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ชื่อโครงการ การคัดเลือกแบคทีเรียสร๎างสปอร์ที่มีศักยภาพในการเพ่ิมผลผลิตเห็ดฟาง 
  Screening for Endospore Forming Bacteria Potentially Increase Straw Mushroom  

บทคัดยํอ 
  

 จากการทดลองแยกเชื้อแบคทีเรียสร๎างสปอร์จากสภาพแวดล๎อมในการเพาะเห็ดฟางและวัสดุเพาะเห็ดฟาง 
สามารถแยกแบคทีเรียสร๎างสปอร์ได๎ทั้งสิ้น 25 ไอโซเลต เมื่อน าแบคทีเรียที่แยกได๎มาทดสอบการเป็นเชื้อปฏิปักษ์ตํอ
ราสาเหตุโรคพืช ราแขํงขันในโรงเพาะเห็ด และเชื้อเห็ดฟาง โดยวิธี dual culture บนอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวํามีเชื้อ
แบคทีเรียจ านวน 8 ไอโซเลต ที่ให๎ผลการยับยั้งได๎ดีในทุกการทดสอบ ได๎แกํ BC01, BC02, BC03, BC05, BC06, 
MK07, BF02 และ BF04 ผลการจ าแนกชนิดของแบคทีเรียโดยศึกษาสัณฐานวิทยา คุณสมบัติทางชีวเคมีและ
สรีรวิทยาของเชื้อ พบวําทั้ง 8 ไอโซเลต มีความคล๎ายกับ  B. subtilis มากที่สุด แตํมีคุณสมบัติที่ตํางจาก B. subtilis 
ตรงที่สามารถสร๎างเอนไซม์ urease ได๎ ผลการทดลองเพ่ือหาสภาวะในการใช๎เชื้อแบคทีเรียทดสอบที่ให๎ผลการเพ่ิม
ผลผลิตของเห็ดฟางดีที่สุด พบวําการใช๎แบคทีเรียที่เลี้ยงแบบเขยําในอาหาร nutrient broth (สารละลายเชื้อ) นาน 
24 ชั่วโมง และการใช๎ตะกอนเชื้อ ให๎ผลผลิตของเห็ดฟางได๎ดีกวําการใช๎น้ าใส และกรรมวิธีควบคุม (น้ าและ 
nutrient broth) จึงเลือกใช๎วิธีเตรียมเชื้อในรูปสารละลายเชื้อส าหรับการทดลองครั้งตํอๆไป ซึ่งจากการทดลองใช๎
สารละลายเชื้อแบคทีเรียสร๎างสปอร์ไอโซเลตตํางๆ ที่แยกได๎จ านวน 10 ไอโซเลต มีปริมาณเซลล์ประมาณ 107- 108 
cfu/ml ฉีดพํนลงบนวัสดุเพาะเห็ดฟาง 8 สายพันธุ์ (สายพันธุ์อยุธยา, Vvol-009, Vvol-019, Vvol-024, Vvol-029, 
Vvol-037, Vvol-045 และ Vvol-071) ปริมาตร 1 ลิตรตํอพ้ืนที่เพาะเห็ด 4 ตารางเมตร ซึ่งมีน้ า และ/หรืออาหาร 
nutrient broth เป็นกรรมวิธีควบคุม พบวํา แบคทีเรีย 5  ไอโซเลต คือ BC02, BC03, BC05, BF02 และ BF04 มี
แนวโน๎มวําสามารถเพ่ิมผลผลิตเห็ดฟางได๎ดีกวํากรรมวิธีควบคุม และเมื่อวางแผนการทดลองแบบ Randomized 
Complete Block Design (RCBD) โดยใช๎แบคทีเรียทดสอบ 4 ไอโซเลต คือ BC02, BC03, BC05 และ BF02  
ปริมาตร 250 มิลลิลิตรตํอพ้ืนที่เพาะเห็ด 1 ตารางเมตร ทดสอบกับเชื้อเห็ดฟาง 2 สายพันธุ์ คือ สายพันธุ์อยุธยาและ 
Vvol-009 โดยไมํมีการฉีดพํนใดๆเป็นกรรมวิธีควบคุม พบวําการใสํเชื้อแบคทีเรียให๎ผลผลิตของเห็ดฟางไมํแตกตําง
อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p > 0.05) จากกรรมวิธีควบคุม ซึ่งปัจจัยภายนอกอาจมีบทบาทส าคัญตํอการให๎ผลผลิต
ของเห็ดฟางด๎วย ดังจะเห็นได๎จากการที่ผลการทดลองมีความผันแปรคํอนข๎างมากในแตํละการทดสอบ  แตํสังเกต
พบวําการปนเปื้อนของราแขํงขันภายในโรงเรือนเพาะเห็ดฟางลดลง ชี้ให๎เห็นวําเชื้อแบคทีเรียอาจสามารถชํวยลด
ปัญหาเชื้อราแขํงขันในโรงเพาะเห็ดฟางได๎  
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Abstract 
 Twenty-five isolates of the endospore-forming bacteria were isolated from the mushroom 
farm and mushroom substrate. The isolated bacteria were checked for their antagonistic with 
plant pathogenic fungi, the competitive fungi in mushroom farm and the straw mushroom 
cultures using dual culture method. The result shown that eight bacterial isolates; BC01, BC02, 
BC03, BC05, BC06, MK07, BF02 and BF04 could inhibited all fungi tested. The isolated bacteria 
were identified by their morphological, biochemical and physiological properties. The result 
indicated that the bacterial isolates were closed related to Bacillus subtilis but shown urease 
activity. The next experiments were done in mushroom farm to found out the best condition for 
bacterial cultures preparation. We found that the bacteria which cultivated in nutrient broth and 
shaken for 24 hours (suspension) and pellet (in sterile water) could gained highest straw 
mushrooms yield when compared with another treatments (supernatant and control). Thus, the 
cells suspension was selected for the next experiments. Ten bacterial isolates were cultivated in 
nutrient broth and shaken for 24 hours, which gave bacterial cells about 107- 108 cfu/ml. One 
liter of bacterial suspension were sprayed on 4 m2 of mushroom cultivated areas for each 
