหยอดลงแตละถุง จํานวนถุงละ 1 เมล็ด แลวใชดินผสมหยอดกลบ
ประมาณ 1 เซนติเมตร  

 
3.  การดูแลรักษากลา หลังจากหยอดเมล็ดแลว ตองใหน้ําทันทีโดยวิธีการฉีดพนใหเปนฝอยละเอียด 
ในชวงฤดูรอนควรจะใหวันละ 1 ครั้ง ถุงเพาะกลาควรเก็บไวในท่ีแดดไมจัดหรือมีการใชวัสดุ
กันแสงไมใหมากระทบตนกลามากเกินไป เม่ือตนกลามีใบจริงประมาณ 3-4 ใบ จะอยูในระยะ
พรอมท่ีจะยายปลูก 
 
4.  การปลูก พบวามีการปลูกท้ังวิธีการหยอดเมล็ดโดยตรงและเพาะกลากอนแลวยายปลูก การ
หยอดเมล็ดโดยตรงอาจจะมีความสะดวกในการปลูก แตมีขอเสียคือส้ินเปลืองเมล็ด และจะตองดูแล
ระยะเริ่มงอกในพ้ืนท่ีกวาง ดังนั้นการใชวิธีการเพาะกลากอน มีขอดีหลายประการ เชน ประหยัด
เมล็ดพันธุ ดูแลรักษางาย ตนกลามีความสมํ่าเสมอ ประหยัดคาแรงงานในระยะกลา เปนตน สําหรับ
การยายปลูกนั้น เตรียมหลุมปลูกในระยะท่ีกําหนด นําตนกลายายลงในหลุม โดยการฉีกถุงพลาสติก
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ท่ีใชเพาะกลาออกแลวยายลงในหลุมปลูก ชวงเวลาท่ีจะยายกลานั้นควรยายชวงเวลาประมาณ 17.00 
น. จะทําใหตนกลาสามารถปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมไดดียิ่งขึ้น 
 
การปฏิบัติดูแลรักษาแตงกวา 
 

การใหน้ํา หลังจากยายกลาปลูกแลว ตองใหน้ําทันที ระบบการใหน้ํานั้นอาจจะแตกตางกัน
ขึ้นอยูกับสภาพพ้ืนท่ี แตระบบท่ีเหมาะสมกับแตงกวา คือ การใหน้ําตามรอง เพราะจะทําใหลําตน 
และใบไมช้ืน ลดการลุกลามของโรคพืชทางใบ ชวงเวลาการใหน้ําในระยะแรกควรให 2-3 วันตอ
ครั้ง และเม่ือตนแตงกวาเริ่มเจริญเติบโตแลวจึงปรับชวงเวลาการใหน้ําใหนานขึ้น ควรใหน้ํากระจาย
ในพ้ืนท่ีใหสมํ่าเสมอท่ัวท้ังแปลง และตรวจดูความช้ืนในดินไมใหสูงเกินไปจนกลายเปนแฉะ 
เพราะจะทําใหรากเนาได 

 
การใสปุย ระยะเตรียมดิน ใสปุยอินทรีย เชน ปุยคอก หรือปุยหมัก อัตรา 1-2 ตันตอไร และ

ใสปุยสูตร 15-15-15 หรือ 12-24-12 อัตราประมาณ 20-30 กิโลกรัมตอไร เหมือนในระยะแตงกวา
ออกดอก สวนหลังยายปลูกประมาณ 7 วัน ใสปุยท่ีมีไนโตรเจน เชน ยูเรีย หรือ แอมโมเนียซัลเฟต 
ในอัตราประมาณ 20 กิโลกรัมตอไร (ศรานนท, 2552) 

 
ความสําคัญของเชื้อรา Pythium spp. 
 

เช้ือรา Pythium spp. กอใหเกิดความเสียหายกับพืชผักหลายชนิด กะหลํ่า กระเจี๊ยบ ผักบุง 
มะเขือเทศ หนอไมฝรั่ง แตงกวา (Grisarapndha, 1987) ซ่ึงเปนสาเหตุโรคเนาระดับดิน (Damping-
off) ของกลาพืช และโรคโคนเนา (foot rot) เปนตน ซ่ึงเช้ือเขาทําลายพืชอยางรวดเร็วทําใหเมล็ดพืช
ไมงอก เมล็ดเนา (seed rot), ตนกลาเนาระดับดิน (seedling damping-off) และ รากเนา (root  rot) ใน
พืชหลายชนิด กลาพืชมีลักษณะเปนแผลฉ่ําน้ําสีน้ําตาล เซลลพืชบวมและยุบตัวลง ความช้ืนและ
อุณหภูมิเปนปจจัยท่ีสงผลตอการเกิดโรค พบการเขาทําลายนอยกับพืชท่ีมีอายุ จะพบการเกิดโรค
บอยเม่ืออยูในแปลงเพาะกลาหรือตายหลังจากท่ียายปลูก (วิจัย, 2546; George, 1997) สําหรับใน
ประเทศไทยพบ 6 species ท่ีเปนสาเหตุสําคัญในการทําใหเกิดโรคกับพืชผัก P. deliense, P. 
aphanidermatum และ P. vexans เกิดโรคกับเมล็ด และรากเนา โคนเนาระดับดิน และ P. splendens 
ทําใหเกิดโรครากเนาและโคนเนาของพริกไทยสวนเช้ือรา P. oligandrum และ P. sinense ไมทําให
เกิดโรครุนแรงและไมทําใหเกิดโรค (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. เปนเช้ือรากลุมท่ีใหญท่ีสุดใน Family Pythiaceae  ประกอบดวย 92 
species บาง species เปน saprobe และอาศัยอยูในน้ํา ขณะท่ีบางพวกเปน parasite แบบช่ัวคราวของ
พืชและสัตวตัวเล็กๆ ท่ีอยูในน้ํา แตสวนใหญเปนพวกท่ีอาศัยอยูในดิน (soil inhabitant) ในดินท่ี
แฉะ (วิจัย, 2546) เสนใยไมมีผนังกั้น (non-septate hypha) มีรูปราง 3 แบบคือ filamentous type, 
lobate inflated type และ spherical type มีความกวางประมาณ 10 ไมครอน เจริญแตกกิ่งกานไดดี 
เกิด sporangia ปลายหรือกลางเสนใย (terminnal or intercalary) มีลักษณะเปนแบบ inflated 
filamentous เปนสวนของเสนใยท่ีบวมพองมักเกิดท่ีปลายเสนใยเปนกลุม  

 
การเขาทําลายพืชของเชื้อรา Pythium aphanidermatum 
 

เช้ือรา P. aphanidermatum จะสรางเสนใยสีขาว เจริญแตกกิ่งกานเกิด sporangia ท่ีปลาย
หรือกลางเสนใย (terminnal or intercalary) มีลักษณะ กลมรี งอกเปน germ tube เขาทําลายพืชได 
หรืองอกเปนเสนใยส้ันแลวเกิด vesicle ซ่ึงใหกําเนิด zoospores ภายใน เม่ือ zoospores ถูกปลอย
ออกมาสามารถวายน้ําระยะหนึ่ง ขึ้นอยูกับสภาพแวดลอมจากนั้นเปล่ียนเปน encysted zoospores ท่ี
ไมมี flagella และเขาทําลายพืชโดยงอกเปน germ tube แทงเขาสูเนื้อเยื่อพืช สปอรท่ีงอกและเขา
ทําลายพืชไมไดอาจสราง vesicle ขึ้นใหม แลวเกิด secondary zoospores อีกได ในการขยายพันธุ
แบบใชเพศ เสนใยจะสราง oogonia และ antheridia ผสมกันไดเปน oospore งอกเปนเสนใยเจริญ
ตอไป และสามารถพักตัวหรืออยูขามฤดู หรือเจริญเปน vesicle เพ่ือกําเนิด zoospore วายน้ําเขา
ทําลายพืชไดตอไป การงอกของ oospore คลายกับการงอกของ sporangia ซ่ึงอุณหภูมิเปนปจจัย
สําคัญท่ีควบคุมการงอก ถาอุณหภูมิสูงกวา 18 องศาเซลเซียส สปอรจะงอกเปน germ tube หากต่ํา
กวา 10 - 18 องศาเซลเซียส จะสราง zoospores และเสนใยท่ีงอกเปนสปอรมีโอกาสสัมผัสกับพืช 
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เช้ือสามารถสราง pectinolytic enzymes เพ่ือยอย pectins, proteolytic enzymes ยอยสลาย 
protoplasts และ cellulolytic enzymes ยอย cell walls ใหเซลลพืชสลายตัวและยุบตัวลง จากการยอย
สลายของเอนไซม ทําใหเมล็ดและตนกลาพืชเนาและตาย กอนท่ีจะตรวจพบเสนใยของเช้ือราใน
เนื้อเยื่อพืช (จิระเดช, 2549; ศักดิ,์ 2537; สมศิร,ิ 2529; George, 1997) เช้ือรา P. aphanidermatum ถือ
เปนเช้ือราท่ีสําคัญท่ีสรางความเสียหายใหแกพืชผักหลายชนิด ตั้งแตระยะเริ่มแรกของการ
เจริญเติบโต (จิระเดช, 2549) เขาทําลายกลาพืชท่ีอุณหภูมิสูง 32-37 องศาเซลเซียส มีความกวางของ
เสนใย 2-8 ไมโครเมตร sporangia จะสรางเสนใยแบบ lobulate แตกกิ่งกานไมสมํ่าเสมอ vesicles มี
ลักษณะกลมและมีขนาดเล็กกวา zoospores สวน oogonia มีลักษณะกลมพ้ืนผิวเรียบขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 16-34 ไมโครเมตร antheridia สามารถเขาจับกับ oogonia แบบ intercalary และ 
hypogynous ไดเปน oospore ซ่ึงมีความกวาง 12-18 ไมโครเมตร (Thomas et al., 1998; Yong nian, 
1989) บาดแผลปรากฏใตดินและบริเวณลําตนเช่ือมติดกับผิวดินหรือโคนตนกลาพืช (Susan, 1992)  

 
ลักษณะการเขาทําลายของโรคเนาระดับดิน แบงออกเปน 2 ลักษณะตามอายุและระยะการ

เจริญเติบโตของพืช คือ  
 
1.  Pre- emergence damping-off  หรือ seed rot อาการของโรคเกิดเนื่องจากเช้ือสาเหตุ เขา

ทําลายเมล็ดหรือกลาพืชสวนท่ีอยูใตดินหรือระดับดิน หากดินนั้นมีเช้ือสาเหตุอยูและ
สภาพแวดลอมเหมาะสม เมล็ดจะออนนิ่ม เปล่ียนเปนสีน้ําตาล เห่ียวยนและเนา ถาเปนตนกลาออน
เซลลพืชจะถูกทําลายไดงาย เม่ือเช้ือราเขาทําลายทีสวน hypocotyl และยอด (plumule) จุดท่ีเช้ือเขา
ทําลายเกิดแผลชํ้าน้ําสีคอนขางดํา แผลขยายใหญขึ้น ทําใหตนออนเนาตายอยางรวดเร็ว จึงไมมีตน
กลาโผลเหนือดินใหเห็น  

 
2.  Post- emergence damping-off หรือ Seedling damping-off ตนออนท่ีโผลพนดินแลวถูก

เช้ือเขาทําลาย ปกติเช้ือจะเขาทําลายท่ีรากแตบางครั้งเขาทําลายลําตนหรือโคนตนกลาท่ีอยูระดับดิน
และใตดิน บริเวณท่ีเช้ือเขาทําลายเกิดเปนแผลฉ่ําน้ํา ขยายใหญขึ้นเปนรอยชํ้าสีน้ําตาลอยางรวดเรว็
รอบลําตน ตนกลาจะหักพับลงในขณะท่ีใบยอดยังเขียวอยู ตอมาสวนยอดจะเฉาและแหงตายคลาย
ถูกน้ํารอน ตนกลาในแปลงเพาะจะแหงตายเปนหยอมๆ โรคระบาดไดรวดเร็ว (สมศิร,ิ 2529 และ      
จิระเดช, 2549) 
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สาเหตุสําคัญของโรคเมล็ดเนาและโรคเนาระดับดินของพืชสวนใหญในประเทศไทยคือ 
Pythium aphanidermatum และ P. deliense อุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการเขาทําลายพืชอยูในชวง 25-
36 องศาเซลเซียส ความช้ืนสูง (Sinclair, 1982) 

  
การเกิดโรคกลาไหมของพืช เกิดจากการเขาทําลายของเช้ือรา Pythium aphanidermatum, 

P. myriotylum และ P. ultimum ในประเทศอเมริกาและตอนใตของประเทศแคนาดา ภายใตอุณหภูมิ
ท่ีสูงและเกิดความช้ืนในพ้ืนท่ีกวางใน 24-48 ช่ัวโมง สามารถทําใหเกิดความรุนแรงของโรคได 
(Couch, 1974) สวน zoospore ของเช้ือรา P. aphanidermatum เม่ือพักตัวจะสราง germ tube และ
สัมผัสกับเนื้อเยื่อพืชภายในระยะเวลา 30 นาที หลังจากปลูกเช้ือท่ีอุณหภูมิ 24 องศาเซลเซียส สวน
เสนใยจะสราง appressorium และเม่ือเสนใยเขาไปเจริญในเนื้อเยื่อพืช ขบวนการเกิดโรคในเสนใย
จะเกิดขึ้นในเวลาเทาๆกัน ไมวาจะเปนการปลูกเช้ือดวย zoospore หรือเสนใยท่ีเจริญแลวจะสามารถ
ทําใหพืชเกดิโรคไดรุนแรงกวา oospore และเช้ือราท่ีเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือเปนเวลานานๆ หลาย
เดือนจะลดความรุนแรงของโรคลง ถาเช้ือท่ีแยกไดจากตนพืชท่ีเปนโรคใหมๆ เม่ือนําไปปลูกเช้ือ
บนพืชจะกอใหเกิดอาการของโรคภายในเวลา 2-3 วัน (พงศเทพ, 2522; ภิญโญ, 2517) การเขา
ทําลายพืชของ oospore สามารถทําใหเกิดโรคเนาระดับดินของพืชแตงกวา 100 เปอรเซ็นต ถา
สูญเสียระดับของคารบอนภายใน oospore 25 เปอรเซ็นต โดยสูญเสียความสามารถในการทําใหเกิด
โรค (pathogenicity) ของ oospore เกิดขึ้นมากท่ีสุดถาในวัสดุปลูกมีระดับความสามารถในการใชน้ํา
ในพืช (water-saturated soil) เทากับ 0 Kpa และท่ี -1 Kpa นอกจากนี้ท่ีระดับ -10 Kpa oospore จะไม
สูญเสียความสามารถในการเกิดโรค (Mondal and Hyakumachi, 2000) 

 
การควบคุมโรคเนาระดับดิน (Damping-off) และเชื้อราสาเหตุโรค 
 
             1.  กอนปลูกควรปรับปรุงดินดวยปูนขาวถาดินเปนกรด และใสปุยอินทรีย 
 2.  ไมควรใสปุยวิทยาศาสตรใกลชิดโคนตน  
 3.  ควรปรับปรุงสภาพดินใหรวนซุย และไมมีน้ําขังแฉะ 

4.  กําจัดเช้ือราในแปลงเพาะกลา โดยใชไอน้ํารอนและสารเคมีควบคุมเช้ือรา metalaxyl 
หรือ mancozeb พนหรือราดลงดิน กอนหวานเมล็ดพืช 

5.  ทําลายตนพืชท่ีเปนโรค 
6. ใชจุลินทรียปฏิปกษในการควบคุมโรคเชน เช้ือรา Trichoderma spp., เช้ือรา 

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

การปองกันและกําจัดโรคเนาระดับดินอาจทําการฉีดพนสารเคมีท่ีมีประสิทธิภาพ ไว
ปองกันกอนถึงฤดูกาลท่ีโรคจะระบาด หรือสภาพดินฟาอากาศเริ่มจะเหมาะสมตอการเกิดโรค ก็
สามารถชวยปองกันกําจัดโรคไดทัน (อนงค, 2536)  

 
Suhas et al. (1991) รายงานวาการใชสารเคมี fiutolanil รวมกับการใชสารเคมี metalaxyl 

เพ่ือใชควบคุมโรคเนาระดับดินท่ีเกิดจากการเขาทําลายของเช้ือ Rhizoctonia spp. และ Pythium spp. 
ดวยการแชเมล็ดแตงกวา สารเคมีติดไปกับผิวเมล็ด เปนการปองกันโรคกอนลงปลูกในแปลง ชวย
ใหเมล็ดแตงกวางอกและไมเปนโรค Hickman (1998) ทดลองนําตนแตงกวาปลูกลงดินท่ีผานการ
ฆาเช้ือดวยการตากแดด อบดวย methyl bromide และราดสาร metalaxyl พบวาสามารถปองกันการ
เกิดโรคเนาระดับดินของแตงกวาท่ีเกิดจากเช้ือรา P. aphanidermatum ได  

 
Locke et al. (1983) พบวาสารเคมี metalaxyl เม่ือนํามาคลุกเมล็ด snapbean (Phaseolus 

vulgalis) สามารถลดการเกิดโรคไหมท่ีเกิดจาก Pythium ultimum, P. aphanidermatum และ P. 
myriotylum ได สวนการคลุกเมล็ดมะเขือเทศกอนปลูกดวย ethazol กับ thiophanate methyl หรือ 
fenaminosulf รวมกับ magnesium silicate สามารถความคุมโรคเนา ซ่ึงเกิดจาก P. aphanidermatum 
ไดดี  

 
สําหรับในประเทศไทยการใช metalaxyl รวมกับ mancozeb และ captan คลุกเมล็ดพืชกอน

ปลูก สามารถควบคุมโรคพืชท่ีเกิดจาก Pythium spp. ได (Grisarapndha, 1987) การใช metalaxyl ให
ผลดีในการควบคุมโรคไหมท่ีเกิดจากเช้ือรา Pythium spp. ดังนั้นจึงมีการใชสารเคมีอยางตอเนื่อง
เปนระยะเวลานาน  ซ่ึง (Sanders et al., (1984;1987) พบวาการใช metalaxyl ติดตอกันเปนเวลา 3 ป 
ทําใหเช้ือรา Pythium spp. สาเหตุโรคไหมของหญิงท่ีปลูกในสนามกอลฟเกิดความตานทานขึ้น 