treatment. The experiments were done with 8 mushroom strains; Ayutthaya, Vvol-009, Vvol-019, 
Vvol-024, Vvol-029, Vvol-037, Vvol-045 and Vvol-071. Water and /or nutrient broth were used as 
control. The result shown that 5 bacterial isolates (BC02, BC03, BC05, BF02 and BF04) tended to 
be increased the straw mushroom yield when compared with control. Moreover, the RCBD 
experiment was done using 4 bacterial isolates ; BC02, BC03, BC05 and BF02 with 2 strains of 
straw mushroom (Ayutthaya and Vvol-009). Two hundred and fifty milliliters of each bacterial 
suspension was sprayed on 1 m2 of mushroom cultivated areas. The results showed no significant 
difference (p>0.05) of the straw mushroom yields between bacterial spraying treatments and 
control. The environmental factors might be taken an important role to the mushroom 
production in mushroom farm. Interestingly, we found that the competitive fungi in mushroom 
farm were decreased which indicated the endospore-forming bacteria might affected to the 
competitive fungi in mushroom farm.  
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บทน า 
 จากอดีตจนถึงปัจจุบันทั้งนักวิชาการเกษตรและเกษตรกรผู๎เพาะเห็ดได๎มีความพยายามพัฒนาคิดค๎นวิธีการ
เพ่ิมผลผลิตเห็ดฟางเพ่ือเป็นการเพ่ิมรายได๎ให๎กับเกษตรกร ซึ่งวิธีการเพาะเห็ดโดยเฉพาะเห็ดฟาง มีผู๎คิดค๎นดัดแปลง
ทั้งวัสดุเพาะ หัวเชื้อ สายพันธุ์เห็ด จนปัจจุบันมีวิธีการเพาะที่หลากหลาย แตํการคิดที่จะน าจุลินทรีย์มาชํวยในการ
เพ่ิมผลผลิตเห็ดฟางเพ่ิงจะได๎รับความสนใจเมื่อไมํนานมานี้เอง (Payapanon และคณะ, 2011) นอกจากนี้ปัญหา
ตํางๆในโรงเรือนเพาะเห็ดได๎แกํ ปัญหาจากศัตรูเห็ด เชํน เชื้อราแขํงขันที่เจริญบนวัสดุเพาะยับยั้งการเจริญของเส๎น
ใยเห็ด ไร หนอนแมลงตํางๆ เข๎าไปท าลายเส๎นใยหรือดอกเห็ด ท าให๎เกิดการเนําเสีย ผลผลิตต่ าไมํคุ๎มทุน จนบางราย
ต๎องเลิกกิจการไปเพราะประสบปัญหาการขาดทุน บุษบา (2542) กลําววํา เชื้อราที่เป็นสาเหตุของโรคเห็ดเชํน 
Sclerotium rolfsii กํอโรคราเม็ดผักกาด ท าให๎เห็ดไมํเป็นดอกหรือดอกนิ่มกวําปกติ นอกจากนี้ยังมีโรคราเขียวที่เกิด
จากราเขียว ได๎แกํ Trichoderma และ Gliocladium ซึ่งจะมีสีเขียวอํอนหรือเขียวเข๎ม ราเขียว Penicillium มีสี
เขียวอมเทา ที่เจริญจากข้ีฝูายหรือฟางข๎าว เจริญแขํงขันกับเชื้อเห็ดฟาง ท าลายดอกเห็ดอํอนๆ ท าให๎ผลผลิตของเห็ด
ต่ า จึงเป็นเรื่องท่ีนําสนใจค๎นหาวิธีในการปูองกันก าจัดศัตรูของเห็ด เพ่ือเพ่ิมผลผลิตเห็ดให๎มากขึ้น  
 มีรายงานจาก Payapanon และคณะ (2011) พบวําการน าน้ าเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่สร๎างเอนโดสปอร์ของ 
Bacillus subtilis B2 ที่แยกได๎จากพ้ืนที่ที่ใช๎เพาะเห็ดฟาง และ Paenibacillus polymyxa N10 แยกได๎จาก
เปลือกปอสา (mulberry) มาฉีดพํนบนวัสดุเพาะ ในอัตราสํวน 1 ลิตรตํอพ้ืนที่ 4 ตารางเมตร พบวําแบคทีเรียมีผล
ในการควบคุมเชื้อราแขํงขันและชํวยเพ่ิมสารอาหารท าให๎ผลผลิตเห็ดฟางเพ่ิมขึ้นได๎ อยํางไรก็ตาม งานวิจัยดังกลําว
ยังไมํชัดเจนวําการเพ่ิมข้ึนของผลผลิตเห็ดฟาง เป็นผลมาจากตัวเชื้อแบคทีเรีย หรือจากสาร metabolite ที่เชื้อสร๎าง
ขึ้นระหวํางการเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ หรือด๎วยเหตุผลทั้งสองประการ ซึ่งถ๎าได๎ข๎อสรุปที่ชัดเจนจะเป็นประโยชน์
อยํางมากตํอการทดลองขั้นตํอไป ในการเพาะระดับโรงเพาะเห็ดของเกษตรกร กํอนการพัฒนาไปเป็นผลิตภัณฑ์และ
เผยแพรํตํอเกษตรกรผู๎เพาะเห็ดฟางทั่วประเทศตํอไป ประกอบกับสายพันธุ์เชื้อเห็ดฟางที่นิยมเพาะในประเทศไทยมี
หลายสายพันธุ์ การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียชนิดใหมํๆทีม่ีคุณสมบัติเหมาะสมตํอแตํละสายพันธุ์ของเห็ดฟางยังไมํเคยมี
ผู๎ท าการศึกษามากํอน คณะผู๎วิจัยจึงเห็นวํานําจะมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือชํวยยืนยันผลการทดลองที่ผํานมาให๎เป็นที่
ยอมรับ และเพ่ือค๎นหาเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ใหมํๆ ที่สามารถน ามาใช๎เพ่ิมผลผลิตเห็ดฟางและน าม าท าเป็น
ผลิตภัณฑ์ต๎นทุนต่ า เพ่ือเผยแพรํออกสูํเกษตรกรตํอไป 
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การทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 
ลักษณะท่ัวไปของเห็ดฟาง (ประสาน, 2549) 

  เห็ดฟาง (Volvariella volvacea) มีการเจริญ 2 ระยะ คือ ระยะเป็นเส๎นใย และระยะท่ีเป็นดอกเห็ดเส๎นใย 
      มีสีนวลขาว เมื่อเส๎นใยรวมตัวกันเป็นก๎อนจะกลายเป็นตุํมนูน คํอยๆเจริญเติบโตขึ้น มีลักษณะเป็นรูปไขํท่ีมีเยื่อหุ๎มดอก 
      เห็ดจะมีลักษณะคล๎ายกระดิ่ง ตํอมาจะคํอยๆบานออก หมวกเห็ดเจริญเต็มท่ีจะคล๎ายรํม เมื่อแกํจัดจะมีสีเทาในระยะ 
      แรกครีบหมวกจะเป็นสีขาว ตํอมาจะเปลี่ยนเป็นสีชมพูสด และเป็นสีน้ าตาล  

คุณค่าทางอาหาร 
 เห็ดฟางเป็นเห็ดที่มีเนื้อหนานุํม รสชาติอรํอย มีกลิ่นหอม มีกรดอะมิโน โปรตีน ไขมัน คาร์โบไฮเดรตและ
วิตามินหลายชนิด ในเห็ดฟางสดมีน้ า 92.39 % โปรตีน 2.68% ไขมัน 2.24 % น้ าตาล 2.6 % และเห็ดฟางทุกๆ 
100 กรัม จะมีวิตามินบี 206.27 มิลลิกรัม 
ปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของเห็ดฟาง 
 ถึงแม๎วําจะมีสายพันธุ์ที่ดี และวัสดุอุปกรณ์ท่ีดี ก็อาจท าให๎การเพาะเห็ดฟางไมํประสบความส าเร็จ หรือได๎
ผลผลิตต่ า ถ๎าไมํมีการควบคุม หรือจัดสภาพแวดล๎อมให๎เหมาะสมตํอการเจริญเติบโตของเส๎นใยและการเกิดดอก ซึ่ง
เห็ดฟางเป็นเห็ดชนิดหนึ่งที่อํอนไหว (sensitive) ได๎งํายตํอการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล๎อม ดังนั้นผู๎เพาะเห็ดฟาง 
จึงต๎องศึกษาเรียนรู๎ถึงสภาพการเจริญเติบโต และความต๎องการของเห็ดฟาง เพ่ือปรับสภาพแวดล๎อมให๎เหมาะสม 
ดังตํอไปนี้ 
 1. ความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
 ควรปรับสภาพวัสดุเพาะให๎มีสภาพเป็นกลาง หรือเป็นกรดอํอนๆ จึงจะเหมาะตํอการเจริญเติบโตของเส๎น
ใย และการเกิดดอก ชํวง pH ที่เหมาะสม คือ 6.5-7.0 ดังนั้นน้ าที่ใช๎ในการหมักฟาง และวัสดุเพ่ือผลิตเชื้อเห็ดฟาง 
จะต๎องมีสภาพเป็นกลาง น้ าที่ใช๎จะต๎องสะอาด ไมํมีโคลนตม ไมํมีตะกอน ของหินปูนและโลหะหนักตํางๆสะสมอยูํ 
 2. อุณหภูมิ (Temperature)  
 เห็ดฟางเป็นเห็ดในเขตร๎อนชื้น ดังนั้นอุณหภูมิที่เหมาะสมกับการเจริญของเห็ดฟางจึงคํอนข๎างสูง อุณหภูมิ
ที่เหมาะสมส าหรับการงอกของสปอร์ประมาณ 40 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ 30-35 องศาเซลเซียสจะเหมาะตํอ
การเกิดดอก ถ๎าอุณหภูมิต่ ากวํา 20 องศาเซลเซียส เห็ดฟางจะไมํเกิดดอก ดังนั้นการเพาะเห็ดฟางในฤดูหนาว จึง
ให๎ผลผลิตคํอนข๎างต่ า จึงเป็นต๎องมีการคลุมพลาสติก เพ่ือให๎อุณหภูมิภายในกองสูงขึ้น หรือเพ่ิมไอร๎อนส าหรับการ
เพาะเห็ดฟางในโรงเรือน  
 3. ความชื้น (Moisture)  
 การเพาะเห็ดฟางจ าเป็นต๎องให๎มีความชื้นสูง ประมาณร๎อยละ 60-65 วัสดุเพาะจึงต๎องใช๎ประเภทที่ดูด
ความชื้นไว๎ได๎ การใช๎พลาสติกคลุมกอง เพ่ือควบคุมความชื้น ลดการสูญเสียน้ าไปจากกองเพาะเห็ด จึงน ามาใช๎ในการ
เพาะเห็ดฟางแบบกองเตี้ยที่เพาะกลางแจ๎ง แตํถ๎ามีฝนตกก็จ าเป็นต๎องท าหลังคาคลุม และทางระบายน้ า เพ่ือปูองกัน
ไมํให๎น้ าขัง มิฉะนั้น เส๎นใยเห็ดก็จะเนําเสีย และไมํเกิดดอกเชํนกัน 