  
การเขาทําลายของโรคเนาระดับดินอาจทําใหประสิทธิภาพของรากพืชในการดูดซับปุยและ

แรธาตุอาหารลดลงจนกระทบตอความสมบูรณ แข็งแรงและการใหผลผลิตของพืช เช้ือรา Pythium 
spp. เปนสาเหตุท่ีทําใหปลายรากพืชถูกทําลาย เกษตรกรจึงไมสามารถเห็นลักษณะอาการของโรค
ได เกษตรกรสวนใหญจึงทุมเทการใชปุยเคมีเพ่ือพยายามฟนฟูสภาพตนพืชท่ีไมสมบูรณ ซ่ึงมักไม
ประสบความสําเร็จ เพราะพืชไมสามารถตอบสนองตอปุยได เนื่องจากระบบรากสวนใหญถูก
ทําลายโดยเช้ือโรคแลว การจัดการโรคพืชจึงเปนแนวทางท่ีสําคัญแนวทางหนึ่งท่ีจะชวยเพ่ิมผลผลิต
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ของพืชได การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีดวยการใชจุลินทรียปฏิปกษชวยปกปองระบบรากพืชจาก
การเขาทําลายของเช้ือโรค (จิระเดช, 2549) 

 
การควบคุมโดยชีววิธ ี
 

ในธรรมชาติมีปรากฏการณตามธรรมชาติท่ีส่ิงมีชีวิต โดยเฉพาะอยางยิ่งจุลินทรียปฏิปกษ 
(antagonistic microorganisms) จุลินทรียมีการดําเนินชีวิตและการสืบพันธุเพ่ือความอยูรอด 
เชนเดียวกับเช้ือสาเหตุโรคพืช จุลินทรียปฏิปกษบางชนิดเจริญอยูบนผิวพืชเพ่ือปกปองเช้ือโรคพืชท่ี
จะเขาทําลาย เชน เช้ือราหรือแบคทีเรียท่ีเจริญและตั้งรกรากอยูบนผิวรากพืชสามารถปองกันการเขา
ทําลายของเช้ือโรคพืชในดิน บางชนิดสามารถแพรกระจายอยูในดินเพ่ือทําลายสวนสืบพันธุหรือ
โครงสรางท่ีใชขยายพันธุ หรือเพ่ือความมีชีวิตอยูรอดของเช้ือโรคพืช ท้ังในรูปแบบปรสิต 
(parasite) หรือซาโปรโฟต (saprophyte) (จิระเดช และคณะ, 2546) เชน เพ็ญภัค (2552) แยก
แบคทีเรียจากรากผักกาดหอม 5 ชนิดท่ีปลูกในระบบไฮโดรโพนิกส ดวยวิธี tissue transplanting ได
แบคทีเรียท้ังหมด 96 ไอโซเลต เม่ือนําไปทดสอบการยับยั้งเช้ือรา Pythium aphanidermatum สาเหตุ
โรครากเนาของผักกาดหอมท่ีปลูกในระบบไฮโดรโพนิกส ดวยวิธี Dual culture พบแบคทีเรีย 11 
ไอโซเลต ยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum ในชวง 13.0-64.7 เปอรเซ็นต 
คัดเลือกแบคทีเรีย 5 ไอโซเลต ท่ีสามารถสรางเอนโดสปอร พัฒนาใหตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
rifampicin ท่ี 100 ppm โดยยังคงประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. 
aphanidermatum ในระยะกลาได และพบทุกไอโซเลตสามารถลดเปอรเซ็นตการเกิดโรครากเนา
ของผักกาดหอมกรีนคอส ในระดับโรงเรือนโดยไอโซเลต RO15 และ BH15 สามารถสงเสริมการ
เจริญเติบโตของผักกาดหอมซ่ึงปลูกในระบบท่ีไมมีเช้ือโรคได  

 
จุฑารัตน (2554) ไดคัดเลือกเช้ือรา 24 ไอโซเลต เช้ือแบคทีเรีย 15 ไอโซเลต และยีสต 8 ไอ

โซเลต จากจุลินทรียท่ีแยกไดจากผิวใบองุน 90 ไอโซเลต มาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการ
เจริญของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสขององุน ดวยวิธี Dual 
culture test พบวาเช้ือราสามารถสรางสารปฏิชีวนะเพ่ือยับยั้งการเจริญของเช้ือรา C. 
gloeosporioides ได 0-55.67 เปอรเซ็นต และทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียปฏิปกษ ดวยวิธี spot 
inoculation พบเช้ือแบคทีเรีย Bacillus spp. 6 ไอโซเลต มีประสิทธิภาพยับยั้งการเจริญของเช้ือรา C. 
gloeosporioides ได 41.64-64.15 เปอรเซ็นต และทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือราไตรโคเดอรมา 5 
สายพันธุ เช้ือแบคทีเรีย Bacillus spp. 6 ไอโซเลต และสายพันธุกลาย 6 ไอโซเลต เพ่ือควบคุมโรค
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แอนแทรคโนสบนผลองุน พบวาจุลินทรียปฏิปกษมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคผลเนา 
74.30-93.42 เปอรเซ็นต 

  
นพรัตน (2546) ศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือรา Gliocladium virens แยกไดจากดิน

ธรรมชาติ และรากพืช จํานวน 101 ไอโซเลต และสายพันธุกลายท่ีไดจากการชักนําดวยรังสี
อัลตราไวโอเลต จํานวน 18 ไอโซเลต เพ่ือใชในการควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคพืชดิน 4 ชนิด เช้ือรา 
Sclerotium rolfsii สาเหตุโรคเนาระดับดินของถ่ัวฝกยาว เช้ือรา Rhizoctonia solani สาเหตุโรคเนา
ระดับดินของกระเจี๊ยบเขียว เช้ือรา Pythium aphanidermatum สาเหตุโรคเนาระดับดินของคะนา 
และเช้ือรา Phytopthora parasitica สาเหตุโรครากเนาของกลาสมเขียวหวาน ทดสอบในระดับ
หองปฏิบัติการพบวาเช้ือรา G. virens isolate GV74 และ GV16M01 (สายพันธุกลาย) สามารถยับยั้ง
เช้ือโรคไดดีท้ัง 4 ชนิด โดยมีเปอรเซ็นตยับยั้งการเกิดโรคท้ัง 4 ชนิด ท่ี (72.95-100 เปอรเซ็นต) และ 
(76.63-97.47 เปอรเซ็นต) ตามลําดับ  สวนการทดสอบในเรือนปลูกพืชทดลอง ดวยวิธีการแชเมล็ด
พืช (จุมรากสมเขียวหวาน) ในสปอรแขวนลอยของเช้ือรา G. virens พบวาเช้ือรา G. virens isolate 
GV57 สามารถควบคุมโรคท่ีเกิดจากเช้ือรา S. rolfsii, R. solani และ P. parasitica เทียบเทากับการ
ใชสารเคมี carboxin (Vitavax 75 WP), metalaxyl (Metalaxyl 25 WP) และเช้ือรา Trichoderma 
harzianum สายพันธุ CB-PIN-01  

 
การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีโดยอาศัยจุลินทรียปฏิปกษท่ีมีคุณสมบัติยับยั้งการเจริญของ

เช้ือรา ในดินไดหลายชนิด เชน เช้ือรา Trichoderma spp., เช้ือรา Gliocladium sp. เช้ือแบคทีเรียเชน 
Pseudomonas fluorescens และ Bacillus subtilis ซ่ึงมีคณุสมบัติในการสรางสารปฏิชีวนะไดหลาย
ชนิด หรือมีกลไกตางๆ ท่ีขัดขวางกลไกท่ีกอใหเกิดความรุนแรงในการเกิดโรค ซ่ึงเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษหรือเช้ือรา Trichoderma  spp. มีกลไกควบคุมเช้ือสาเหตุโรค ดังนี ้(จิระเดช, 2549; นิพนธ,  
2553) 
 

- การสรางสารปฏิชีวนะ (Antibiosis)  
 
  จุลินทรียหลายชนิดผลิตสารปฏิชีวนะ (antibiotic compounds) ท่ีสามารถยับยั้งเช้ือโรคพืช

ได สารประกอบอาจเริ่มตั้งแตการผลิตไซยาไนด (HCN) ไปจนถึงเอนไซมตางๆจุลินทรียท่ีมี
บทบาทสําคัญในการผลิตสารปฏิชีวนะประกอบดวยเช้ือรา Trichoderma และ Gliocladium เช้ือ
แบคทีเรีย Bacillus และPseudomonas เปนตน เช้ือรา Trichoderma koningii  และ T. harzianum 
ควบคุมโรค (Damping-off) ของพืชซ่ึงเกิดจากเช้ือรา Pythium ultimum ดวยการคลุกเมล็ดกอนปลูก
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ลงดิน โดยเช้ือรา T. koningii  และ T. harzianum สงเสริมการงอกของเมล็ด ไดเทากับ 48% และ 
44% ตามลําดับ และ T. koningii  สรางสาร organic acids สวน T. harzianum สราง polysaccharides 
และpolyhydroxy alcohols ในปริมาณสูง ทําใหยับยั้งการงอกสปอรของเช้ือโรค (Nelson et al., 
1987) จากการศึกษาของ Intana el al. (2003) พบวา Trichoderma harzianum สายพันธุกลายท่ีถูกชัก
นําดวยรังสีอัลตราไวโอเลท (UV) สามารถสราง pentyl pyrone และ oxazole ท่ีตอตานการเจริญของ
เช้ือรา Pythium spp. และควบคุมโรคเนาระดับดินของแตงกวาได 

 
- การแขงขัน (Competition) 
 
  ความสามารถในการแขงขันกับเช้ือโรคนับเปนคุณสมบัติท่ีสําคัญอีกประการหนึ่งของ

จุลินทรียปฏิปกษ โดยสวนใหญจะพบการแขงขันกันระหวางเช้ือจุลินทรียปฏิปกษและเช้ือโรคพืช
โดยตรง บริเวณแผลท่ีเช้ือโรคเขาทําลาย (infection court) เพ่ือปองกันการรุกรานของเช้ือโรคพืช 
และบางกรณีพบการแขงขันใชอาหาร เพ่ือหยุดยั้งการเพ่ิมปริมาณ หรือการขยายพันธุและการ
สืบพันธุของเช้ือโรค รวมถึงเช้ือแบคทีเรียบางชนิด โดยเฉพาะอยางยิ่งเช้ือ Pseudomonads เขา
ครอบครองรากได และยังชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช Plant Growth Promoting 
Rhizobacteria หรือ (PGPR) นอกจากยับยั้งเช้ือโรคพืชไดแลวชวยทําใหการเจริญเติบโตของพืช 
เพ่ิมขึ้นในสภาพท่ีปราศจากเช้ือโรครบกวน 
 

การใชเช้ือแบคทีเรีย Enterobactor cloacae ในการยับยั้งการงอก sporangia ของเช้ือรา 
Pythium ultimum ซ่ึงเปนโรคเนาระดับดินของฝาย เนื่องจากการแกงแยง fatty acid ผลิตโดยเมล็ด
และรากของพืช ท้ังนี้เพราะการงอกของเช้ือรา P. ultimum ตองการ การกระตุนจาก linleic acid และ
สารท่ีขับจากเมล็ดฝาย ดังนั้นสายพันธุกลายของเช้ือแบคทีเรีย Enterobactor cloacae ถูกลดการใช 
fatty acid แทนสายพันธุเดิม ทําใหแบคทีเรียสายพันธุกลายไมสามารถใช linoleic acid จึงไม
สามารถยับยั้งการงอกของ sporangia ของเช้ือโรค (Van Dijk and Nelson, 2000) 

 
- การเปนปรสิต (Parasitism) 
 
  การเปนปรสิตตอเช้ือโรคพืชเปนกลไกท่ีจุลินทรียปฏิปกษใชในการยับยั้งโรคพืชใน

รูปแบบงาย เริ่มตั้งแตการสัมผัสหรือเจริญอยูแนบชิดกัน (attachment) ตามดวยการดูดซับธาตุ
อาหารจากเช้ือโรค จนถึงขั้นท่ีเสนใยเช้ือโรคพืชเกิดการเห่ียวสลาย (lysis) เชน เช้ือรา Trichoderma 
สามารถผลิตเอนไซมกลูคาเนส (β-1,3 และ β-1,4-glucanase) ซ่ึงเอนไซมเหลานี้มีผลในการยอย
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ผนังเซลลของเช้ือรา Pythium aphanidermatum และควบคุมโรคเนาระดับดินของแตงกวา (Intana, 
2003; Intana et al, 2003) Migheli et al. (1998) transform เช้ือรา T. longibrachiatum ดวย extra 
copies ของ egl1 gene ซ่ึงควบคุมการผลิต β-1,4 endoglucanase ปรากฏวา transformants ท่ีไดรับ
การสรางขึ้นหรือจากการชักนําใหแสดงบทบาทของเอนไซม ยับยั้งโรคไดดีกวาสายพันธุดั้งเดิม เม่ือ
ใชคลุกเมล็ดแตงกวาซ่ึงปลูกในดินท่ีมีเช้ือรา P. ultimum  

 
- การยับยั้งความรุนแรงของเช้ือโรค (Inhibition of virulence mechanism) 
 
  ปจจัยท่ีเกี่ยวของกับความรุนแรง (virulence factor) และความสามารถในการกอใหเกิด

โรค (pathogenicity) ของเช้ือโรคพืชมักเกี่ยวของกับการสรางสารพิษ (toxins) เชน การใชเช้ือรา 
Trichoderma harzianum สายพันธุ T39 ควบคุมเช้ือรา Botrytis cinerea ยับยั้งการงอกและการยืด
ยาวยาวของ germ tube ของโคนิเดียเช้ือรา B.cinerea ยังสามารถลดการสราง และลดกิจกรรมของ 
pectolytic enzyme ของเช้ือโรคเม่ือครบ 3 วัน หลังปลูกเช้ือชวยเพ่ิมการสะสมของผลิตผลจาก 
pectic enzyme เชน oligogalacturonides น้ําตาลเหลานี้กระตุนกลไกการปองกันตัวเองของพืชถ่ัวให
เกิดความรุนแรงของโรคชาลง (Zhang et al., 1996) 

 
- การชักนําใหเกิดความตานทานโรค (Induce disease resistance) 
 
  เปนกลไกท่ีปจจุบันกําลังมีผูใหความสนใจศึกษากันอยางแพรหลาย ท้ังนี้เนื่องจาก

เช้ือจุลินทรียไดแก เช้ือราหรือแบคทีเรียโดยเฉพาะพวกท่ีเคยเปนเช้ือโรค เม่ือนํามาทําใหเสีย
ความสามารถในการทําใหเกิดโรค (avirulent)ไปแลวสามารถชักนําหรือกระตุนใหพืชสรางความ
ตานทานตอการทําลายของเช้ือโรคได เชน การเกิดการกลายพันธุในยีนเดียวกันของเช้ือรา 
Colletotrichum magna สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพืชตระกูลแตง (cucurbit) จะไมกอใหเกิด
โรค แตจะเจริญอยูในพืช ชวยใหพืชทนตอการเขาทําลายของเช้ือโรคดั้งเดิม (wild type) ได หรือใน
กรณีของเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum สายพันธุไมรุนแรง (avirulent) สามารถชักนําให
พืชสราง tomatine แลวปลดปลอยออกมาท่ีบริเวณรากทําใหมะเขือเทศตานทานตอการเขาทําลาย
ของเช้ือแบคทีเรีย P. solanacearum สายพันธุดั้งเดิมได (Arwiyanto et al., 1994) 
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- การชักนําใหพืชตานทานตอเช้ือสาเหตุโรค (induction of resistance in plant) 
 
   การชักนําใหพืชตานทานตอเช้ือสาเหตุโรคไดรับความสนใจถึงความสามารถของเช้ือรา 
Trichoderma หรือผลิตผลของเช้ือรา Trichoderma ในการชักนําใหพืชตานทานโรคได ดวงใจ, 
(2548) ศึกษาโดยใชเช้ือรา Trichoderma harzianum ชักนําใหแตงกวาตานทานตอโรครากเนาสาเหตุ
เกิดจากเช้ือรา Pythium aphanidermatum โดยใชเทคนิคการแยกรากออกเปน 2 ดาน (split-
roottechnique) จากการนําแตงกวาแยกรากเปน 2 ดาน มากระตุนรากดานหนึ่งดวยการปลูกเช้ือรา T. 
harzianum และใสน้ํานิ่งฆาเช้ืออีกดานหนึ่งของแตงกวาตนเดียวกัน พบวาเม่ือกระตุนรากแตงกวา
ดานหนึ่งดวย T. harzianum สายพันธุ T-50 เปนเวลา 7 วัน กอนปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum ใน
รากแตงกวาดานหนึ่งของตนแตงกวาตนเดยีวกัน สามารถชักนําความตานทานโดยลดการเกิดโรค
เนาได 37.5 เปอรเซ็นต ลดจํานวนเช้ือรา P.aphanidermatum ในการเจริญครอบครองรากแตงกวา 
และมีคาน้ําหนักสดของรากและใบ ความสูงตน และความยาวรากของแตงกวาเพ่ิมมากขึ้น 
 
การใชจุลินทรียปฏิปกษควบคุมโรคเนาระดับดิน (Damping-off) 
 