 

5 

 

 4. แสงสว่าง (Light) 
 เห็ดฟางไมํต๎องการแสงสวําง เพราะไมํมีสารคลอโรฟิลล์ (chlorophyll) แตํแสงก็มีสํวนชํวยในการสร๎าง
ดอก (fruit body) โดยเฉพาะแสงสีน้ าเงิน ดังนั้นในโรงเรือนเพาะเห็ดฟางแบบอุตสาหกรรม หรือในโรงเรือน จึงให๎
แสงสวํางสีน้ าเงิน หรือใช๎ผ๎าพลาสติกสีน้ าเงิน ให๎แสงสํองผําน ปกติดอกเห็ดที่ถูกแสงแดดท าให๎ดอกเห็ดมีสีคล้ า 
หมวกดอกมีสีด าและบานเร็ว  
 
วิธีการเพาะเห็ดฟาง 
 วิธีการเพาะเห็ดฟางท าได๎หลายวิธีดังนี้ คือ การเพาะเห็ดฟางแบบกองสูง การเพาะเห็ดฟางแบบกองเตี้ย 
การเพาะเห็ดฟางแบบอุตสาหกรรม หรือแบบโรงเรือน การเพาะเห็ดฟางในตะกร๎า การเพาะเห็ดฟางในกลํอง  
 1. การเพาะเห็ดฟางแบบกองสูง  การเพาะเห็ดฟางแบบกองสูง เป็นวิธีการเพาะเห็ดฟางแบบดั้งเดิม ซึ่ง
ปัจจุบันไมํคํอยนิยมเพราะเปลืองฟางซึ่งเป็นวัสดุเพาะที่ส าคัญ และใช๎แรงงานมาก เห็ดฟางจะทยอยให๎ผลผลิต ท าให๎
เสียเวลาในการดูแล ผลผลิตที่ได๎จึงไมํคํอยสม่ าเสมอเหมือนการเพาะแบบอ่ืน 
 2. การเพาะเห็ดฟางแบบอุตสาหกรรมหรือแบบในโรงเรือน  เป็นวิธีการเพาะที่นิยมของเกษตรกร ได๎
ผลผลิตที่ดีกวํา และแนํนอนกวําแบบกลางแจ๎ง แตํต๎องลงทุนสูงกวํา โดยเฉพาะโรงเรือน และต๎องเข๎าใจธรรมชาติ
และสภาวะแวดล๎อมที่เหมาะสมตํอการเจริญเติบโตของเห็ดฟางต๎องมีเครื่องก าเนิดไอน้ า มีชั้นวางวัสดุเพาะใน
โรงเรือน ที่ควบคุมความชื้น และอุณหภูมิได๎ มีอํางส าหรับหมักวัสดุเพาะ แตํก็ให๎ผลผลิตที่ค๎ุมคํากับการลงทุน 
 3. การเพาะเห็ดฟางในตะกร้า เป็นรูปแบบการเพาะเห็ดฟางอีกแบบหนึ่งที่ท าได๎งําย ใช๎พ้ืนที่น๎อยขั้นตอน
ไมํยุํงยาก ต๎นทุนน๎อย สามารถเพาะพ่ือบริโภคในครัวเรือนได๎ ดอกเห็ดสามารถทยอยออกได๎เรื่อยๆ เป็นการลด
รายจํายด๎านอาหารในครัวเรือน และสามารถท าเป็นกิจกรรมเสริมเพ่ือพักผํอนหยํอนใจได๎ด๎วย วัสดุที่ใช๎เพาะสามารถ
ใช๎วัสดุเศษเหลือในไรํนาได๎ เชํนเดียวกับการเพาะเห็ดฟางแบบอ่ืนๆ และยัง สามารถน าก๎อนเชื้อเห็ดถุงที่เก็บดอก
หมดแล๎วทั้งเห็ดขอนขาว เห็ดนางฟูา เห็ดนางรม มาเป็นวัสดุเพาะได๎อีกด๎วย 
ปัญหาอุปสรรคของการเพาะเห็ดฟาง  
           1. การหมักวัสดุเพาะแล๎วอุณหภูมิในกองปุ๋ยไมํสูงเทําที่ควร มักพบเสมอถ๎าวัสดุเพาะเกําหรือมีการเก็บรักษา
ไมํดีท าให๎อาหารเหลือน๎อย จึงท าให๎เกิดกิจกรรมการหมักของจุลินทรีย์น๎อย มีผลท าให๎อุณหภูมิในกองปุ๋ยไมํสูง
เทําท่ีควร เกษตรกรจึงควรเลือกวัสดุเพาะใหมํๆ มีธาตุอาหารส าหรับจุลินทรีย์มาก            2. อบไอน้ าใน
โรงเรือนไมํได๎ระดับอุณหภูมิที่ต๎องการ อาจเนื่องมาจากอุปกรณ์ก าเนิดไอน้ าไมํสามารถให๎ไอน้ าได๎เพียงพอกับที่
ต๎องการ คือ 60–72 องศาเซลเซียส นานตํอเนื่องอยํางน๎อย 3-6 ชั่วโมง 
 3. โรยเชื้อแล๎วเส๎นใยไมํเดินหรือเดินไมํดีเทําที่ควร  เนื่องจากเชื้อเห็ดฟางคุณภาพไมํดี เกษตรกรจึงควรเลือก
ซื้อจากแหลํงที่เชื่อถือได๎ และอายุของเชื้อพอเหมาะไมํแกํจนเกินไป 

                   4. หลังจากตัดเส๎นใยแล๎ว 2–3 วันเส๎นใยไมํรวมตัวกันเป็นดอก อาจมีสาเหตุมาจากห๎องปิดมืดไมํได๎รับแสงเพ่ือ
กระตุน๎การสร๎างดอก ถ๎าต าแหนํงโรงเรือนท าให๎ได๎รับแสงไมํพออาจติดตั้งหลอดไฟฟูาเพ่ิมให๎ 
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            5. การเกิดราเขียวขึ้นบนชั้นเพาะ มักมีสาเหตุมาจากการอบไอน้ าอุณหภูมิไมํสูงถึง 60–72 องศาเซลเซียส 
และนานอยํางน๎อย 3-6 ชั่วโมง ท าให๎เกิดราเขียวเข๎ารบกวน 
 6. การเกิดเห็ดถั่วหรือเห็ดขายาวขึ้นบนชั้นเพาะ มักเกิดกับปุ๋ยหมักที่มีแอมโมเนีย หรือใสํยูเรียมากเกินไป 
หรือควรหลีกเลี่ยงการใช๎ยูเรียโดยการใช๎สูตร 15–15–15 แทน 
           7. การเกิดราร๎อนเป็นวงสีขาวขึ้นบนชั้นเพาะ มักมีสาเหตุมาจากการอบไอน้ าไมํได๎ตามก าหนด และอีก
สาเหตุหนึ่งคือเชื้อเห็ดฟางไมํแข็งแรง ท าให๎ราร๎อนเจริญขึ้นคลุมวัสดุเพาะ ซึ่งอาจแก๎ปัญหาโดยการโรยปูนขาว 
บริเวณท่ีมีราร๎อนในระยะเริ่มแรก 
           8. ดอกเห็ดที่มีขนาดเล็กและบานเร็ว ผลผลิตน๎อยมีสาเหตุ คือ สาเหตุแรก เชื้อเห็ดฟางไมํแข็งแรง 
เนื่องจากการตํอเชื้อหลายครั้ง อีกประการหนึ่งคือวัสดุเพาะมีอาหารอยูํน๎อย หรือวัสดุเกําเก็บรักษาไมํดี 
           9. ดอกเห็ดมีลักษณะคล๎ายหนังคางคก เนื่องจากอากาศร๎อนเกินไป ควรมีการเปิดชํองระบายอากาศ และ
รดน้ าบริเวณพ้ืนและผนังโรงเรือนรักษาอุณหภูมิให๎อยูํที่ 28–32 องศาเซลเซียส  
         10. ไรศัตรูเห็ดเข๎าท าลาย มักเกิดจากเชื้อเห็ดฟางไมํบริสุทธิ์ มีไรหรือไขํไรปะปนมา 
วิธีการแก้ไขและควบคุมศัตรูของเห็ดฟาง 
 1. การใช๎สารเคมีควบคุมศัตรูเห็ด เกษตรกรจะให๎สารเคมีที่มีขายตามท๎องตลาด น ามาชํวยในการก าจัดไร
ศัตรูเห็ดและควบคุมเชื้อราแขํงขันในการเพาะเห็ดฟาง อยํางไรก็ตามวิธีนี้ แม๎วําจะได๎ผลดี แตํสารเคมีจะสํงผล
กระทบตํอสิ่งแวดล๎อมและเป็นอันตรายตํอผู๎ใช๎ด๎วย 
 2. การควบคุมโดยชีววิธี ในปัจจุบันมีเกษตรกรผู๎เพาะเห็ดฟางหลายคน เริ่มหันมาให๎ความสนใจในการ
เลือกใช๎เชื้อจุลินทีย์แทนการใช๎สารเคมีในการควบคุมเชื้อราแขํงขันของเห็ดฟางกันมากขึ้น เพราะนอกจากจะไมํมี
ผลกระทบตํอสิ่งแวดล๎อมแล๎ว ยังเป็นการชํวยลดการใช๎สารเคมีในการเกษตรให๎น๎อยลง รวมทั้งไมํเป็นอันตรายตํอ
เกษตรกรผู๎น าไปใช๎     
จุลินทรีย์บีเอสพลายแก้ว ปราบเชื้อราศัตรูตัวส าคัญของเกษตรกรผู้เพาะเห็ด (มนตรี, 2553) 
 การเพาะเห็ดในปัจจุบันก าลังเป็นที่นิยมอยํางมาก เนื่องจากคนก าลังหันมาให๎ความสนใจท าการเกษตร
พอเพียง เกษตรอินทรีย์หรือเกษตรปลอดสารพิษ ซึ่งถือเป็นจุดเริ่มต๎นที่ดี สะดวก งําย ประหยัดไมํต๎องลงทุนสูง แตํ
อยํางไรก็ตามในการเพาะเห็ดในปัจจุบันยังคงพบปัญหาอยูํบํอยๆคือ ปัญหาเรื่องเชื้อรา ที่สะสมเพ่ิมจ านวนมากขึ้นที
ละน๎อยสอดคล๎องสัมพันธ์ไปกับแหลํงอาหารที่อุดมดมสมบูรณ์ไปพร๎อมกัน โดยเฉพาะปัญหาที่เกิดจากเชื้อราที่เข๎ามา
ท าลายดอกเห็ด ดังตํอไปนี้ 
 1.เชื้อรา Aspergillus sp. ลักษณะที่พบทั่วไปของถุงเห็ด คือ บางสํวนของถุงเห็ดมีสีเขียวเข๎มเกือบด า อาจ
เกิดที่สํวนบนใกล๎ปากถุงแล๎วลามลงไปข๎างลํางหรือเกิดจากด๎านลํางขึ้นไปก็ได๎  บางสํวนของถุงเห็ดมีสีน้ าตาลเกิดขึ้น
ติดกับบริเวณท่ีมีสีเขียวเข๎ม 
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 2.เชื้อราด า Botryodiplodia sp. พบวําขี้เลื่อยในถุงเห็ดมีสีน้ าตาลเข๎มเกือบด า ซึ่งในระยะแรกเชื้อราจะมีสี
ขาว ตํอมาเจริญขยายกว๎างขึ้นเรื่อยๆ เมื่อทิ้งไว๎นานๆจะเกิดก๎อนเล็กๆสีด า ที่เป็นสํวนขยายพันธุ์ของเชื้อรานูน
ออกมาที่ผิวของถุงพลาสติก 
 3.เชื้อราเขียว Trichoderma sp. และ Gliocladium sp. ลักษณะการปนเปื้อนจะสังเกตเห็นได๎งําย 