จิระเดช และคณะ (2555) พบวาเช้ือรา Trichoderma harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 และ
เช้ือแบคทีเรีย Bacillus spp. มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเสนใยของเช้ือรา Pythium 
aphanidermatum สาเหตุโรคกลาเนายุบของขาวได 43.34-47.62%  และสามารถเจริญคลุมทับ
โคโลนีของเช้ือรา P. aphanidermatum ดวยอัตรา 1.02-1.11 ช่ัวโมงตอวัน ในขณะท่ีเช้ือแบคทีเรีย 
Bacillus spp. 8 สายพันธุ ใชในการทดสอบยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum ได 
1.85-5.55% คัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษเพ่ือทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคกลาเนายุบของ
ขาวในระดับเรือนปลูกพืช ทดลองเปรียบเทียบกับเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 โดยแช
เมล็ดขาว 24 ช่ัวโมง กอนนําไปบม 18 ช่ัวโมง แลวจึงนําไปปลูกในดินท่ีมีเช้ือรา P. 
aphanidermatum พบวา กรรมวิธีท่ีใชเช้ือรา T. harzianum และเช้ือแบคทีเรยี Bacillus spp. สาย
พันธุ BB165 สามารถเจริญครอบครองผิวเมล็ดขาว เพ่ิมเปอรเซ็นตรอดตายจากโรคกลาเนายุบได
เม่ือกลาขาวอายุ 21 และ 30 วัน 

 
ประสิทธิภาพของชีวภัณฑแบคทีเรีย Bacillus spp. ควบคุมโรกรากเนาท่ีเกิดจากเช้ือ 

Pythium aphanidermatum ของผักกาดหอม ในระบบไฮโดรโพนิกส พบกรรมวิธีท่ีใชชีวภัณฑ
แบคทีเรีย Bacillus mycoides FL17 เกล็ดแปงสูตร 3 มีดัชนีการเกิดโรคต่ําท่ีสุด (25.17 เปอรเซ็นต) 
ขณะกรรมวิธีควบคุมท่ีมีการปลูกเช้ือรา P.aphanidermatum เกิดโรคสูงสุด (91.67 เปอรเซ็นต) จาก
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การใชชีวภัณฑแบคทีเรีย Bacillus mycoides FL17 เกล็ดแปงสูตร 3 20 กรัม (ไมบมเช้ือ) ตอ
สารละลายธาตุอาหาร 50 ลิตร มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคบนรากลดลงมากท่ีสุด (82.29 เปอรเซ็นต) 
เม่ือเทียบกับกรรมวิธีควบคุม ซ่ึงการใชชีวภัณฑทุกครั้งมีการเปล่ียนสารละลาย (ทุก 7 วัน) ชวยลด
การเกิดโรครากเนาได 61.39 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับกรรมวิธีควบคุมอีกท้ังยังสามารถสงเสริมการ
เจริญเติบโตของผักกาดหอมไดโดยมีน้ําหนักสดของตนผักกาดหอมเพ่ิมขึ้น 84.61 เปอรเซ็นต (จารุ
วรรณ, 2556) 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



อุปกรณและวิธีการ 
 

1.  การแยกเชื้อรา Pythium aphanidermatum จากลําตนแตงกวาและการพิสูจนโรค 
 
 1.1  การแยกเช้ือรา Pythium aphanidermatum จากลําตนแตงกวา 

 
        นําลําตนแตงกวาท่ีแสดงอาการของโรคเนาระดับดิน มาแยกเช้ือราสาเหตุโรคดวยวิธี 
Tissue transplanting method โดยตัดเปนช้ินขนาด 0.5 เซนติเมตร แลวกําจัดเช้ือท่ีปนเปอนท่ีผิวดวย 
การแชในสารละลาย 0.525% sodium hypochlorite เปนเวลา 5 นาที ลางดวยน้ํานึ่งฆาเช้ือ 2 ครั้ง ซับ
ใหแหงดวยกระดาษทิชชูนึ่งฆาเช้ือ จากนั้นนําไปวางบนอาหาร Modified BNPRA (Chamswarng et 
al., 1986) บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน เก็บเช้ือบริสุทธ์ิไวในหลอดอาหารเอียง potato 
dextrose agar (PDA) เพ่ือนําไปทดสอบตอไป  

 
 1.2  การพิสูจนโรค ตามวิธีของ Koch (Koch’s postulation)   

 
   เล้ียงเช้ือรา P. aphanidermatum บนอาหาร PDA เปนเวลา 3 วัน ตัดช้ินวุนเปน
ช้ินเล็กๆ แลวนําเช้ือไปปนดวยเครื่อง homoginizer รุน ULTRA-TURREXT 25 ในอัตรา 1 
จานอาหารเล้ียงเช้ือ (plate) ตอน้ํานึ่งฆาเช้ือ 800 มิลลิลิตร หยดเสนใยแขวนลอย (mycelia 
suspension) 1 มิลลิลิตร ของเช้ือรา P. aphanidermatum ลงในดินอบฆาเช้ือท่ีบรรจุอยูใน
กระถางขนาด 4 นิ้ว กอนปลูกดวยเมล็ดแตงกวาท่ีผานการฆาเช้ือท่ีผิวเมล็ดแลวดวย 10% 
sodium hypochlorite เปนเวลา 3 นาที ลางดวยน้ํานึ่งฆาเช้ือ 2 ครั้ง ซับใหแหงดวยกระดาษ
ทิชชูนึ่งฆาเช้ือ ตรวจดูอาการโรคและแยกเช้ืออีกครั้งกอนนําไปทดสอบ ศึกษาการเจริญของ
เช้ือรา P. aphanidermatum บนอาหารท่ีอายุ 24 ช่ัวโมงและศึกษาการเจริญของเสนใยอายุ 48 
ช่ัวโมง โดยจําแนกเช้ือรา P. aphanidermatum ดวยวิธี water culture ดวยการตัดช้ินวุน
อาหาร ท่ีมีเสนใยเจริญอยูขนาด 1×1 เซนติเมตร วางในจานเล้ียงเช้ือเปลาจานละ 3-4 ช้ิน ใส
น้ํานึ่งฆาเช้ือใหทวมช้ินวุน เปล่ียนน้ําทุกๆ 24 ช่ัวโมง เก็บไวท่ีมืดประมาณ 3 วัน นํามา
ตรวจดูลักษณะของเช้ือราใตกลองจุลทรรศน แลวจําแนกชนิดของเช้ือรา P. 
aphanidermatum โดยใช monograph ของ Plaats-Niterink (1981) 
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2.  การแยกเชื้อแบคทีเรียจากดินรอบรากและจากผิวใบแตงกวา 
 
 2.1  การแยกเช้ือแบคทีเรียจากดินรอบรากของแตงกวา 

 
   เก็บดินสวนท่ีติดอยูกับรากของแตงกวาจากแปลงปลูกใน ตําบลหวยขวาง อําเภอ
กําแพงแสน จังหวัดนครปฐม ท่ีไมมีการใชสารเคมีกําจัดศัตรูพืชและไมปรากฏอาการของโรค มา
แยกแบคทีเรียบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม ดวยวิธีการ Surface Soil Dilution Plate (SSDP) บน
อาหาร 3 ชนิด ไดแก nutrient glucose agar (NGA) King’s medium B (KB) และThornston’s 
medium (TH) เตรียมตัวอยางดินจากแปลงมาผ่ึงใหแหง บดและรอนผานตะแกรงใหละเอียด ช่ังดิน 
1 กรัม ใส flask ท่ีมีน้ํานึ่งฆาเช้ือ 9 มิลลิลิตร เขยา 30 นาที เพ่ือใหเช้ือหลุดออกจากดิน เจือจางดิน 
(Serial dilution) กอนใชปเปตดูดดินแขวนลอยท่ีระดับความเขมขนท่ีตองการ 0.1 มิลลิลิตร หยดลง
บนผิวหนาอาหาร ใชแทงแกวรูปตัว L ท่ีผานการฆาเช้ือแลวเกล่ียใหท่ัวผิวหนาอาหารบมเช้ือไวเปน
เวลา 24-72 ช่ัวโมง ยายเช้ือจุลินทรียท่ีเจริญบนอาหารไปแยกเช้ือใหไดเปน single colony หรือเช้ือ
บริสุทธ์ิแบคทีเรีย ใช loop ท่ีผานการฆาเช้ือแลวแตะโคโลนีเดี่ยว แลวนําไป streak บนอาหาร 
nutrient glucose agar (NGA)  แลวยายลงในหลอดอาหารเอียง (slant) NGA slant เก็บไวท่ี 10 องศา
เซลเซียส เพ่ือใชในการศึกษาตอไป 

 
2.2  การแยกเช้ือแบคทีเรียจากใบของแตงกวา 
 

2.2.1 วิธีการบดใบ 
 
       แยกเช้ือแบคทีเรียจากใบดวยการนําใบแตงกวามาลางดวยน้ํานึ่งฆาเช้ือ ตัดให
เปนช้ินเล็กๆ บดใบในโกรงใหละเอียด 1 กรัม ตอน้ํานึ่งฆาเช้ือ 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดวยเครื่อง 
vortex ทําใหเจือจาง ดูดสารแขวนลอย 0.1 มิลลิลิตร ไปหยดและเกล่ียใหท่ัวผิวหนาอาหารไดแก 
อาหาร Nutrient Glucose Agar (NGA), King’s medium B (KB) และThornston’s medium (TH) บม
เช้ือไวเปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง แยกเช้ือใหไดโคโลนีเดี่ยว หรือเช้ือบริสุทธ์ิ ยายลงในหลอดอาหาร
เอียง (slant) เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส 
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             2.2.2  วิธีการลางใบ 
 
          นําใบแตงกวา 1 กรัม ลางดวยน้ํานึ่งฆาเช้ือ ตัดใหเปนช้ินเล็กๆ ใสลงในน้ํานึ่งฆาเช้ือ 9 

มิลลิลิตร เขยาโดยใช vortex mixture ทําใหเจือจาง นําไปหยดลงบนผิวอาหาร nutrient glucose agar 
(NGA), King’s medium B (KB) และThornston’s medium (TH) เกล่ียใหท่ัวผิวอาหาร บมเช้ือท่ี
อุณหภูมิหองเปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง แยกเช้ือบริสุทธ์ิและเก็บในหลอดอาหารเอียงท่ี 10 องศา
เซลเซียส 
 
3.  การเตรียมเชื้อจุลินทรียทดสอบ 
 

3.1  การเตรียมเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ 
 
        เตรียมแบคทีเรียปฏิปกษในรูปแบบเซลลแขวนลอย โดยเล้ียงแบคทีเรียบนอาหาร NGA 
เปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง ใช loop ฆาเช้ือดวยเปลวไฟกวาดเช้ือบนอาหาร ใสลงในน้ํานึ่งฆาเช้ือ 50 
มิลลิลิตร เขยาโดยใช vortex mixture ปรับเซลลแขวนลอยใหมีความเขมขน 108 หนวยโคโลนีตอ
มิลลิลิตร ดวยเครื่อง spectrophotometer วัดคาความทึบแสง optical density (O.D.) ความยาวคล่ืน 
600 นาโนเมตร เทากับ 0.2 (นิชากร, 2553)  
 

3.2  การเตรียมเสนใยแขวนลอยของเช้ือรา Pythium aphanidermatum  
 

       เล้ียงเช้ือรา P. aphanidermatum บนอาหาร PDA ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง 
ใชใบมีดฆาเช้ือตัดช้ินวุนในจานเล้ียงเช้ือผสมกับน้ํานึ่งฆาเช้ืออัตรา 1 จาน ตอ 800 มิลลิลิตร ปนให
ละเอียดดวยเครื่อง homoginizer เพ่ือใชเสนใยปนแขวนลอย (mycelial suspension) เปน inoculum 
ใสลงดินในกระถาง 

 
3.3  การเตรียมเช้ือรา Trichoderma harzianum สายพันธุ CB-Pin-01  

 
        เล้ียงหัวเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 บริสุทธ์ิชนิดผงแหง นําไปเพ่ิม
ปริมาณเช้ือบนปลายขาวสุกท่ีหุงดวยหมอหุงขาวไฟฟา อัตราขาว 3 สวนตอน้ํา 2 สวน ตักขาวเม่ือยัง
รอนใสถุงพลาสติกทนรอนขนาด 8×12 นิ้ว ประมาณ 250 กรัมตอถุง พับปากถุงรอใหขาวอุนจึงดูด
สปอรแขวนลอยของเช้ือราปริมาณ 2 มิลลิลิตร ใสลงในถุงขาวแลวรัดยางปดปากถุงใหแนน บีบขาว
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ในถุงและเขยาเบาๆ เพ่ือใหเช้ือกระจายท่ัวถุงขาว แลวใชปลายเข็มเจาะบริเวณปากถุงประมาณ 15-20 
ครั้งตอถุง กระจายขาวใหท่ัวถุงพลาสติก ดึงถุงขึ้นเพ่ือใหมีอากาศเขาไปในถุงและถุงพลาสติกไม
แนบติดกับขาวเพ่ือใหอากาศถายเทเหมาะกับการเจริญของเช้ือ กอนนําไปวางท่ีมีแสงสวาง ไมรอน
และไมถูกแสงแดด เม่ือครบ 2 วัน ขยําถุงขาวอีกครั้งเพ่ือใหเสนใยกระจายท่ัวท้ังถุง บมเช้ืออีก 4-5 
วัน จนไดเช้ือสดท่ีสรางสปอรสีเขียว (จิระเดช และ วรรณวิไล, 2545) ลางสปอรออกจากผิวเมล็ดขาว
จนไดน้ําสปอรสีเขียวเขม แลวกรองเอาน้ําสปอรดวยกระชอนหรือมุงไนลอนตาถ่ีในอัตราเช้ือสดบน
ขาว 1 กิโลกรัม ตอน้ํา 200 ลิตรกอนนําสปอรแขวนลอยท่ีไดไปแชเมล็ด 
 
 3.4  การผลิตชีวภัณฑเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษชนิดผง 
  

       เตรียมวัสดุอาหารสําหรับเช้ือแบคทีเรีย ประกอบดวยดินรวนผสมกับสารอาหาร เมล็ด
พืชบด ธัญพืชผง โปรตีนผง คลุกเคลาใหเขากัน ใสน้ําลงไปเล็กนอยใหความช้ืน แลวนําดินไปนึ่งฆา
เช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 30 นาที 2 ครั้ง แตละ
ครั้งหางกัน 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีเล้ียงในอาหาร NGB เปนเวลา 48 
ช่ัวโมง มาใสในดินผสมสารอาหารท่ีเตรียมไว โดยใชอัตราเช้ือ 10 มิลลิลิตรตอดินผสมสารอาหาร 
300 กรัม คลุกเคลาใหเขากันบมไว ณ อุณหภูมิหองเปนเวลา 48 ช่ัวโมง แลวนําไปผ่ึงลมใหแหง 
เพ่ือใหความช้ืนในผงดินลดลงจนมีคาไมเกิน 10 เปอรเซ็นต (วัดความช้ืนโดย Moisture meter 
จําหนายโดยบริษัท Sartorius) แลวนําไปทดลองตอไป 

 
4.  การทดสอบความสามารถของเชื้อแบคทีเรียในการเปนปฏิปกษตอเชื้อรา Pythium  
aphanidermatum ในระดับหองปฏิบัติการ 
 

ทดสอบเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจากดินรอบรากและจากผิวใบแตงกวาในการเปนปฏิปกษตอ
เช้ือรา Pythium  aphanidermatum บนอาหาร PDA ดวยวิธี dual culture โดยเล้ียงเช้ือรา   P. 
aphanidermatum บนอาหาร PDA เปนเวลา 3 วัน กอนตัดเช้ือราดวย cork borer ขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร นําไปวางลงบนอาหาร PDA ท่ีจุดศูนยกลางของจานเล้ียงเช้ือ ใชเข็มเขี่ยลน
ไฟฆาเช้ือแตะเซลลของแบคทีเรียท่ีมีอายุ 48 ช่ัวโมง มาปลูกบนอาหารท่ีมีเช้ือรา P. aphanidermatum 
ตรงขามกันในแนวกากบาท 4 จุด โดยเช้ือราสาเหตุโรคหางจากแบคทีเรียทดสอบ 3 เซนตเิมตร บม
เช้ือท่ีอุณหภูมิหอง บันทึกผลการทดลองโดยวัดความกวางของบริเวณท่ีเกิดการยับยั้ง (clear zone) 
และวัดรัศมีการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคท่ีออกมาจากจุดศูนยกลางทุกวัน เปรียบเทียบกับจาน
ควบคุมท่ีวางเช้ือรา P. aphanidermatum เพียงอยางเดียว กรรมวิธีละ 4 ซํ้า 
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คํานวณหาคาเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยของเช้ือโรค เปรียบเทียบขอมูลทาง
สถิติโดย Duncan,s New Multiple Range Test (DMRT) (P=0.05)  
 
 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือโรค = (R1-R2) x 100 
                                                                                R1 
 R1 คือ คาเฉล่ียของรัศมีของเสนใยเช้ือโรคในจานเล้ียงเช้ือในกรรมวิธีควบคุม 
 R2 คือ คาเฉล่ียของรัศมีของเสนใยเช้ือโรคในจานเล้ียงเช้ือในกรรมวิธีทดสอบ 
 

คัดเลือกเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพดีในการยับยั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคเพ่ือใชใน
การศึกษาตอไป 

 
5.  การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษบางชนิดที่ไดคัดเลือกแลว ในการควบคุมโรคเนา
ระดับดิน (Damping-off) ที่เกิดจากเชื้อรา Pythium aphanidermatum ในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง    
 

คัดเลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพยับยั้งการเจริญของเช้ือรา P. aphanidermatum จาก
วิธี dual culture test มาเตรียมใหอยูในรูปเซลลแขวนลอยความเขมขน 108 หนวยโคโลนีตอมิลลิลิตร  
นําเมล็ดแตงกวาพันธุลูกผสมพาวเวอร-ซี มากําจัดเช้ือท่ีผิวเมล็ดแตงกวาดวย 0.525% sodium 
hypochlorite เปนเวลา 3 นาที ลางดวยน้ํานึ่งฆาเช้ือ 2 ครั้ง ซับใหแหงดวยกระดาษทิชชูนึ่งฆาเช้ือ นํา
เมล็ดไปแชในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ สารเคมี metalaxy 35% SD (อัตราการใช
สารเคมี 7 กรัม ตอเมล็ดแตงกวา 1 กิโลกรัม) และสปอรแขวนลอยของเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ 
CB-Pin-01 (เตรียมจากการใชเช้ือสด 1 กิโลกรัม ตอน้ํา 200 ลิตร) เปนเวลา 15 นาที กอนปลูกลง     
ในกระถางท่ีมีดินอบฆาเช้ือ 350 กรัมตอกระถาง กระถางละ 5 เมล็ด โดยกลบเมล็ดแตงกวาลง         
ดินลึกประมาณ 0.5 เซนติเมตร เปนแนวกากบาท จากนั้นใสเสนใยแขวนลอยของเช้ือรา                  
P. aphanidermatum ท่ี 1 มิลลิลิตร ระหวางชองวางการปลูกเมล็ดโดยไมใหเช้ือสัมผัสกับเมล็ด
แตงกวาโดยตรง 
  