เนื่องจากสปอร์ของเชื้อรามีสีเขียวอํอนใส เมื่อเกิดรวมกันหนาแนํนจะเห็นเป็นหยํอมสีเขียวมะกอกหรือสีเขียวเข๎มใน
ถุงเห็ด นอกจากนี้ยังมีราเขียว Penicillium sp. และ Paecilomyces sp. ซึ่งเชื้อราทั้ง 2 ชนิดนี้มีลักษณะรูปรําง
ทางสัณฐานวิทยาคล๎ายคลึงกันมาก มีการเจริญเติบโตที่รวดเร็วสามารถสร๎างสปอร์ได๎เป็นจ านวนมาก เชื้อ 
Penicillium sp. เป็นราที่ชอบอุณหภูมิปานกลาง ลักษณะบนถุงเห็ดจะเห็นเป็นหยํอมสีเขียวตองอํอน สีเหลืองอํอน
อมเขียว หรือสีเทาอํอนมองดูคล๎ายฝุุนเกาะสกปรก มักเกิดบริเวณด๎านลํางของถุงเห็ด สํวนเชื้อรา Paecilomyces 
sp. เป็นราชอบร๎อน สามารถทนตํออุณหภูมิสูงได๎ มักจะเกิดกับถุงเห็ดหอม ลักษณะที่ปรากฏ คือ มองเห็นเป็นฝุุนสี
ซีด เชํน สีน้ าตาลชีดๆ ปนเหลืองอํอน หรือสีเหลืองชีดจางๆ สังเกตเห็นเส๎นแบํงเขตการเจริญเติบโตของเชื้อเห็ดและ
เชื้อราได๎อยํางชัดเจน 
 5.ราสีส๎มหรือราร๎อน Neurospora sp. มักเกิดเป็นกระจุกบริเวณปากถุงมีลักษณะเป็นผงสีชมพูอมส๎ม  
 6.ราเมือก (Slime mould) จะเกิดกับถุงเห็ดที่เปิดถุงเก็บดอกไปแล๎วหลายรุํนและเป็นถุงที่อยูํด๎านลํางสุด 
จะสังเกตเห็นเส๎นใยสีเหลืองชัดเจนบริเวณด๎านข๎างถุงและบริเวณปากถุง  โดยมากมักจะเกิดกับถุงเห็ดหูหนูที่มีการ
กรีดถุงด๎านข๎างและรดน้ านานๆ จนท าให๎ถุงชื้นแฉะ นอกจากนี้ยังเกิดได๎กับถุงเห็ดที่หมดรุํนแล๎วแตํยังไมํมีการขนย๎าย
ท าความสะอาดโรงเรือน 
 โรคของเห็ดถุงท่ีเกิดจากเชื้อราโดยทั่วไปเกิดได๎ทั้งเชื้อราปนเปื้อน หรือเชื้อราแขํงขัน และเชื้อราโรคเห็ด ซึ่ง
เชื้อราปนเปื้อนสํวนใหญํเป็นพวกที่มีเส๎นใยเจริญเร็วมาก ท าให๎เส๎นใยเห็ดชะงักการเจริญเติบโต สังเกตเห็นเส๎นแบํง
เขตที่เส๎นใยเห็ดมาบรรจบกันเส๎นใยของเชื้อราปนเปื้อน การเกิดเชื้อราปนเปื้อนในถุงเพาะเห็ดมักเป็นสาเหตุให๎
ผลผลิตเห็ดลดลง ถ๎ามีเชื้อราเหลํานี้เกิดบริเวณปากถุงก็จะเป็นเหตุให๎เกิดการระบาดไปทั่วทั้งโรงเพาะเห็ด  ผลผลิต
ลดลงได ๎
 สาเหตุของการเกิดเชื้อราปนเปื้อนมีหลายประการ เชํน การทิ้งถุงก๎อนเชื้อเห็ดที่เก็บดอกแล๎วในบริเวณฟาร์ม 
ท าให๎เชื้อรากระจายอยูํในบริเวณนั้น เมื่อมีฝนตก ลมพัด หรือตกลงไปในน้ าที่ใช๎รดเห็ด นอกจากนี้ยังมีสาเหตุอ่ืนๆ 
อีกเชํน หัวเชื้อไมํบริสุทธิ์ การนึ่งฆําเชื้อถุงเห็ดที่ท าลายเชื้อไมํหมด ถุงแตกหรือถูกแมลงท าลาย เป็นต๎น  
 ปัญหาสาเหตุเหลํานี้ในปัจจุบันมีจุลินทรีย์ บีเอสพลายแก๎ว ที่พัฒนาโดยทํานอาจารย์ดีพร๎อม ไชยวงศ์เกียรติ 
อดีตนายกสมาคมผู๎เพาะเห็ดแหํงประเทศไทย อดีตข๎าราชการบ านาญประจ าภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ กรุงเทพฯ โดยผู๎ที่ค๎นพบคือคุณพลายแก๎ว เพชรบํอแก ซึ่งเป็นนิสิตคณะประมงใน
ขณะนั้นได๎พบโดยบังเอิญจากกุ๎งแห๎งในขณะที่ได๎ท าปัญหาพิเศษโดยอาจารย์ดีพร๎อมเป็นที่ปรึกษา จุลินทรีย์บีเอสพ
ลายแก๎วเป็นแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งท าลายเชื้อราได๎อยํางมีประสิทธิภาพโดยที่เห็ดซึ่งก็เป็นเชื้อราเหมือนกันไมํตาย
ตามไปด๎วย เนื่องจากวําเห็ดนั้นเป็นเชื้อราที่จัดวําเป็นสายพันธุ์สูงกวํา เกษตรกรผู๎เพาะเห็ดมือใหมํจึงให๎ความสนใจ
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จุลินทรีย์นี้เป็นอยํางมากในการน ามาใช๎เพ่ือแก๎ไขปัญหาการเพาะเห็ดแทนสารเคมี หรือยาฆําเชื้อรา ซึ่งมีอันตรายตํอ
สิ่งแวดล๎อมตลอดจนเกษตรกรผู๎เพาะเห็ดด๎วย  
 นอกจากนี้ยังพบเชื้อรากํอโรคพืชและเห็ดบางชนิด รวมทั้งเชื้อราแขํงขันของเห็ดฟาง ที่ท าให๎เห็ดฟางเกิดโรค
เนําเสีย และเจริญเติบโตไมํดี ท าให๎ผลผลิตของเห็ดฟางน๎อยลดลง (ดังแสดงในตารางที่1)  
 
ตารางท่ี 1 แสดงเชื้อรากํอโรคในพืชและเห็ดฟางบางชนิด และลักษณะของการกํอโรค 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เชื้อราสาเหตุโรคใบจุดในพืชCurvularia lunata
TISTR 3282

15

เชื้อราแขํงขันของเห็ดCoprinus sp. cin-05714

เชื้อราแขํงขันของเห็ดCoprinus sp. cin-03713

เชื้อราแขํงขันของเห็ดCoprinus sp. cin-03112

เชื้อราแขํงขันของเห็ดCoprinus sp. cin-02611

เชื้อราแขํงขันของเห็ดCoprinus sp. cin-01610

เชื้อราแขํงขันของเห็ดCoprinus sp. cin-0119

เชื้อราแขํงขันของเห็ดCoprinus sp. cin-0098

เชื้อราแขํงขันของเห็ดCoprinus sp. cin-0067

เชื้อราแขํงขันของเห็ดCoprinus sp. cin-0046

เชื้อราแขํงขันของเห็ดCoprinus sp. cin-0035

เชื้อราแขํงขันของเห็ดCoprinus sp.4

เชื้อราแขํงขันของเห็ดBolbitius fissus3

เชื้อราสาเหตุโรคโคนเนํา และ
เชื้อราแขํงขันของเห็ด

Aspergillus niger2

เชื้อราสาเหตุโรคใบจุดในพืชAlternaria brassicola1
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ตารางท่ี 1(ต่อ)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 มีรายงานวํา Ferreira และคณะ (1991) สามารถน าเชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis มาใช๎ในการควบคุม
เชื้อรากํอโรคพืชได๎  Nalisha และคณะ (2006) ได๎ศึกษาการน าเชื้อ Bacillus subtilis มาใช๎ควบคุมเชื้อรา 
Sclerotium rolfsii โดยศึกษาด๎วยสภาวะตํางๆคือ แสง pH และอุณหภูมิ พบวําเชื้อ Bacillus subtilis สามารถ
สร๎างสารมาควบคุมเชื้อรา Sclerotium rolfsii ได๎อยํางคงที่คือ 58.3 % ที่อุณหภูมิ 80 oC pH ที่ให๎ผลดีที่สุดคือ pH 
11 ยับยั้งได๎ 31.57 % และสภาวะที่อยูํในที่มืดจะสามารถสร๎างสารมาควบคุมเชื้อราได๎ดีคือ 46.24 % และจาก
รายงานของ Payapanon และคณะ (2011)  พบวําการน าน้ าเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่สร๎างเอนโดสปอร์ของ Bacillus 
subtilis B2 ที่แยกได๎จากพ้ืนที่ใช๎เพาะเห็ดฟาง และ Paenibacillus polymyxa N10 แยกได๎จากเปลือกปอสามา
ฉีดพํนบนวัสดุเพาะเห็ดฟาง ในอัตราสํวน 1 ลิตรตํอพ้ืนที่ 4 ตารางเมตร พบวําแบคทีเรียมีผลในการควบคุมเชื้อรา
แขํงขันและท าให๎ผลผลิตของเห็ดฟางเพ่ิมขึ้นได๎ 5-10% นับเป็นรายงานแรกที่สามารถเพ่ิมผลผลิตเห็ดฟางโดยใช๎
แบคทีเรีย 

Gerben และคณะ (1994)  ได๎แยกเชื้อ Scytalidium thermophilum จากเห็ด เชื้อนี้สามารถเจริญได๎ที่
อุณหภูมิ 70 oC เมื่อน ามาใช๎ชํวยยับยั้งเชื้อราศัตรูของเห็ด Agaricus bisporus มีผลท าให๎ผลผลิตของเห็ดสูงขึ้น และ
จากงานวิจัยของ พรศิลป์ และคณะ (2551) สามารถน าเชื้อปฏิปักษ์ Bacillus sp. จ านวน 5 สายพันธุ์ ซึ่งคัดแยกได๎
จากก๎อนเชื้อเห็ดเป็นโรค น ามาทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อราเขียว Trichoderma harzianum ด๎วยวิธี 
dual culture บนอาหาร NA พบวําสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราเขียวได๎ 30-43.75 % เมื่อน าแบคทีเรีย