การทดลองประกอบดวย 17 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 3 ซํ้า ซํ้าละ 5 เมล็ด วางแผนการทดลอง
แบบ (Completrty Randommized Design, CRD)  
 
 กรรมวิธีท่ี 1 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในน้ําเปลา ไมปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum (-Py) 
 กรรมวิธีท่ี 2 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในน้ําเปลา ปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum (+Py) 
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 กรรมวิธีท่ี 3 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในสารเคมี metalaxyl 35% SD 
 กรรมวิธีท่ี 4 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในสปอรแขวนลอยของเช้ือรา T. harzianum CB-Pin-01 
ชนิดสด 
 กรรมวิธีท่ี 5 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-3 
 กรรมวิธีท่ี 6 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-8 
 กรรมวิธีท่ี 7 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-9 
 กรรมวิธีท่ี 8 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-15 
 กรรมวิธีท่ี 9 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-23 
 กรรมวิธีท่ี 10 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-32 
 กรรมวิธีท่ี 11 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-35 

กรรมวิธีท่ี 12 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-36 
 กรรมวิธีท่ี 13 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-38 
 กรรมวิธีท่ี 14 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-42 
 กรรมวิธีท่ี 15 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย LBN1-1 
 กรรมวิธีท่ี 16 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย LBN1-9 
 กรรมวิธีท่ี 17 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย LWN1-3 

 
5.1  บันทึกผลการเกิดโรคเนาระดับดิน (Damping-off)  

 
       ตรวจนับจํานวนตนกลาแตงกวาท่ีงอกหลังปลูก 7 วัน และจํานวนตนแตงกวารอดตาย

ท่ี 14 วัน หลังจากปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum  
 

5.2  ตรวจนับเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา Pythium aphanidermatum  
 

                    สุมรากแตงกวาหลังปลูกท่ี 14 วัน กรรมวิธีละ 3 ซํ้า ซํ้าละ 10 ช้ิน โดยนํารากแตงกวามา
ลางผานน้ําไหลใหสะอาด แชในสารละลาย 0.525% sodium hypochlorite เปนเวลา 5 นาที ลางดวย
น้ํานึ่งฆาเช้ือ 2 ครั้ง ซับรากใหแหงดวยกระดาษทิชชูนึ่งฆาเช้ือ ตัดรากยาวประมาณ 1 เซนติเมตร วาง
ลงบนอาหาร modified BNPRA เปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง ตรวจนับปริมาณการครอบครองรากของ
เช้ือรา P. aphanidermatum  
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5.3  ตรวจนับปริมาณเช้ือรา Pythium aphanidermatum ในดิน 
 

               สุมดินหลังจากการปลูกแตงกวาเปนเวลา 14 วัน กรรมวิธีละ 3 ซํ้า ตรวจนับปริมาณของ
เช้ือรา P. aphanidermatum ดวยวิธี Surface Soil Dilution Plate (SSDP) โดยช่ังดิน 1 กรัม ผสม 0.1 
% water agar (WA) 9 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex ตั้งท้ิงไวประมาณ 30 นาที กอน 
หยดดินแขวนลอยปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร บนอาหารเลี้ยงเชื้อ modified BNPRA ใชแทงแกวเกล่ียท่ัว
ผิวหนาอาหาร บมเช้ือท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง ลางผิวหนาอาหารดวยน้ําไหลเพ่ือเอา
ดินออกไปกอนตรวจนับปริมาณโคโลนีของเช้ือรา P. aphanidermatum เทียบเปนหนวยโคโลนีตอ
กรัม (cfu/g) 
 
6.  การพัฒนาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษใหตานทานสารปฏิชีวนะ 
 
 6.1  การทําเครื่องหมายใหแบคทีเรียตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
 
                    นําแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพ มาพัฒนาใหไดสายพันธุท่ีตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะ เพ่ือติดตามตรวจสอบปริมาณประชากรของแบคทีเรีย  โดยแตะเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไป 
streak บนอาหาร NGA ท่ีผสมสารปฏิชีวนะ rifampicin ความเขมขน 1 ppm บมท่ีอุณหภูมิหอง 24-
48 ช่ัวโมง นําเช้ือแบคทีเรียท่ีเจริญไดบนอาหาดังกลาว มา streak บนอาหาร NGA ท่ีผสมสาร
ปฏิชีวนะ rifampicin ท่ีความเขมขนเดิมซํ้าอีก 2-3 ครั้ง เพ่ือใหเกิดความคงตัว และเพ่ิมระดับความ
เขมขนของสารปฏิชีวนะขึ้นเปน 5 และ 10 ppm ตามลําดับ (จิรัสสา, 2547)  
 
 6.2  การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุกลายในการเปนปฏิปกษตอ
เช้ือราสาเหตุโรคดวยวิธี dual culture 
 

       นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายท่ีตานทานตอสารปฏิชีวนะ rifampicin ไปทดสอบ
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P.  aphanidermatum ในหองปฏิบัติการอีกครั้ง
ตามวิธีในขอ 4 และคัดเลือกเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพดใีนการยับยั้งการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรค เพ่ือ
นําไปใชในการทดสอบในแปลงปลูกพืชตอไป 
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 6.3  การทดสอบประสิทธิภาพของสารกรอง (culture filtrate) ท่ีไดจากแบคทีเรียปฏิปกษ
สายพันธุกลาย 
 
 นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุกลายท่ีตานทานตอสารปฏิชีวนะ rifampicin และมี
ประสิทธิภาพดีในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือราสาเหตุโรคในหองปฏิบัติการมาเตรียมเปน
สารกรองโดยเล้ียงเช้ือแบคทีเรียบนอาหาร NGA เปนเวลา 48 ช่ัวโมง เติมน้ํานึ่งฆาเช้ือ 2 มิลลิลิตร/
จานเล้ียงเช้ือ จากนั้นกวาดเซลลแบคทีเรียใสลงในอาหาร nutrient glucose broth (NGB) ในอัตรา
แบคทีเรีย 1 มิลลิลิตรตอ NGB 100 มิลลิลิตร นําไปเขยาบนเครื่อง shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาที 
เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปปรับใหมีความเขมขน 108 CFU/ml โดยการวัดคาการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ใหมีคาเทากับ 0.2 (OD 600 = 0.2) นําเซลลแขวนลอยของเช้ือ
แบคทีเรียท่ีเล้ียงในอาหาร NGB ไปปนเหวี่ยงดวยเครื่อง Ultra Centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 10,000 
rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที นําของเหลวท่ีไดไปกรองผาน membrane filter ท่ีมี 
ขนาดชอง 0.22 ไมโครเมตร เก็บสารกรองไวในตูเย็นอุณหภูมิ 5-8 องศาเซลเซียสจนกวาจะทดสอบ 
(พราวมาส, 2550)  
 

นําสารกรองท่ีไดมาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือราสาเหตุ
โรคดวยวิธี paper disc method โดยตัดเช้ือราสาเหตุโรคดวย cork borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 8 
มิลลิเมตร นําไปวางไวท่ีจุดศูนยกลางของจานเล้ียงเช้ือ PDA จากนั้นนําช้ินกระดาษกรองท่ีตัดเปน
แผนกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตรและผานการนึ่งฆาเช้ือแลว วางบนจานอาหารท่ี
เล้ียงเช้ือราสาเหตุโรคไวแลว 4 จุด ตรงขามกันในแนวกากบาท แตละจุดหางจากเช้ือราสาเหตุโรค 3 
เซนติเมตร หยดสารกรองปริมาตร 0.03 มิลลิลิตรลงบนแผนกระดาษกรอง บันทึกผลการทดลอง 
โดยวัดรัศมีการเจริญของเช้ือราสาเหตุโรคท่ีออกมาจากจุดศูนยกลางทุกวันเปนเวลา 3 วัน คํานวณคา
เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเช้ือโรคเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม (control) หรือวดัความ
กวางของบริเวณท่ีเกิดการยับยั้ง (clear zone)  

 
 6.4  การทดสอบแกรมของแบคทีเรียปฏิปกษท่ีผานการคัดเลือก 
 

               นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีผานการคัดเลือกมาทดสอบแกรมของแบคทีเรีย โดยเล้ียง
เช้ือแบคทีเรียในอาหาร NGA ศึกษาดูลักษณะ รูปราง การสรางสปอรของเช้ือแบคทีเรียภายใตกลอง
จุลทรรศน ทดสอบแกรมดวย 3 % KOH และการยอมสี (Suslow, 1982)  
 



 

25

7.  การทดสอบความสามารถของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายที่ไดคัดเลือกแลว ในการควบคุม
โรคเนาระดับดิน (Damping-off) ที่เกิดจากเชื้อรา Pythium aphanidermatum ในสภาพแปลงปลูก
พืช  
 

นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายท่ีมีประสิทธิภาพในการเปนปฏิปกษตอเช้ือรา P. 
aphanidermatum และเช้ือรา Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum ท้ังหมด 3 ไอโซเลต คือ 
M3-SDN-9 M5-SDN-23 และM5-LBN1-5 ในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง ซ่ึงมีการทําเครือ่งหมาย
ติดตาม (ตามวิธีการในขอ 6) มาทดสอบในสภาพแปลงปลูกพืช นําเมล็ดแตงกวาพันธุลูกผสมพาว
เวอร-ซี มากําจัดเช้ือท่ีผิวเมล็ดแตงกวาดวย 0.525% sodium hypochlorite เปนเวลา 3 นาที ลางดวย
น้ํานึ่งฆาเช้ือ 2 ครั้ง ซับใหแหงดวยกระดาษทิชชูนึ่งฆาเช้ือ นําเมล็ดไปแชในเซลลแขวนลอยของเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษ สารเคมี metalaxy 35% SD (อัตราการใชสารเคมี 7 กรัม ตอเมล็ดแตงกวา 1 
กิโลกรัม) และสปอรแขวนลอยของเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 (เตรียมจากการใชเช้ือ
สด 1 กิโลกรัม ตอน้ํา 200 ลิตร) เปนเวลา 15 นาที กอนนําไปปลูกลงในแปลงทดลองส่ีเหล่ียมขนาด
ความกวาง 100 เซนติเมตร ยาว 500 เซนติเมตร โดยกลบเมล็ดแตงกวาลงดินลึกประมาณ 0.5 
เซนติเมตร หลุมละ 1 เมล็ด ปลูกแปลงละ 10 เมล็ด ในแตละหลุมหางกันขนาดความกวาง 70 
เซนติเมตร ยาว 100 เซนติเมตร โดยทุกกรรมวิธีไมปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum (-Py) 
 

การทดลองประกอบดวย 6 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 3 ซํ้าๆ ละ 3 แปลง แปลงละ 10 เมล็ด วาง
แผนการทดลองแบบสมบูรณ (Randomized complete block design, RCB)  
 
 กรรมวิธีท่ี 1 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในน้ําเปลา โดยไมปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum (-Py) 
 กรรมวิธีท่ี 2 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในสารเคมี metalaxyl 35% SD 
 กรรมวิธีท่ี 3 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในสปอรแขวนลอยของเช้ือรา T. harzianum CB-Pin-01 
ชนิดสด 
 กรรมวิธีท่ี 4 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย
ชนิดผงสายพันธุ SDN-9 
 กรรมวิธีท่ี 5 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย
ชนิดผงสายพันธุ SDN-23 
 กรรมวิธีท่ี 6 = กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย
ชนิดผงสายพันธุ LBN1-5 
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 7.1  บันทึกผลการเกิดโรคเนาระดับดิน (Damping-off)  
 
       ตรวจนับจํานวนตนกลาแตงกวาท่ีงอกหลังปลูก 7 วัน และตรวจนับจํานวนตนแตงกวา

รอดตายท่ี 14 และ 28 วัน หลังจากปลูกเมล็ดแตงกวาในแปลงปลูก  
 
       แยกเช้ือรา Pythium sp และเช้ือราสาเหตุโรคอ่ืน จากเมล็ดแตงกวาท่ีไมงอก ท่ีมีอายุ 14 

วัน ดวยการกําจัดเช้ือบนผิวเมล็ดดวยโซเดียมไฮโปคลอไรท 0.525 เปอรเซ็นต 2-3 นาที ลางดวยน้ํา
นึ่งฆาเช้ือ 2 ครั้ง ซับใหแหงดวยกระดาษทิชชูนึ่งฆาเช้ือ นําเมล็ดตรวจสอบบนอาหาร PDA บมไวท่ี
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง ตรวจดูชนิดของเช้ือราสาเหตุโรคบนเมล็ดแตงกวา  
คํานวณเปอรเซ็นตเมล็ดท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. และเช้ือราสาเหตุโรคอ่ืน ดังสูตร 
 
เปอรเซ็นตท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. =  จํานวนเมล็ดท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. (กรรมวิธี) x 100 
                                                                  จํานวนเมล็ดท้ังหมดท่ีไมงอก (กรรมวิธี) 
 

คํานวณเปอรเซ็นตการเกิดโรค (Disease incidence) เม่ือตนแตงกวาอายุ 28 วัน ตามวิธีการ
ของ (Cubeta and Echandi, 1991)  
เปอรเซ็นตการเกิดโรค (Disease incidence) ดังสูตร 
 
เปอรเซ็นต Disease incidence =   จํานวนตนท้ังหมดท่ีเกิดโรค (ซํ้า)  x 100 

                                 จํานวนตนท้ังหมดท่ีไมเกิดโรค (ซํ้า) 
 

7.2  ตรวจนับเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา Pythium aphanidermatum เช้ือ
รา Trichoderma harzianum CB-Pin-01 และแบคทีเรียปฏิปกษบนรากแตงกวา 
 

       สุมรากแตงกวาหลังปลูกท่ี 28 วัน กรรมวิธีละ 4 ซํ้า ซํ้าละ 50 ช้ิน โดยนํารากแตงมาลาง
ผานน้ําไหลใหสะอาด แชในสารละลาย 0.525% sodium hypochlorite เปนเวลา 5 นาที ลางดวยน้ํา
นึ่งฆาเช้ือ 2 ครั้ง ซับรากใหแหงดวยกระดาษทิชชูนึ่งฆาเช้ือ ตัดรากยาวประมาณ 1 เซนติเมตร วาง
บนอาหารเล้ียงเช้ือ modified BNPRA สําหรบัเช้ือรา P. aphanidermatum บนอาหารNGA ผสมสาร
ปฏิชีวนะ rifampicin ความเขมขน 10 ppm สําหรับเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษและMartin’s medium 
สําหรับเช้ือรา T. harzianum CB-Pin-01 บมไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24-72 ช่ัวโมง ตรวจนับ
ปริมาณการครอบครองราก  
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7.3  การตรวจนับปริมาณเช้ือรา Pythium aphanidermatum เช้ือรา Trichoderma 
harzianum CB-Pin-01 และแบคทีเรียปฏิปกษในดิน 
 
        สุมดินในแปลงปลูก 28 วัน กรรมวิธีละ 4 ซํ้า ซํ้าละ 5 ตัวอยาง ตรวจนับปริมาณของเช้ือ
รา P. aphanidermatum ดวยวิธี Surface Soil Dilution Plate (SSDP) โดยช่ังดิน 1 กรัม ผสม 0.1 % 
water agar (WA.) 9 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex ปลอยไวประมาณ 30 นาที กอน หยด
ดินแขวนลอยปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร บนอาหารเล้ียงเช้ือ modified BNPRA สําหรับเช้ือรา P. 
aphanidermatum และช่ังดิน 1 กรัม ผสมน้ํานึ่งฆาเช้ือ 9 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน หยดดินแขวนลอย
ปริมาณ 1 มิลลิลิตร บนอาหาร NGA ผสมสารปฏิชีวนะ rifampicin ความเขมขน 10 ppm สําหรับเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย และ Martin’s medium สําหรับเช้ือรา T. harzianum บมไวท่ี
อุณหภูมิหองเปนเวลา 24-72 ช่ัวโมงใชแทงแกวเกล่ียท่ัวผิวหนาอาหาร บมเช้ือท่ีอุณหภูมิหองเปน
เวลา 24-72 ช่ัวโมง นับปริมาณโคโลนีของเช้ือรา P. aphanidermatum เทียบเปนหนวยโคโลนีตอ
กรัม (cfu/g) 
 

7.4  ช่ังน้ําหนักผลผลิตของตนแตงกวา 
 
การวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ
 
 วิเคราะหผลการทดลองท่ีไดท้ังหมด และเปรียบเทียบคาเฉล่ียจากการทดลอง โดยทดสอบ
ความแตกตางของคาเฉล่ียดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ท่ีระดับนัยสําคัญ 
0.05 ดวยโปรแกรม SPSS for Windows V. 11.5 ตามแผนการทดลองแบบ CRD ซ่ึงการทดลองใน
สภาพเรือนปลูกพืชทดลอง และแผนการทดลองแบบ RCB ในสภาพแปลงปลูกพืช 
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สถานที่ทําการทดลอง 
 

หองปฏิบัติการควบคุมโรคพืชโดยชีวภาพ เรือนปลูกพืชทดลองและแปลงปลูกพืชทดลอง 
ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตรกําแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวัด
นครปฐม 
  

ระยะเวลาที่ทําการทดลอง 
 

 ดําเนินการทดลองระหวางเดือน พฤษภาคม พ.ศ.2554-พฤษภาคม พ.ศ.2557 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

 



ผลและวิจารณ 
 

1.  การแยกเชื้อรา Pythium  aphanidermatum จากลําตนแตงกวาและการพิสูจนโรค 
 

จากการแยกเช้ือราสาเหตุโรคเนาระดับดินของลําตนแตงกวา ท่ีมีลักษณะเปนแผลฉ่ําน้ํา 
บริเวณโคนตน โดยวิธี tissue transplanting method บนอาหาร Modified BNPRA พบวามีเช้ือเจริญ
ออกมาจากโคนตนท่ีหักพับลงในขณะท่ีใบยังเขียวอยู เสนใยมีลักษณะสีขาว ฟู เจริญไดเร็วเตม็จาน
เล้ียงเช้ือภายใน 48 ช่ัวโมง (ภาพท่ี 1-A) ในสภาพแวดลอมมีความช้ืนสูงโคนตนแสดงอาการเนาเปน
แผลสีน้ําตาล และพบเสนใยสีขาวเจริญอยูบริเวณลําตนและใบท่ีติดกับวัสดุปลูก (ภาพท่ี 1-B) เม่ือ
ตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน พบวาเสนใยมีลักษณะใส แตกแขนงไดดี ไมมีผนังกั้นตามขวาง
ภายในของเสนใย สราง sporangium (ภาพท่ี 1-C) แบบ lobate และสราง oospore แบบ pleortic จาก
ลักษณะดังกลาวเปรียบเทียบกับลักษณะในคูมือของ Plaats-Niterink (1981) เช้ือราท่ีแยกไดเปน  P. 
aphanidermatum (ภาพท่ี 1-D) 
 

จากการนําเช้ือราท่ีแยกไดไปพิสูจนการเกิดโรค ตามวิธีการของ Koch’s postulation โดย
การปลูกเมล็ดแตงกวาพันธุลูกผสมพาวเวอร-ซี ลงดินลึกประมาณ 0.5 เซนติเมตรลงในกระถางท่ีมี
ดินอบฆาเช้ือ กลบเมล็ดแตงกวากอนใสเสนใยแขวนลอยของเช้ือรา P. aphanidermatum ลงไป 
พบวาหลังจากปลูกเช้ือโรคเปนเวลา 7-14 วัน ตนกลาแตงกวาเกิดแผลฉ่ําน้ํา บริเวณโคนตนและหัก
พับลง เม่ือดึงรากขึ้นมาพบวารากเปนสีน้ําตาลดํา เนาเปอย และเม่ือนําโคนตนท่ีแสดงอาการของ
โรคมาแยกเช้ือซํ้าอีกครั้งบนอาหาร Modified BNPRA พบวามีเสนใยของเช้ือรา P. 
aphanidermatum เจริญออกมาจากโคนตนท่ีแสดงอาการ มีลักษณะเชนเดียวกันกับเช้ือราท่ีไดปลูก
เช้ือลงไป  
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ภาพที่ 1  ลักษณะอาการโรคเนาระดับดินและลักษณะเสนใยและสปอรของเช้ือรา  Pythium 
                aphanidermatum 
                A.  เสนใยเช้ือรา  P. aphanidermatum 
   B.  เสนใยสีขาวเจริญอยูบริเวณลําตนและใบท่ีติดกับวัสดุปลูก 
   C.  รูปรางของsporangium ของเช้ือรา  P. aphanidermatum 
   D.  การเขาจับกันของ antheridia (1) กับ oogonia (2) 
 
 
 
 
 

 
 

 

A B 

C D 

1 
2 
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2.  การแยกเชื้อแบคทีเรียจากดินรอบราก (root zone soil) และจากใบของแตงกวา 

 
 จากการแยกเช้ือแบคทีเรียจากดินรอบราก ดวยวิธี Surface Soil Dilution Plate (SSDP) บน
อาหารเล้ียงเช้ือ 3 ชนิด ไดแก 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
แตงกวาไดรวมท้ังหมด 112 ไอโซเลต โดยการแยกจากดินรอบรากบนอาหาร NGA, KB และ TH 
พบแบคทีเรีย 36 13 และ7 ไอโซเลต ตามลําดับ สวนการแยกจากใบแตงกวาบนอาหาร NGA, KB 
และTH พบแบคทีเรีย 27 18 และ11 ไอโซเลต ตามลําดับ สาเหตุท่ีแยกแบคทีเรียจากดินรอบรากและ
จากใบพืช ดวยเหตุผลท่ีคาดวาจะไดพบจุลินทรียปฏิปกษบางชนิดซ่ึงเจริญอยูบนผิวพืชเพ่ือทําหนาท่ี
ปกปองเช้ือโรคพืชท่ีจะเขาทําลาย เชน เช้ือราหรือแบคทีเรียท่ีเจริญและตั้งรกรากอยูบนผิวรากพืช
สามารถปองกันการเขาทําลายของเช้ือโรคพืชในดินบางชนิดและเจรญิแพรกระจายอยูในดินเพ่ือ
ทําลายสวนสืบพันธุหรือโครงสรางท่ีใชขยายพันธุของเช้ือโรคในดิน (จิระเดช และคณะ, 2546) 
เชนเดียวกับท่ี Paulitz et al. (1992) ไดแยกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษบริเวณรอบรากแตงกวามาทดสอบ
การยับยั้งการเจริญของเสนใยและการงอก  zoospore ของเช้ือรา P. aphanidermatum โดยพบ 93 ไอ
โซเลต ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum ได และอีก 35 ไอโซเลต ลด
การงอกของ zoospore ได ซ่ึงทําใหเปอรเซ็นตการงอกของ zoospore ต่ํากวากรรมวิธีควบคุมถึง 50 
เปอรเซ็นต  
 

เช้ือจุลินทรียปฏิปกษท่ีแยกจากดินหรือจากใบพืชอาจพบ แตกตางกันไปตาม
สภาพแวดลอม โดยเฉพาะการแยกเช้ือจากดินซ่ึงเปนแหลงท่ีพบจุลินทรียไดมากมายหลายชนิด 
อาหารท่ีนํามาใชในการแยกเช้ือจึงควรเปนอาหารจําเพาะ (วิชัย, 2549) ท่ีมีคุณสมบัติสามารถ
คัดเลือกเช้ือท่ีเราตองการใหเจริญได แตเช้ืออ่ืนเจริญเติบโตไมได หรือเจริญไดนอย หรือทําใหเรา
สามารถแยกเช้ือตางชนิดกันออกจากกันได โดยอาศัยคุณสมบัติบางประการ (นิพนธ, 2533) การ
แยกแบคทีเรียในครั้งนีจ้ึงเลือกใชอาหารท่ีมีความจําเพาะหรือเปนอาหารท่ีมีความสามารถแยกเช้ือ
ตางชนิดกันออกจากกันได เชน บนอาหาร King’s medium B (KB) แยกได 31 ไอโซเลต ซ่ึงมี
โอกาสเปนจุลินทรียปฏิปกษในกลุมเช้ือ Pseudomonas spp. วิชัย (2549) กลาววา อาหารเล้ียงเช้ือ 
King’s medium B (KB) เปนอาหารท่ีเหมาะสมในการแยกเช้ือ Pseudomonas spp. บางกลุมสราง
เม็ดสี ดูจากสารเรืองแสงท่ีสรางและละลายอยูในอาหารนี้ เม่ือภายใตแสงอุลตราไวโอเลต Rankin 
and Paulitz (1994) กลาววาเช้ือ P. fluorescens และ P. corrugata ลดการงอกและการเคล่ือนท่ีของ 
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zoospore ของเช้ือรา Pythium sp. ท่ีทําใหเกิดโรครากเนาของแตงกวาในระบบการปลูกพืชแบบ
ไฮโดรโพนิกสได 

 
ตารางที่ 1  จํานวนไอโซเลตของเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจากดินรอบรากและใบของแตงกวา 
                  เม่ือแยกเช้ือดวยวิธี Surface Soil Dilution Plate ดวยการใชอาหารแยกเช้ือ 
                  3 ชนิด ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง 
 

 
ชนิดอาหารเล้ียงเช้ือ 

จํานวนไอโซเลตของเช้ือแบคทีเรีย 
แยกเช้ือจากดิน1/ แยกเช้ือจากใบ2/ 

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

 
1/  เก็บดินรอบรากของแตงกวาแยกเช้ือบนอาหาร 3 ชนิด ไดแก nutrient glucose agar (NGA)  
    King’s medium B (KB) และ Thornston’s medium (TH) 
2/  เก็บใบแตงกวาแยกเช้ือบนอาหาร 3 ชนิดไดแก 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.  การทดสอบความสามารถของเชื้อแบคทีเรียในการเปนปฏิปกษตอ เชื้อรา Pythium 
aphanidermatum ในระดับหองปฏิบัติการ 
 
 จากการทดสอบประสิทธิภาพเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกได 112 ไอโซเลต จากดินรอบราก 56 ไอ
โซเลต และจากใบแตงกวา 56 ไอโซเลต ในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. 
aphanidermatum ดวยวิธี dual culture test บนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ในระดับหองปฏิบัติการ (วิธีการ
ตาม  4) จึงไดเลือกเช้ือทดสอบจํานวน 61 ไอโซเลตท่ีมีแนวโนมวาจะยับยั้งเช้ือราสาเหตุโรคได ดวย
การสังเกตวาเช้ือราสาเหตุโรคมีการยุบตัว หรือไมสามารถเจริญคลุมทับไปบนโคโลนีของเช้ือ
ทดสอบได นํามาทดสอบอีกครั้ง พบวาแตละไอโซเลตของเช้ือทดสอบมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง
การเจริญของเสนใยแตกตางกันโดยสามารถแบงออกเปน 3 กลุมคือ กลุมท่ีมีเปอรเซ็นตยับยั้งการ
เจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum ในชวง 0-20 , 21-40 และ 41-60 พบแบคทีเรียจํานวน 
49 7 และ 5 ไอโซเลต ตามลําดับ (ตารางท่ี 2) 
 

จากการทดสอบความเปนปฏิปกษโดยการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. 
aphanidermatum สาเหตุโรคเนาระดับดินของตนกลาแตงกวาดวยวิธี dual culture test บนอาหาร
เล้ียงเช้ือ PDA เปนเวลา 3 วัน พบแบคทีเรีย 13 ไอโซเลต ท่ีมีแนวโนมยับยั้งเช้ือสาเหตุโรคไดดวย
การสังเกตวาเช้ือสาเหตุโรคยุบตัว หรือไมสามารถเจริญคลุมทับไปบนโคโลนีของเช้ือทดสอบได 
โดยมีประสิทธิภาพยับยั้งการเจริญของเช้ือรา P. aphanidermatum ได 13.75-55.28 เปอรเซ็นต โดย
ไอโซเลตท่ีมีเปอรเซ็นตยบัยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum ไดดีท่ีสุด คือ LBN1-9, 
SDN-23 และ SDN-3 ท่ีมีเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือราเทากับ 55.28, 51.38 และ 
50.79 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และไอโซเลตท่ีมีความกวางของบริเวณท่ีเกิดการยับยั้ง (clear zone) คือ 
SDN-32, SDN-36, SDN-35 และ LBN1-9 โดยมีความกวางของบริเวณท่ีเกิดการยับยั้งเทากับ 0.44,  
0.18, 1.19 และ 1.66 เซนติเมตร ตามลําดับ ไอโซเลต SDN-3, SDN-23 และ LBN1-9 สามารถยับยั้ง
การเจริญเสนใยของเช้ือรา P. aphanidermatum ไดดี เม่ือเปรียบเทียบกรรมวิธีควบคุมอยางมี
นัยสําคัญทางสถิต ิ(ตารางท่ี 3) โดยท่ีเสนใยของเช้ือสาเหตุโรคยุบตัวหรือไมสามารถเจรญิคลุมทับ
ไปบนโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียทดสอบได เชนเดียวกับท่ี จิรัสสา (2546) ไดคัดเลือกแบคทีเรีย 24 
ไอโซเลตจากท้ังหมด 210 ไอโซเลต โดยอาศัยการท่ีแบคทีเรียสรางสารปฏิชีวนะออกมายับยั้งการ
เจริญของเสนใยเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides และ C. capsici ทําใหเกิด inhibition zone 
หรือ clear zone บนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA  ในขณะท่ี วราภรณ (2545) ไดคัดเลือกแบคทีเรียท่ียับยั้ง
การเจริญของเสนใยเช้ือรา Alternaria brasicicola 2 รูปแบบ คือการสรางปฏิชีวนะสารออกมายับยั้ง
การเจริญทําใหเกิด inhibition zone หรือ clear zone และแบคทีเรียท่ีมีการเจริญอยางรวดเร็วทําใหเช้ือ 
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A. brassicicola เจริญไดนอย และการคัดเลือกสายพันธุเช้ือจุลินทรียปฏิปกษเพ่ือทดสอบการ
ควบคุมโรคบนผลองุน ไดอาศัยหลักเกณฑการยับยั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุโรค และความกวาง
ของบริเวณยับยั้งเชนกัน (จุฑารัตน, 2554) 

 
ตารางที่ 2  ไอโซเลตของเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจากดินรอบรากและใบของแตงกวา 
                  ในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา Pythium aphanidermatum ดวยวิธี dual culture  
                  test บนอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose agar (PDA) ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วัน 
 

เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ
ของเสนใยเช้ือรา 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/ เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใย P. aphanidermatum เม่ือเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
   คํานวณจาก เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือโรค = (R1-R22/R1) x 100                                                                     
 R1 คือ คาเฉล่ียของรัศมีของเสนใยเช้ือโรคในจานเล้ียงเช้ือในกรรมวิธีควบคุม 
 R2 คือ คาเฉล่ียของรัศมีของเสนใยเช้ือโรคในจานเล้ียงเช้ือในกรรมวิธีทดสอบ 
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ตารางที่ 3  รัศมีโคโลนีและเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา Pythium  

 aphanidermatum และความกวางบริเวณยับยั้ง (clear zone) ของแบคทีเรียปฏิปกษบน 
 อาหาร potato dextrose agar (PDA) เปนเวลา 3 วัน 

 

ไอโซเลต รัศมีโคโลนีของเช้ือรา 
P. aphanidermatum1/ 

(ซม.) 

ความกวางบริเวณ
ยับยั้ง2/ (Clear zones) 

(ซม.) 

การยับยั้งการเจริญของ
เสนใยเช้ือรา 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/ รัศมีของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum วัดจากกึ่งกลางของโคโลนีถึงปลายเสนใย (เซนติเมตร)          
   คาเฉล่ียคิดจาก 4 ซํ้า หลังจากวางเช้ือราบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 3 วัน 
2/  บริเวณการยับยั้ง (%) คํานวณไดจาก  
 

   บริเวณการยับยั้ง =  (D1-D2/2) × 100       
 

D1 คือคาเฉล่ียของเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง 
D2 คือคาเฉล่ียของเสนผานศูนยกลางโคโลนีของเช้ือแบคทีเรีย 
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ตารางที่ 3  (ตอ) 
 
3/ เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใย P. aphanidermatum เม่ือเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
   คํานวณจาก  
 
   เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือโรค = (R1-R22/R1) x 100      
                                                                              

R1 คือ คาเฉล่ียของรัศมีของเสนใยเช้ือโรคในจานเล้ียงเช้ือในกรรมวิธีควบคุม 
R2 คือ คาเฉล่ียของรัศมีของเสนใยเช้ือโรคในจานเล้ียงเช้ือในกรรมวิธีทดสอบ 
 

4/ คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวตั้งไมมีความหมายแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง 
   สถิต ิตามวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (P = 0.05) 
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4.  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษที่ไดคัดเลือกแลว ในการควบคุมโรคเนาระดับดิน ที ่
เกิดจากเชื้อรา Pythium aphanidermatum ในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง   
  
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา 
P. aphanidermatum ไดคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพจํานวน 13 ไอโซเลต มาทดสอบ
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเนาระดับดินของตนกลาแตงกวาในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง 
โดยนําเมล็ดแตงกวามาแชในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ สารเคมี metalaxyl 35 SD 
และสปอรแขวนลอยของเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 เปนเวลา 15 นาที กอนปลูกลง
ในกระถาง พบวาจากการตรวจนับจํานวนตนกลาแตงกวาท่ีงอกหลังปลูก 7 วัน กรรมวิธีท่ีแชเมล็ด
ในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลต SDN-9 และ SDN-23 มีคาเปอรเซ็นตจํานวน
ตนกลาแตงกวาท่ีงอกหลังปลูก 7 วัน สูงท่ีสุดเทากับ 85 และ 70 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงสูงกวา
กรรมวิธีควบคุมท่ีมีเช้ือสาเหตุโรคถึง 112.5 และ 75 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงเทียบเทากับกรรมวิธี
ท่ีใชสารเคมี metalaxyl 35 SD รองลงมาคือกรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษไอโซเลต SDN-3 และ SDN-8 มีเปอรเซ็นตตนรอดตายท่ี 7 วัน เทากับ 55.00 เปอรเซ็นต  
ในขณะท่ีกรรมวิธีควบคุมท่ีมีเช้ือสาเหตุโรคและการใชสารเคมี metalaxyl 35 SD มีเปอรเซ็นตตน
รอดตายท่ี 7 วัน เทากับ 40.00 และ 50.00 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางท่ี 4)  

 
สวนการตรวจนับจํานวนตนแตงกวารอดตายท่ี 14 วัน พบวากรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลล

แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ SDN-23 มีเปอรเซ็นตตนรอดตายหลังการปลูกท่ี 14 วัน 86.67 
เปอรเซ็นต ซ่ึงสูงกวากรรมวิธีควบคุมท่ีมีเช้ือสาเหตุโรคถึง 550.19 เปอรเซ็นต และสูงกวาการใช
สารเคมี metalaxyl 35 SD อยางมีนัยสําคัญ ในขณะท่ีกรรมวิธีควบคมุท่ีมีเช้ือสาเหตุโรคพบตนรอด
ตายเพียง 13.33 เปอรเซ็นต รองลงมาคือ กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษไอโซเลต SDN-3, SDN-8 และ SDN-9 มีเปอรเซ็นตตนรอดตายหลังการปลูกท่ี 14 วัน 
46.67, 40.00 และ 40.00  เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงไมมีความแตกตางในทางสถิตกิับการใชสารเคมี
metalaxyl 35 SD สวนกรรมวิธีท่ีไมมีตนรอดตายเลยคือกรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของ
เช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลต SDN-35, SDN-42, SDN-32 และ LBN1-1 (ตารางท่ี 4 และ ภาพท่ี 
2) จากการทดลองในครั้งนี้ พบวากรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ
ไอโซเลต SDN-9 และ SDN-23 กอนปลูกลงดินท่ีมีเช้ือสาเหตุโรค มีเปอรเซ็นตการงอกของตนกลา
แตงกวาหลังปลูกท่ี 7 วัน สูงกวากรรมวิธีควบคุมและกรรมวิธีท่ีใชสารเคมี metalaxyl 35 SD 
นอกจากเช้ือแบคทีเรียไอโซเลต SDN-9 และ SDN-23 จะสามารถเพ่ิมเปอรเซ็นตการงอกของเมล็ด
ไดแลว ยังพบวาชวยเพ่ิมเปอรเซ็นตตนรอดตายหลังการปลูกท่ี 14 วัน ไดเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใช
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สารเคมี metalaxyl 35 SD อีกดวยจากการนําเมล็ดแตงกวาแชในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษกอนปลูกลงดินสงผลใหมีเปอรเซ็นตการงอกและเปอรเซ็นตตนรอดตายของตนกลา
แตงกวาสูงกวากรรมวิธีควบคุม อาจเปนเพราะการคลุกเมล็ดพืชหรือการแชเมล็ด ชวยใหจุลินทรีย
ปฏิปกษอยูใกล หรือสัมผัสกับสวนของพืชท่ีจะถูกเขาทําลายโดยเช้ือโรคพืชมากท่ีสุด จึงเปนผลดี
ตอการปองกันการเขาทําลายของเช้ือโรคในระยะท่ีเมล็ดพืชเริ่มงอกหรือเจริญเปนตนกลา (จิระเดช 
และคณะ, 2546)  
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ตารางที่ 4  คาเปอรเซ็นตจํานวนตนกลาแตงกวาท่ีงอกหลังปลูก 7 วัน และเปอรเซ็นตจํานวนตน 
                  แตงกวาท่ีรอดตาย 14 วัน หลังจากแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปกษ 
                  เปนเวลา 15 นาที กอนปลูกเช้ือรา  Pythium aphanidermatum ในสภาพเรือนปลูกพืช 
                  ทดลอง  
 

กรรมวิธี 
(ไอโซเลต/สายพันธุ) 

เปอรเซ็นตการงอก   
7 วัน (%) 

เปอรเซ็นตตนรอดตาย   
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/ กรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum (-Py) 
2/ คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
  ตามวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (P = 0.05) 
3/ กรรมวิธีควบคุมท่ีมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum (+Py) ในรูปเสนใยแขวนลอยอัตรา  
  1 จาน ตอ 800 มิลลิลิตร 
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ตารางที่ 4  (ตอ) 
 
4/  เปอรเซ็นตเพ่ิมขึ้น (+) หรือลดลง (-) ของเปอรเซ็นตการงอกเมล็ด และเปอรเซ็นตตนรอดตาย     
   เม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมท่ีมีเช้ือราสาเหตุโรค คํานวณไดโดย 
 
 เปอรเซ็นตเพ่ิมขึ้น (+) หรือลดลง (-)  =  กรรมวิธีทดลอง – กรรมวิธีควบคุม x 100 

กรรมวิธีควบคุม 
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ภาพที่ 2  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคเนาระดับดินของตนกลาแตงกวา 
               ในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง เม่ือตนกลาแตงกวามีอายุท่ี 14 วัน 

  A.  กรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum (-Py) 
  B.  กรรมวิธีควบคุมท่ีมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum (+Py)  
  C.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในสารเคมี metalaxyl 35% SD 
  D.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-3 
  E.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-9 
  F.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย 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 
 
 กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลต SDN-8 และ
SDN-23 พบเปอรเซ็นตการครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum เพียง 23.30 และ 41.00 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชสารเคมี metalaxyl 35 SD และกรรมวิธีท่ีใชเช้ือ
รา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 อยางมีนัยสําคัญ รองลงมาคือกรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลล
แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลต SDN-38 มีเปอรเซ็นตการครอบครองรากของเช้ือรา 
P. aphanidermatum เทากับ 48.00 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีกรรมวิธีควบคุมท่ีมีเช้ือสาเหตุโรคมี
เปอรเซ็นตการครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum ถึง 100 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี5 และ 
ภาพท่ี 3) ในกรณีนี้คลายกับผลการทดลองของ เพ็ญภัค (2552) ท่ีพบเปอรเซ็นตการครอบครองราก
ผักกาดหอมของเช้ือรา P. aphanidermatum ในกรรมวิธีควบคุมท่ีมีการปลูกเช้ือโรคพบเปอรเซ็นต
การครอบครองรากสูงท่ีสุด (86.7 เปอรเซ็นต) สูงกวาทุกกรรมวิธีท่ีใชจุลินทรียปฏิปกษ และ
กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลต SDN-3, SDN-8, SDN-9 
SDN-23, SDN-35 และ SDN-38 ลดปริมาณเช้ือรา P. aphanidermatum ในดินหลังจากปลูกแตงกวา
ในเวลา 14 วัน ไดเทียบเทากับการใชสารเคมีเมทาแลกซิล 35 SD (ตารางท่ี5 และ ภาพท่ี 4) 
 

       ในกรณีท่ีแบคทีเรียปฏิปกษมีเปอรเซ็นตการครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum 
ต่ํากวากรรมวิธีควบคุมท่ีมีเช้ือสาเหตุโรค เปนไปไดวาการทดลองโดยแชเมล็ดในเซลลแขวนลอย
แบคทีเรียปฏิปกษกอนปลูก มีสวนชวยใหจุลินทรียปฏิปกษไดควบคุมโรคพืชท่ีติดมากับเมล็ดและ
เช้ือโรคพืชในดิน โดยการใชอาหารท่ีเมล็ดปลดปลอยออกมา ทําใหไมพอเพียงสําหรับเช้ือโรคพืช
ในดินท่ีจะใชดําเนินกิจกรรมเพ่ือกอใหเกิดโรคได เชน ไมเกิดโรคเมล็ดเนา (seed decay) หรือโรค
เนาของพืชกอนโผลพนดิน (pre-emergence damping-off) ตลอดจนปองกันการเกิดโรคเนาระดับ
ดินหลังกลางอกโผลพนดินแลว (post-emergence damping-off) แบคทีเรียปฏิปกษอาจชวยปองกัน
โดยการเจริญครอบคลุมผิวรากพืช เพ่ือปองกันการเจริญเขาครอบครองรากพืชของเช้ือโรค หรือ
ไมใหเช้ือโรคไดมีโอกาสผลิตสารปฏิชีวนะ หรือน้ํายอยพวก hydrolytic enzymes (จิระเดช, 2549) 
จากเปอรเซ็นตการครอบครองรากและปริมาณของเช้ือรา P. aphanidermatum มีคาต่ํานั้น อาจเพราะ
แบคทีเรียปฏิปกษมีความสามารถในการแขงขันการใชอาหารกับเช้ือโรคพืช เพ่ือหยุดยั้งการเพ่ิม
ปริมาณ หรือการขยายพันธุและการสืบพันธุของเช้ือสาเหตุโรคพืช (จิระเดช, 2549) เชน การทดลอง
ของ Van Dijk and Nelson (2000) พบวาแบคทีเรีย Enterobactor cloacae ยับยั้งการงอก sporangia 
ของเช้ือรา Pythium ultimum โรคเนาระดับดินของฝาย เนื่องจากการแกงแยง fatty acid ซ่ึงผลิตโดย
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เมล็ดและรากของพืช และแบคทีเรยีปฏิปกษบางชนิด เชน Bacillus subtilis Streptomyces spp. และ 
Pseudomonas fluorescens เม่ือคลุกเมล็ดพืชแลวเช้ือสามารถเจริญตอไปยังราก แลวเจริญไปแทนท่ี
หรือแยงพ้ืนท่ีบนรากพืช จนสามารถเจริญครอบครองผิวรากไวได (จิระเดช, 2549) ดังนั้นการท่ีเช้ือ
แบคทีเรียไอโซเลต SDN-8 และ SDN-23 สามารถครอบครองรากได สงผลใหมีเปอรเซ็นตการ
ครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum ต่ํา 

  
        จากผลการทดลองแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคเนาระดับดินท่ีเกิดจากเช้ือรา P. 

aphanidermatum ในระดับหองปฏิบัติการและในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง พบวามีแบคทีเรีย
ปฏิปกษบางไอโซเลตท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือรา P. aphanidermatum ใหผลไม
สอดคลองกันกับในระดับหองปฏิบัติการและในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง เชน แบคทีเรียไอโซ
เลต LBN1-9 มีประสิทธิภาพยับยั้งเช้ือรา P. aphanidermatum ในระดับหองปฏิบัตกิาร สูงคือ 55.28 
เปอรเซ็นต เม่ือนําไปทดสอบในสภาพเรือนปลูกพืชทดลองมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคไดต่ํา
คือ มีเปอรเซ็นตตนแตงกวารอดตายท่ี 14 วัน เพียง 6.67 เปอรเซ็นต หรือในกรณีของแบคทีเรียไอโซ
เลต SDN-9 มีประสิทธิภาพยับยั้งเช้ือรา P. aphanidermatum ในระดับหองปฏิบัติการ เทากับ 22.08 
เปอรเซ็นต เม่ือนําไปทดสอบในสภาพเรือนปลูกพืชทดลองมีประสิทธิภาพในการเพ่ิมเปอรเซ็นต
การงอกของเมล็ดแตงกวาท่ี 7 วัน สูงเทากับ 85 เปอรเซ็นต และยังสามารถลดปริมาณเช้ือรา P. 
aphanidermatum ในดินหลังจากปลูกแตงกวาในเวลา 14 วัน ไดเทียบเทากับการใชสารเคมีเมทา
แลกซิล 35 SD ได เหตุท่ีเปนเชนนี้เปนไปไดวาในสภาพเรือนปลูกพืชทดลองมีสภาพแวดลอมอ่ืนๆ 
หลายปจจัยท่ีมีผลตอการเจริญของแบคทีเรีย หรือความสามารถในการควบคุมโรคและยับยั้งโรค ทํา
ใหผลการควบคุมโรคของเช้ือสาเหตุโรคไมสอดคลองกับผลท่ีไดจากการทดสอบในระดับ
หองปฏิบัติการ นอกจากนี้พบแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเนาระดับดินท่ี
เกิดจากเช้ือรา P. aphanidermatum ในสภาพเรือนปลูกพืชทดลองไดดี คือแบคทีเรียไอโซเลต SDN-
9 และ SDN-23 ท่ีสามารถเพ่ิมเปอรเซ็นตการงอกของเมล็ดแตงกวาท่ี 7 วัน และยังสามารถลด
ปริมาณเช้ือรา P. aphanidermatum ในดินหลังจากปลูกแตงกวาในเวลา 14 วัน ไดเทียบเทากับการ
ใชสารเคมีเมทาแลกซิล 35 SD ไดอีกดวย ซ่ึงความสามารถดังกลาวแสดงถึงแนวโนมของ
ความสําเร็จท่ีจะนําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไปผลิตชีวภัณฑเช้ือชนิดผงเพ่ือควบคุมโรคเนาระดับดินท่ี
เกิดจาก P. aphanidermatum ในสภาพแปลงปลูกพืชตอไป 

 
 
 
 



 
 

44 
 
ตารางที่ 5  คาเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา Pythium aphanidermatum และคา 

               ปริมาณ เช้ือรา Pythium aphanidermatum ในดินหลังปลูกเปนเวลา 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/ เปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือราสาเหตุโรค โดยวางรากจํานวน 10 รากตอจาน 
 อาหารเล้ียงเช้ือบนอาหาร Modified BNPRA  
2/ ปริมาณเช้ือราสาเหตุโรคในดิน นําดินมาทํา dilution plate บนอาหาร Modified BNPRA 
3/ กรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum (-Py) 
4/ คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ  
   ตามวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (P = 0.05) 
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ตารางที่ 5  (ตอ) 
 
5/ กรรมวิธีควบคุมท่ีมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum (+Py) ในรูปเสนใยแขวนลอยอัตรา  
   1 จาน ตอ 800 มิลลิลิตร 
6/  เปอรเซ็นตเพ่ิมขึ้น (+) หรือลดลง (-) ของการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา P.  
   aphanidermatum เม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมท่ีมีเช้ือราสาเหตุโรค คํานวณไดโดย 
 

เปอรเซ็นตเพ่ิมขึ้น (+) หรือลดลง (-)  =  กรรมวิธีทดลอง – กรรมวิธีควบคุม x 100 
กรรมวิธีควบคุม 

7/  nd = non-Determined (ไมไดตรวจสอบ) 
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ภาพที่ 3  การเขาครองครองรากแตงกวาของ Pythium aphanidermatum ในสภาพเรือนปลูกพืช 
               ทดลอง บนอาหาร modified BNPRA เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

  A.  กรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีการปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum (-Py) 
  B.  กรรมวิธีควบคมุท่ีมีการปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum (+Py)  
  C.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในสารเคมี metalaxyl 35% SD 
  D.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-8 
  E.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-9 
  F.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-23 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B C 

D E F 
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ภาพที่ 4  การตรวจนับปริมาณเช้ือรา Pythium aphanidermatum ในดินในสภาพเรือนปลูกพืช 
               ทดลองบนอาหาร modified BNPRA เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

  A.  กรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีการปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum (-Py) 
  B.  กรรมวิธีควบคุมท่ีมีการปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum (+Py)  
  C.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในสารเคมี metalaxyl 35 SD 
  D.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-8 
  E.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-9 
  F.  กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย SDN-23 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B C 

D E F 
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6.  การพัฒนาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษใหตานทานสารปฏิชีวนะ 
  
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมโรคเนาระดับดิน ท่ีเกิด
จากเช้ือรา P. aphanidermatum ในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง สามารถคัดเลือกเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษได 2 ไอโซเลต คือไอโซเลต SDN-9 และ SDN-23 มีเปอรเซ็นตการงอกท่ี 7 วันและมี
เปอรเซ็นตตนรอดตาย 14 วัน ไดเทียบเทากับการใชสารเคมี metalaxyl 35 SD และสามารถลด
ปริมาณเช้ือรา P. aphanidermatum ในดินหลังจากปลูกแตงกวาเปนเวลา 14 วันไดอีกดวย นําท้ัง 2 
ไอโซเลตไปทําเครื่องหมายเพ่ือเปนติดตามเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีตานทานสารปฏิชีวนะ 
rifampicin ท่ีความเขมขน 10 ppm กอนนํามาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเสนใยเช้ือรา P. 
aphanidermatum พบวาเช้ือแบคทีเรียไอโซเลต M1-SDN-9, M2-SDN-9 และ M3-SDN-9 แบคทีเรีย
สายพันธุกลาย มีเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum ไดดีกวา
แบคทีเรียสายพันธุดั้งเดิม (wild type) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และเช้ือแบคทีเรียไอโซเลต SDN-
23-WT สายพันธุดั้งเดิม มีเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum นอย
กวาแบคทีเรียสายพันธุกลายทุกสายพันธุ และสามารถคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีตานทานตอ
สารปฏิชีวนะ rifampicin คือ เช้ือแบคทีเรียไอโซเลต  M3-SDN-9 และ M5-SDN-23 เปนแบคทีเรีย
สายพันธุกลาย โดยมีประสิทธิภาพท่ีดีในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum 
ไดดีกวาทุกไอโซเลต (ตารางท่ี 6) ไปพัฒนาเปนสูตรชีวภัณฑเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษชนิดผง เพ่ือ
นําไปทดสอบในสภาพแปลงปลูกพืชตอไป 
 

เม่ือนําสารกรองของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-SDN-9, M5-SDN-23 
และ M5-LBN 1-5 ท่ีไดมาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือราสาเหตุโรค
ดวยวิธี paper disc method พบวาสารกรองของแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายท้ังสามไอโซเลตไม
สามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum ได  

 
หลังการศึกษาลักษณะของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-SDN-9, M5-

SDN-23 และ M5-LBN 1-5 ภายใตกลองจุลทรรศน พบวาแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายท้ัง 3 ไอโซ
เลตเปนแบคทีเรียแกรมบวก โดยติดสีนํ้าเงินของ crystal violet และมีปฏิกิริยาแบบลบไมเกิดสาร
เหนียวๆยืดเม่ือใช 3% KOH  มีการสรางเอนโดสปอรบริเวณกลางเซลล ติดสีเขียวของ malachite 
green ในแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต  M5-SDN-23 และ M5-LBN 1-5 สวนในแบคทีเรีย
ปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-SDN-9 ไมมีการสรางเอนโดสปอรบริเวณกลางเซลล โดยไมติดสี
เขียวของ malachite green (ภาพท่ี 5) 
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ตารางที ่6 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุดั้งเดิมและแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายท่ี 
                 ตานทาน rifampicin ความเขมขน 10 ppm ในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา 
                 Pythium aphanidermatum หลังวางเช้ือราบนอาหาร potato dextrose agar ท่ีอุณหภูมิหอง 
                 เปนเวลา 3 วัน 
 

 
ไอโซเลต 

รัศมีโคโลนีของเช้ือรา P. 
aphanidermatum 1/ 

การยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือ
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/ รัศมีของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum วัดจากกึ่งกลางของโคโลนีถึงปลายเสนใย (เซนติเมตร)          
   คาเฉล่ียคิดจาก 4 ซํ้า หลังจากวางเช้ือราบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA 3 วัน 
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   ตารางที่ 6  (ตอ) 
 
2/ เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใย P. aphanidermatum เม่ือเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
  คํานวณจาก เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือโรค = (R1-R22/R1) x 100 
                                                                   
 R1 คือ คาเฉล่ียของรัศมีของเสนใยเช้ือโรคในจานเล้ียงเช้ือในกรรมวิธีควบคุม 
 R2 คือ คาเฉล่ียของรัศมีของเสนใยเช้ือโรคในจานเล้ียงเช้ือในกรรมวิธีทดสอบ 
 
3/ กรรมวิธีควบคุมเช้ือราสาเหตุโรค (เช้ือรา P. aphanidermatum ) 
4/  WT = เช้ือแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุดั้งเดิม 
5/ คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวตั้งไมมีความหมายแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง 
  สถิติตามวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (P = 0.05) 
6/  M = เช้ือแบคทีเรียสายพันธุกลาย (mutant) ท่ีตานทานตอสารปฏิชีวนะ rifampicin ความเขมขน  
  10 ppm 
7   C.V. (%) แสดงของแตละไอโซเลตนั้นเพ่ือเปนการเปรียบเทียบกันในระหวางเช้ือแบคทีเรีย

ปฏิปกษสายพันธุดั้งเดิม (WT) และเช้ือแบคทีเรียพันธุกลายท่ีตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
rifampicin ความเขมขน 10 ppm (M) 
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ภาพที่ 5  รูปรางเซลล และการสรางเอนโดสปอรของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย 
 ท้ัง 3 ไอโซเลต 
 A.  เช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-SDN-9  
 B.  เช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M5-SDN-23  
 C.  เช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M5-LBN 1-5  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 

C 

B 



 
 

52 
 
7. การทดสอบความสามารถของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายบางชนิดที่ไดคัดเลือกแลว ในการ
ควบคุมโรคเนาระดับดิน (Damping-off) ที่เกิดจากเชื้อรา Pythium aphanidermatum ในสภาพ 
แปลงปลูกพืช 
 
 คัดเลือกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย 3 ไอโซเลต คือ M3-SDN-9, M5-SDN-23 และ  
M5-LBN1-5 มาใชแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย ไอโซเลต M3-SDN-9 และ M5-SDN-23 มี
เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือรา P. aphanidermatum ไดดีท่ีสุด เทากับ 69.45 และ 
72.50 เปอรเซ็นต และไอโซเลต M5-LBN1-5 ไดรับจากนางสาววลัยลักษณ ศรถวิล ท่ีทดสอบพบวา
มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรครากเนาของตนกลาแตงกวาสาเหตุจากเช้ือรา Fusarium 
oxysporum f. sp. cucumerinum ในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง โดยท่ีไอโซเลต M5-LBN1-5 มี
เปอรเซ็นตตนรอดตายหลังจากปลูกแตงกวาเปนเวลา 14 วันเทียบเทากับการใชสารเคมีคารเบนดา
ซิม และมีความยาวรากสูงกวากรรมวิธีอ่ืน และยังมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใย
เช้ือรา Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum 38.52 เปอรเซ็นต จึงไดนําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ
ท้ัง 3 ไอโซเลต มาพัฒนาเปนสูตรชีวภัณฑเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษชนิดผงเพ่ือทดสอบในสภาพแปลง
ปลูกพืช  
 

จากการแชเมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-SDN-9 และ M5-
LBN1-5 มีเปอรเซ็นตจํานวนตนกลาแตงกวาท่ีงอกหลังปลูก 7 วัน เทากับ 56.67 เปอรเซ็นต ซ่ึงสูง
กวากรรมวิธีควบคุมคิดเปน 70.03 เปอรเซ็นต และกรรมวิธีท่ีใชสารเคมี metalaxyl 35 SD อยางมี
นัยสําคัญ ในขณะท่ีเปอรเซ็นตตนรอดตายท่ี 14 วัน เทากับ 93.33 และ 96.67 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
เปอรเซ็นตตนรอดตายท่ี 28 วัน เทากับ 83.33 และ 93.33 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงสูงกวากรรมวิธี
ควบคุม (คิดเปน 19.04 และ 33.33 เปอรเซ็นต ตามลําดับ) และเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชเช้ือรา T. 
harzianum  สายพันธุ CB-Pin-01 และกรรมวิธีท่ีใชสารเคมี metalaxyl 35 SD สวนกรรมวิธีท่ีแช
เมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย ไอโซเลต M5-SDN-23 มีเปอรเซ็นตตนรอดตายท่ี 28 
วัน เทากับ 76.67 เปอรเซ็นต ในขณะท่ีกรรมวิธีท่ีใชสารเคมี metalaxyl 35 SD มีเปอรเซ็นตตนรอด
ตายเพียง 53.33 เปอรเซ็นต และมีเปอรเซ็นตตนรอดตายสูงกวากรรมวิธีควบคุมเทากับ 9.53 
เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 7) 
 

เม่ือตรวจเปอรเซ็นตเมล็ดท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. เม่ือตนแตงกวาอายุ 14 วัน พบวา
กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M5-SDN-23 และ M5-LBN1-5 
มีคาเปอรเซ็นตท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. เทากับ 0 เปอรเซ็นต ซ่ึงเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชสารเคมี 
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metalaxyl 35 SD และกรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-SDN-
9 มีคาเปอรเซ็นตท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. เทากับ 50 เปอรเซ็นต ซ่ึงเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชเช้ือรา 
T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 สวนเปอรเซ็นตท่ีพบเช้ือสาเหตุโรคอ่ืน พบวากรรมวิธีท่ีแชเมล็ด
ในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-SDN-9 พบเช้ือสาเหตุโรคอ่ืนเทากับ 50 
เปอรเซ็นต ซ่ึงเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 ในขณะท่ี
กรรมวิธีท่ีใชสารเคมี metalaxyl 35 SD เช้ือสาเหตุโรคอ่ืนเทากับ 100 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 8)  

 
เปอรเซ็นตการเกิดโรค (Disease incidence) เม่ือตนแตงกวาอายุ 28 วัน พบวากรรมวิธีท่ีแช

เมล็ดในเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 มีเปอรเซ็นตการเกิดโรคเทากับ 0 เปอรเซ็นต ใน
กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M5-LBN1-5 มีเปอรเซ็นตการ
เกิดโรคต่ําท่ีสุด คือ 3.70 เม่ือเทียบกับแบคทีเรียท้ังสามไอโซเลต รองลงมาคือกรรมวิธีท่ีแชเมล็ดใน
ผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-SDN-23 และ M3-SDN-9 ซ่ึงเทากับ 8.33 และ 
12.50 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงในทุกกรรมวิธีมีเปอรเซ็นตการเกิดโรคลดลงเม่ือเทียบกับกรรมวิธี
ควบคุมอยางมีนัยสําคัญ โดยกรรมวิธีควบคุมมีเปอรเซ็นตการเกิดโรคถึง 39.28 เปอรเซ็นต ในขณะ
ท่ีกรรมวิธีท่ีใชสารเคมี metalaxyl 35 SD มีเปอรเซ็นตการเกิดเทากับ 13.33 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 9) 
 

เม่ือพิจารณาเปอรเซ็นตจํานวนตนกลาแตงกวาท่ีงอกหลังปลูก 7 วัน ของทุกกรรมวิธีมี
เปอรเซ็นตการงอกท่ีนอยกวาเปอรเซ็นตจํานวนตนกลาแตงกวาหลังปลูก 14 และ 28 วัน อาจเปนไป
ไดวาสภาพอากาศในชวงท่ีปลูกนั้นเปนชวงอากาศหนาวเย็นไมเหมาะสมตอการงอกของเมล็ด
แตงกวา เพราะอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการงอกของเมล็ดอยูระหวาง 25-30 องศาเซลเซียส (จิรวัฒน, 
2551) แตอยางไรก็ตามกรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย ชวยใหมีเปอรเซ็นต
การงอกหลังปลูกท่ี 7 วัน และมีเปอรเซ็นตตนรอดตายท่ี 14 วัน เทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชเช้ือรา T. 
harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 ช้ีใหเห็นวา การนําเมล็ดแตงกวาแชในเซลลแขวนลอยของเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษกอนปลูกลงดินสงผลใหมีเปอรเซ็นตการงอกและเปอรเซ็นตตนรอดตายของตน
กลาแตงกวาสูงขึ้น เพราะการคลุกเมล็ดพืชหรือการแชเมล็ด ชวยใหจุลินทรียปฏิปกษอยูใกล หรือ
สัมผัสกับสวนของพืชท่ีจะถูกเขาทําลายโดยเช้ือโรคพืชมากท่ีสุด จึงเปนผลดีตอการปองกันการเขา
ทําลายของเช้ือโรคในระยะท่ีเมล็ดพืชเริ่มงอกหรือเจริญเปนตนกลา (จิระเดช และคณะ, 2546)  

 
นิชากร (2553) รายงานวา การแชเมล็ดขาวในเซลลแขวนลอยของแบคทีเรีย ในน้ําผสมดวย

ผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษและในสปอรแขวนลอยของเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง กอนนําไปปลูก พบวากรรมวิธีท่ีใชเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลต KP07 ชนิดผง มี
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เปอรเซ็นตการงอกสูงท่ีสุดคือ 99.12 เปอรเซ็นต สูงกวากรรมวิธีใชเมล็ดดี (98.27 เปอรเซ็นต) ซ่ึงใน
การทดลองครั้งนี้การใชเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 แชเมล็ดแตงกวากอนปลูกชวยทํา
ใหมีเปอรเซ็นตการงอกหลังปลูก 7 วัน และเปอรเซ็นตตนรอดตายท่ี 14 และท่ี 28 วัน มีแนวโนม
เพ่ิมขึ้น อาจเปนเพราะวาการแชเมล็ดดวยเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 ชวยลดการเกิด
โรคเมล็ดเนาและโรคเนาระดับดินลงไดมาก ใชธาตุอาหาร เชน คารบอน ไนโตรเจน รอบๆ ผิวเมล็ด
กับเช้ือโรค เช้ือรา Trichoderma แยงและอาจจะมีการเปนปรสิตหรือการสรางปฏิชีวนสารยับยั้งเช้ือ
โรคอีกดวย (จิระเดช, 2549) เชน การใช T. virens ในรูปสปอรแขวนลอยความเขมขน 108 โคโลนี
ตอมิลลิลิตร หรือใชผงเช้ือรา T. virens อัตรา 2 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักของเมล็ด คลุกเมล็ดแตงกวา
กอนปลูกในดินท่ีมีเช้ือโรค พบวาชวยใหแตงกวามีเปอรเซ็นตตนรอดตายสูงกวากรรมวิธีท่ีไมใชเช้ือ
ปฏิปกษ และเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีคลุกเมล็ดดวยสารเคมี metalaxyl หรือการใชเช้ือรา T. virens 
สายพันธุ Gl-13 คลุกเมล็ดขาวโพดสาเหตุจากโรค สามารถควบคุมโรคเนาระดับดินท่ีเกิดจากเช้ือรา 
Pythium ultimum P. arrhenomanes และ Fusarium graminearum ไดและชวยใหมีจํานวนตนรอด
ตายเพ่ิมขึ้น ความสูงและน้ําหนักสดเพ่ิมขึ้น ชวยใหการเกิดโรครากเนาลดลง เม่ือเทียบกับการใช
สารเคมีควบคุมเช้ือราและจุลินทรียปฏิปกษอ่ืนๆ (Mao et al., 1997) นอกจากการแชเมล็ดดวยเช้ือรา 
T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 และการแชดวยผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท้ังสามไอโซเลต ชวยให
เมล็ดแตงกวามีเปอรเซ็นตการงอกและตนรอดตายท่ีสูงแลว ยังชวยลดการเกิดโรคของตนกลา
แตงกวาเม่ืออายุ 28 วันไดดีอีกดวย อาจเปนเพราะเช้ือมีคุณสมบัตใินการแขงขันการใชอาหารบนผิว
เมล็ดทําใหเมล็ดไมถูกเช้ือสาเหตุโรคเขาทําลาย สงผลใหพืชมีความแข็งแรง เกิดโรคลดลง เชน จารุ
วรรณ (2556) รายงานวาการใชชีวภัณฑแบคทีเรีย Bacillus spp. ควบคุมโรกรากเนาท่ีเกิดจากเช้ือ P. 
aphanidermatum ของผักกาดหอม ในระบบไฮโดรโพนิกสได โดยพบวากรรมวิธีท่ีใชชีวภัณฑ
แบคทีเรีย Bacillus mycoides FL17 เกล็ดแปงสูตร 3 มีดัชนีการเกิดโรคต่ําท่ีสุด (25.17 เปอรเซ็นต) 
ขณะท่ีกรรมวิธีควบคุมท่ีมีการปลูกเช้ือรา P. aphanidermatum เกิดโรคสูงสุด (91.67 เปอรเซ็นต)  ซ่ึง
ชวยลดการเกิดโรครากเนาได 61.39 เปอรเซ็นต เม่ือเทียบกับกรรมวิธีควบคุม อีกท้ังยังสามารถ
สงเสริมการเจริญเติบโตของผักกาดหอมไดโดยทําใหน้ําหนักสดของตนผักกาดหอมเพ่ิมขึ้น 84.61 
เปอรเซ็นต เชนเดียวกับท่ี Malin et al (2000) รายงานวาเช้ือแบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens 
สายพันธุกลาย 5-2/4 สามารถควบคุมโรคเนาของตนกลามันฝรั่งสาเหตุจาก Pythium ultimum ได 
ชวยลดการเจริญของเสนใยเช้ือโรค มีการสรางปฏิชีวนสาร 2,4 –diaacetylphloroglucinol ยับยั้งเช้ือ
โรค และสามารถปองกันการเกิดโรคกับตนกลามันฝรั่งไดสูง สอดคลองกับท่ี พรหมมาศ (2548) ได
คัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษบริเวณรากพืช (rhizobacteria) โดยการแยกแบคทีเรียจากบริเวณเขตราก
พืช (rhizosphere) ของผักสลัดท่ีปลูกในระบบไฮโดรโพนิกสแบบ NFT แลวนําไปคัดเลือก
ความสามารถในการยับยั้งเสนใยเช้ือรา Pythium myriotylum และทดสอบประสิทธิภาพในการ
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ควบคุมโรครากเนาของผักสลัดท่ีอายุ 3 สัปดาห ผลการทดลองพบวาแบคทีเรียปฏิปกษมีแนวโนม
ลดความรุนแรงของการเกิดโรคได  
 
ตารางที่ 7  คาเปอรเซ็นตจํานวนตนกลาแตงกวาท่ีงอกหลังปลูก 7 วัน และเปอรเซ็นตจํานวนตน 
                  แตงกวาท่ี รอดตาย 14 และ 28 วัน หลังจากแชเมล็ด เปนเวลา 15 นาที กอนปลูกลง 
                 ในแปลงปลูกพืชทดลอง 
 

กรรมวิธี 
(ไอโซเลต/สายพันธุ) 

เปอรเซ็นตการงอก   
7 วัน (%) 

เปอรเซ็นตตน 
รอดตาย   

14 วัน (%) 

เปอรเซ็นตตน 
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/ กรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum เปนดินในแปลงปลูกธรรมชาต ิ
2/ คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
   ตามวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (P = 0.05) 
3/ เปอรเซ็นตเพ่ิมขึ้น (+) หรือลดลง (-) ของเปอรเซ็นตการงอกเมล็ด และตนรอดตาย เม่ือเปรียบ   
   เทียบกับกรรมวิธีควบคุม คํานวณไดโดย 
 

เปอรเซ็นตเพ่ิมขึ้น (+) หรือลดลง (-)  =  กรรมวิธีทดลอง – กรรมวิธีควบคุม x 100 
กรรมวิธีควบคุม 
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ตารางที่ 8  เปอรเซ็นตเมล็ดท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. และเช้ือสาเหตุโรคอ่ืน จากเมล็ดแตงกวาท่ีไม  
                  งอก เม่ือตนแตงกวาอายุ 14 วัน หลังจากแชเมล็ด เปนเวลา 15 นาที กอนปลูกลงใน 
                  แปลงปลูกพืชทดลอง 
 

กรรมวิธี 
(ไอโซเลต/สายพันธุ) 

เปอรเซ็นตตนตาย
ท่ี 14 วัน 

เปอรเซ็นตท่ีพบเช้ือ
รา Pythium sp. 1/ 

เปอรเซ็นตท่ีพบเช้ือ
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/ เปอรเซ็นตเมล็ดท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. และเช้ือราสาเหตุโรคอ่ืน ดังสูตร 
 
   เปอรเซ็นตท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. =  จํานวนเมล็ดท่ีพบเช้ือรา Pythium sp. (กรรมวิธี)  x 100 
                                                                  จํานวนเมล็ดท้ังหมดท่ีไมงอก (กรรมวิธี) 
 
2/ กรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum เปนดินในแปลงปลูกธรรมชาต ิ
3/ คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
  ตาม วิธี Duncan’s New Multiple Range Test (P = 0.05) 
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ตารางที่ 9  คาเปอรเซ็นตการเกิดโรค (Disease incidence) เม่ือตนแตงกวาอายุ 28 วัน หลังจากแช                                              
                  เมล็ดเปนเวลา 15 นาที กอนปลูกลงในแปลงปลูกพืชทดลอง 
 

กรรมวิธี 
(ไอโซเลต/สายพันธุ) 

เปอรเซ็นตการเกิดโรค 
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/เปอรเซ็นตการเกิดโรค (Disease incidence) ดังสูตร 
 

เปอรเซ็นต Disease incidence =   จํานวนตนท้ังหมดท่ีเกิดโรค (ซํ้า)    x 100 
                                              จํานวนตนท้ังหมดท่ีไมเกิดโรค (ซํ้า) 
 

2/ กรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum เปนดินในแปลงปลูกธรรมชาต ิ
3/ คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
   ตาม วิธี Duncan’s New Multiple Range Test (P = 0.05) 
4/ เปอรเซ็นตเพ่ิมขึ้น (+) หรือลดลง (-) ของเปอรเซ็นตการเกิดโรค เม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธี 
  ควบคุม คํานวณไดโดย 
 

เปอรเซ็นตเพ่ิมขึ้น (+) หรือลดลง (-)  =  กรรมวิธีทดลอง – กรรมวิธีควบคุม x 100 
กรรมวิธีควบคุม 
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8. การเจริญครอบครองรากของเชื้อรา Pythium aphanidermatum และแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลาย 
บนรากแตงกวา ในการควบคุมโรคเนาระดับดิน (Damping-off) ที่เกิดจาก                                      
เชื้อรา Pythium aphanidermatum ในสภาพแปลงปลูกพืช 
 
 เม่ือนํารากแตงกวาท่ีมีอาย ุ28 วัน วางบนอาหารเล้ียงเช้ือ modified BNPRA เพ่ือตรวจนับ
เปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum พบวากรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในผง
เช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-SDN-9 และ M5-SDN-23 มีเปอรเซ็นตการเจริญ
ครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum ต่ํากวาทุกกรรมวิธี และเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชเช้ือ
รา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 ในขณะท่ีกรรมวิธีท่ีใชสารเคมี metalaxyl 35 SD มี
เปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum เทากับ 10 เปอรเซ็นต สวนการ
เจริญครอบครองรากของ กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-
SDN-9, M5-SDN-23 และ M5-LBN1-5 มีเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองราก เทากับ 65.55, 58.34 
และ 59.44 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซ่ึงเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-
Pin-01 ท่ีมีเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองราก เทากับ 66.67 เปอรเซ็นต (ตารางท่ี 10) จากคา
เปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum ของกรรมวิธีท่ีใชสารเคมี 
metalaxyl 35 SD มีคาเปอรเซ็นตท่ีสูงกวากรรมวิธีควบคุมเทากับ 200.03 เปอรเซ็นต นั้นอาจเปน
เพราะสารเคมีท่ีใชมีประสิทธิภาพควบคุมเช้ือสาเหตุโรคไดลดลง เนื่องจากการทดลองในครั้งนี้
ไมไดเพ่ิมหรือเติมสารเคมีลงในดินมี เพียงแตใชสารเคมีเพ่ือแชเมล็ดแตงกวากอนปลูกเทานั้น เปน
ผลทําใหสารเคมีไมสามารถควบคุมโรคไดเม่ือตนแตงกวามีอายุมากขึ้น 28 วัน ถามีการใสสารเคมี
เพ่ิมเติมในชวงเวลา 7 หรือ 14 วัน อาจชวยลดการเกิดโรคเนาระดับดินท่ีบริเวณรากพืชได 
 
 จากการศึกษาการเจริญครอบครองรากของ แบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-
SDN-9, M5-SDN-23 และ M5-LBN1-5 มีเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองราก เทียบเทากับกรรมวิธี
ท่ีแชเมล็ดในผงเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 โดยท่ีแบคทีเรียปฏิปกษสามารถเจริญติด
ไปกับรากพืช แขงขันการใชอาหารกับเช้ือโรค ทําใหสามารถครอบครองผิวรากได ดังท่ีจิระเดช 
(2549) กลาววาการควบคุมโรคสวนใหญท่ีใชวิธีการคลุกเมล็ดดวยจุลินทรียกอนปลูกก็เพ่ือให
จุลินทรียไดมีโอกาสครอบครองเมล็ดหรือบริเวณรอบๆราก (rhizosphere zone) กอนท่ีเช้ือสาเหตุ
โรคจะเขาไปสูราก แบคทีเรียปฏิปกษท่ีนิยมใชคลุกเมล็ด หรือช้ินสวนของพืช เชน แบคทีเรีย B. 
subtilis Streptomyces spp. และ P. fluorescens บางกรณีเม่ือมีการคลุกเมล็ดหรือช้ินสวนของพืชแลว 
เช้ือสามารถเจริญตอไปยังราก แลวเขาเจริญแทนท่ีหรือแยงท่ีบนรากพืช ซ่ึงปกติจะเปนท่ีอาศัยของ
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จุลินทรียประจําถ่ินท่ัวไป จนสามารถเจริญครอบครองผิวรากสวนใหญไวได โดยเฉพาะบริเวณ
ปลายราก เชนการทดลองของ เพ็ญภัค (2552) ท่ีนําแบคทีเรียปฏิปกษควบคุมโรคเนาของ
ผักกาดหอมท่ีปลูกในระบบไฮโดรโพนิกสซ่ึงเกิดจากเช้ือรา P. aphanidermatum พบวาแบคทีเรีย
ปฏิปกษสามารถครอบครองบริเวณผิวรากบริเวณดานนอกและผิวดานในไดดีทุกกรรมวิธี เชนไอโซ
เลต GC14, R015 และ FL17 มีเปอรเซ็นตการครอบครองรากเทากับ 93.3, 86.7 และ 80 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ  
 
 สวนการตรวจนับปริมาณเช้ือรา P. aphanidermatum เช้ือรา T. harzianum สายพันธุCB-
Pin-01 และแบคทีเรียปฏิปกษในดิน ไมพบเช้ืออยูในดิน อาจเพราะสภาพแวดลอมมีผลตอการเจริญ
ของเช้ือ เชน ความช้ืน อุณหภูมิ อากาศ แหลงอาหาร โครงสรางดิน และความอุดมสมบูรณของดิน 
เปนตน เช้ือรา และแบคทีเรีย บางชนิดสามารถทนตอสภาพแวดลอมไดดี เชน ทนอุณหภูมิความช้ืน
สูงได บางชนิดยังทนตอการแขงขันหาอาหาร หรือทนตอการเปนศัตรูของส่ิงมีชีวิตอ่ืนไดท้ังท่ีเปน 
พวกตัวหํ้า และตัวเบียน หรือจุลินทรียในดินอาจมีกลไกการแขงขัน (competition) การเปนปรสิต 
(parasitism) การสรางสารพิษหรือสารปฏิชีวนะ (antibiosis) เปนตน เพ่ือตอสูในการใชอาหาร
บริเวณรากพืช ซ่ึงในดินมีกิจกรรมหรือกระบวนการตางๆ เกิดขึ้นมากมายและมีความสัมพันธกัน
อยางซับซอน ระหวาง พืช จุลินทรีย และสภาพแวดลอม (จิระเดช, 2549 และ นิพนธ, 2533) หรือ
อาจเปนเพราะชวงท่ีปลูกนั้นอุณหภูมิไมคงท่ีเม่ือเริ่มปลูกเกิดอุณหภูมิต่ํา และอุณหภูมิเริ่มสูงขึ้นใน
เวลาถัดมา (เพ่ิมอุณหภูมิในแตละเดือน) เพราะเช้ือรา P. aphanidermatum เขาทําลายกลาพืชท่ี
อุณหภูมิสูง 32-37 องศาเซลเซียส (Thomas et al., 1998; Yong Nian, 1989)  
 

นอกจากนี้อาจเปนไปไดวาในการทดลองครั้งนี้เม่ือทดสอบการควบคุมโรคในสภาพเรือน
ปลูกพืชทดลอง พบปริมาณเช้ือรา P. aphanidermatum ในดิน เพราะในการทดลองไดใสเช้ือรา P. 
aphanidermatum ลงไปในดิน เพ่ือทดสอบการควบคุมโรคของแบคทีเรียปฏิปกษ แตในขณะท่ีการ
ทดลองในสภาพแปลงปลูกพืช ไมไดใสเช้ือสาเหตโุรค จึงไมพบปริมาณเช้ือรวมกับปจจัย
สภาพแวดลอมในสภาพแปลงปลูกพืชทดลองนั้นมีการเปล่ียนแปลงมากกวาในเรือนปลูกพืช
ทดลอง แตในสภาพแปลงปลูกพืช มีปริมาณเช้ือสาเหตุโรคจํานวนหนึ่งท่ีสามารถกอใหเกิดโรคเนา
ระดับดินได จากผลการตรวจการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum (ตารางท่ี 10) 
สวนเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 และแบคทีเรียปฏิปกษนั้น ใชเพียงแคแชเมล็ดกอน
ปลูกลงดิน เช้ือสามารถติดไปกับผิวรากไดแตท่ีไมพบในดินอาจเปนเพราะประชากรของเช้ือรา T. 
harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 และแบคทีเรียปฏิปกษ มีไมมากพอท่ีจะอาศัยอยูตามดินปลูก 
เพราะเช้ือตองแขงขันกับจุลินทรียชนิดอ่ืน เพ่ือดํารงชีพในดินได ซ่ึงการทดลองนี้ไมไดใส



 
 

60 
 
เช้ือจุลินทรียปฏิปกษเพ่ิมเติมนอกจากแชเมล็ดแตงกวากอนปลูกลงดินเทานั้น ถาใสเช้ือจุลินทรีย
ปฏิปกษเพ่ิมเติมอาจพบเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 และแบคทีเรียปฏิปกษ ในดินก็
เปนได 

 
เม่ือนําผลผลิตแตงกวาไปช่ังน้ําหนัก พบวากรรมวิธีท่ีแชเมล็ดแตงกวาดวยเช้ือรา T. 

harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 และกรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ ไอโซเลต M5-
SDN-23 มีน้ําหนักของผลผลิตท่ีสูงกวาทุกกรรมวิธี คือ 1.15 และ 1.03 กิโลกรัม ตามลําดับ และทุก
กรรมวิธีท่ีแชเมล็ดแตงกวาดวยแบคทีเรียปฏิปกษ มีน้ําหนักของผลผลิตเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีแช
เมล็ดแตงกวาดวยเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 และกรรมวิธีท่ีแชเมล็ดดวยสารเคมี 
metalaxyl 35 SD อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สวนกรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีเช้ือสาเหตุโรคมีน้ําหนักของ
ผลผลิตเทากับ 0.7 กิโลกรัม (ตารางท่ี 11) 

 
จากการบันทึกผลผลิตของแตงกวา ในสภาพแปลงปลูกพืชทดลอง พบวาการใชเช้ือ

แบคทีเรียปฏิปกษ และเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 แชเมล็ดแตงกวานั้น ชวยใหมี
น้ําหนักของผลผลิตสูง อาจเปนเพราะแบคทีเรียปฏิปกษและเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-
01 สามารถเพ่ิมตนรอดตาย (ตารางท่ี 7) ลดการเกิดโรค (ตารางท่ี 9) และมีเปอรเซ็นตการเจริญ
ครอบครองรากสูง (ตารางท่ี 10) ทําใหตนแตงกวาอาจมีรากเพ่ิมมากขึ้นดวย เม่ือมีรากมากตน
แตงกวาก็สามารถดูดธาตุอาหารจากดิน สงผลใหมีผลผลิตเพ่ิมมากขึ้น นอกจากนีย้ังมีรายงานวาเช้ือ
รา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 จะชวยปองกันการเขาทําลายของเช้ือโรคพืชแลว ยังสามารถ
เพ่ิมการเจริญเติบโต และการสรางดอกของพืชอีกหลายชนิด ไมดอกไมประดับท่ีปลูกในกระถาง 
พืชผักตางๆ กลาไมผลท่ีเพาะดวยเมล็ด ตลอดจนกิ่งปกชํา และพืชหัวโดยเพ่ิมขนาดและความสูง
ของตน น้ําหนักของตนพืชท้ังตน น้ําหนักของหัว ตั้งแต 10-60% (จิระเดช และคณะ, 2546)  
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ตารางที่ 10  คาเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา Pythium aphanidermatum และคา 
                    เปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของจุลินทรียปฏิปกษ ท่ีอายุ 28 วัน หลังจากแช 
                    เมล็ดเปนเวลา 15 นาที กอนปลูกลงในแปลงปลูกพืชทดลอง 
 

กรรมวิธี 
(ไอโซเลต/สายพันธุ) 

การเจริญครอบครองราก
ของเช้ือรา P. 

aphanidermatum1/ (%) 

การเจริญครอบครองรากของ
จุลินทรียปฏิปกษ1/ (%) 

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/   เปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือราสาเหตุโรค และการเจริญครอบครองรากของ   

แบคทีเรียปฏิปกษ โดยวางรากจํานวน 10 รากตอจานอาหารเล้ียงเช้ือบนอาหาร Modified  
BNPRAสําหรับเช้ือราสาเหตุโรค และ บนอาหาร nutrient glucose agar (NGA) ผสมสาร
ปฏิชีวนะ rifampicin ความเขมขนท่ี 10 ppm สําหรับเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ และบนอาหาร 
Martin’s medium สําหรับเช้ือรา T. harzianum                   

2/ กรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum (-Py) 
3/ คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
   ตามวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (P = 0.05) 
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ตารางที่ 10  (ตอ) 
 
4/  เปอรเซ็นตเพ่ิมขึ้น (+) หรือลดลง (-) ของการเจริญครอบครองรากของเช้ือสาเหตุโรค  
    เม่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม คํานวณไดโดย 
 

เปอรเซ็นตเพ่ิมขึ้น (+) หรือลดลง (-)  =  กรรมวิธีทดลอง – กรรมวิธีควบคุม x 100 
กรรมวิธีควบคุม 

 
ตารางที ่11  อิทธิพลของแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายตอน้ําหนักผลผลิตของตนแตงกวาเก็บผลผลิต 
                    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/ กรรมวิธีควบคุมท่ีไมมีการปลูกเช้ือรา Pythium aphanidermatum (-Py) 
2/ คาเฉล่ียท่ีกํากับดวยตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
  ตามวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (P = 0.05) 
 

 
 

 
 
 
 



 

สรุป 
 
สามารถแยกเช้ือแบคทีเรียจากดินบริเวณรอบรากได 56 ไอโซเลต จากใบแตงกวา 65 ไอโซ

เลต รวมท้ังหมด 121 ไอโซเลต แตมีเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของ
เสนใยเช้ือรา Pythium aphanidermatum สาเหตุโรคเนาระดับดินของตนกลาแตงกวาบนอาหาร 
PDA ไดดีเพียง 13 ไอโซเลต โดยมีเปอรเซ็นตการยับยั้งอยูในชวง 13.75-55.28 เปอรเซ็นต จึงได
คัดเลือกมาทดสอบประสิทธิภาพในเรอืนปลูกพืชทดลอง ดวยการแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของ
แบคทีเรีย สามารถคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษได 2 ไอโซเลต คือไอโซเลต SDN-9 และSDN-23 
ท่ีมีเปอรเซ็นตการงอกท่ี 7 วันและมีเปอรเซ็นตตนรอดตาย 14 วัน เทียบเทากับการใชสารเคมี 
metalaxyl 35 SD และสามารถลดปริมาณเช้ือรา P. aphanidermatum ในดินหลังจากปลูกแตงกวา
เปนเวลา 14 วันได เม่ือนําแบคทีเรียปฏิปกษท้ัง 2 ไอโซเลตไปทําเครื่องหมายโดยการพัฒนาให
แบคทีเรียตานทานสารปฏิชีวนะ rifampicin ท่ีความเขมขน 10 ppm พบวาแบคทีเรียปฏิปกษพันธุ
กลายไอโซเลต M3-SDN-9 และ M5-SDN-23 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเช้ือ
รา P. aphanidermatum ไดดีกวาทุกไอโซเลต จึงนําไปพัฒนาเปนชีวภัณฑสูตรสําเร็จชนิดผง เพ่ือ
ทดสอบในสภาพแปลงปลูกพืชทดลอง 

 
เม่ือนําแบคทีเรียปฏิปกษพันธุกลายไอโซเลต M3-SDN-9, M5-SDN-23 และ M5-LBN1-5 

ไปทดสอบในสภาพแปลงปลูกพืชทดลอง พบวากรรมวิธีท่ีแชเมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษพันธุ
กลายไอโซเลต M3-SDN-9 และ M5-LBN1-5 ชวยใหเปอรเซ็นตตนรอดตายหลังการปลูก 14 และ 
28 วัน เทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชเช้ือรา Trichoderma harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 อีกท้ัง ลด
เปอรเซ็นตการเกิดโรคของตนกลาแตงกวาท่ีมีอายุ 28 วัน ไดเทียบเทากับกรรมวิธีท่ีใชสารเคมี 
metalaxyl 35 SD และกรรมวิธีท่ีใชเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 

  
นอกจากนี้เม่ือนํารากแตงกวาท่ีมีอาย ุ28 วัน วางบนอาหารเล้ียงเช้ือ modified BNPRA เพ่ือ

ตรวจนับเปอรเซ็นตการเจริญครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum พบวากรรมวิธีท่ีแช
เมล็ดในผงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ ไอโซเลต M3-SDN-9 และ M5-SDN-23 มีเปอรเซ็นตการเจริญ
ครอบครองรากของเช้ือรา P. aphanidermatum ต่ํากวาทุกกรรมวิธี และเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษทุกไอ
โซเลต สามารถเจริญครอบครองรากแตงกวาได และมีน้ําหนักผลผลิตของตนแตงกวาเทียบเทากับ
กับการใชสารเคมี metalaxyl 35 SD และการแชเมล็ดดวยเช้ือรา T. harzianum สายพันธุ CB-Pin-01 
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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย 
 

สูตรอาหารเหลานี้หลังจากเตรียมเสร็จใหนําไปนึ่งฆาเช้ือดวยหมอนึ่งความดันไอ 
(autoclave) ท่ีความดันไอน้ําเทากับ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
20 นาที 
 
 1. Potato dextrose agar (PDA) 
  มันฝรั่ง (ปอกเปลือกแลว)   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 ในน้ํากอนผสมกับสารอ่ืน จากนั้นคอยนําไปนึ่งฆาเช้ือดวย autoclave สวน 
Steptomycin เติมกอนเทอาหาร 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 
 ละลายสารท้ังหมดลงน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ 100 มิลลิลิตร ดดูสาร 40 มิลลิลิตร เติมในอาหาร 
PDA ขณะอุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส 360 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันท่ัวกอนเทในจานเล้ียงเช้ือ 
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