เชื้อราสาเหตุโรคพืชในดิน
และเชื้อราแขํงขันของเห็ด

Trichoderma
harzianum

23

เชื้อราสาเหตุโรคพืชในดิน
และเชื้อราแขํงขันของเห็ด

Sclerotium rolfsii22

เชื้อราสาเหตุโรคพืชในดินPythium sp.21

เชื้อราสาเหตุโรคกาบใบแห๎งในข๎าวRhizoctonia solani20

เชื้อราสาเหตุโรคต๎นเหีย่วในมะเขือเทศFusarium oxysporum19

เชื้อราสาเหตุโรคพืชในดินFusarium sp.18

เชื้อราสาเหตุโรคสมอเนําในฝูาย
และเชื้อราแขํงขันของเห็ด

Monilia sp.17

เชื้อราแขํงขันของเห็ดGliocladium sp. T216
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ปฏิปักษ์ Bacillus sp. ไปฉีดพํนเพ่ือควบคุมโรคราเขียวของเห็ดหูหนูในโรงเรือน พบวําเชื้อปฏิปักษ์สายพันธุ์ A001 
มีประสิทธิภาพสูงสุดที่ชํวยท าให๎ผลผลิตของเห็ดหูหนูเพิ่มขึ้นมากกวําที่ไมํได๎ฉีดพํนด๎วยเชื้อปฏิปักษ์ ซึ่งเป็นโรคถึง 80 
% และให๎ผลผลิตเฉลี่ยเพียง 35.88 กรัมตํอถุงเทํานั้น 

อัจฉราเเละคณะ (2544) ไดใชเชื้อ S. thermophilum ที่แยกจากกองปุยหมักเติมในกองฟาง    ชวย
ขบวนการหมัก และเมื่อน าปุยหมักไปเพาะเห็ดฟางจะไดผลผลิตมากกวาการใชฟางขาวที่หมักโดยไมเติมรารอน
ประมาณ 1- 4% อัจฉราและสัญชัย (2531 ; 2535) ไดศึกษาสูตรปุยเพาะเห็ดฟางจากการใชวัสดุเพาะตาง ๆกัน เชํน 
ฟางขาว ขี้เลื้อยไมยางพารา ทะลายปาลมน้ ามัน ขี้ฝาย ซึ่งใหผลผลิตแตกตางกัน การอบไอน้ าปุยหมัก ปุยหมักเป
นวัตถุท่ีผานการหมักโดยขบวนการทางชีวเคมีจะเปนกิจกรรมของ         จุลินทรีย์ตางๆ ซึ่งมีทั้งที่เปนประโยชนและ
ที่เปนศัตรูเห็ด 

 
ระเบียบวิธีด าเนินการวิจัย 

อุปกรณ์ 
 1. ครุภัณฑ ์autoclave, hot air oven, shaker, โรงเรือนเพาะเห็ดฟางขนาดเล็ก 
 2. เครื่องมือ ได๎แกํ loop, needle, ตะเกียงแอลกอฮอล์, ตู๎เขี่ยเชื้อ, เครื่องชั่ง, ช๎อนตักสาร,  
      cork borer No.2, อุปกรณ์การฉีดเชื้อแบคทีเรีย 

3. เครื่องแก๎ว ได๎แกํ จานเพาะเชื้อ หลอดทดลอง ขวดแก๎ว 
4. สารเคมี alcohol 95% และ 70% 
5. อาหารเลี้ยงเชื้อ potato dextrose agar, nutrient agar, nutreint broth 

 6. เชื้อราแขํงขันและเชื้อรากํอโรคพืช จ านวน 23 สายพันธุ์ ดังแสดงในตารางที่ 2 
     7. เชื้อเห็ดฟางทดสอบ จ านวน 13 สายพันธุ์ ดังแสดงในตารางที่ 3 
 8. วัสดุเพาะเห็ดฟาง 
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ตารางท่ี 2 แสดงสาเหตุ การกํอโรค และแหลํงที่มาของเชื้อราทดสอบ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ล าดบั ชื่อเชื้อรา สาเหตแุละการก่อโรค แหล่งทีม่า

1 Alternaria brassicola โรคใบจุดในพืช กรมวิชาการเกษตร
2 Aspergillus niger     โรคโคนเนําและเช้ือ

แขํงขันของเห็ด
กรมวิชาการเกษตร

3 Bolbitius fissus เช้ือแขํงขันของเห็ด
         โรงเรือนของเกษตรกร        

 จังหวัดพระนครศรีอยุธยา

4 Coprinus sp. เช้ือแขํงขันของเห็ด
ภาควิชาจุลชีววิทยา 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยา

เขตบางเขน
5 Coprinus sp. cin-003 เช้ือแขํงขันของเห็ด ฟางข๎าว จังหวัดสระบุรี

6 Coprinus sp. cin-004 เช้ือแขํงขันของเห็ด การหมักฟางข๎าว กรุงเทพมหานคร

7 Coprinus sp. cin-006 เช้ือแขํงขันของเห็ด การหมักฟางข๎าว จังหวัดเชียงใหมํ

8 Coprinus sp. cin-009 เช้ือแขํงขันของเห็ด ทะลายปาล์ม จังหวัดสุราษฎร์ธานี
9 Coprinus sp. cin-011 เช้ือแขํงขันของเห็ด การหมักฟางข๎าว จังหวัด

พระนครศรีอยุธยา

10 Coprinus sp. cin-016 เช้ือแขํงขันของเห็ด กากเมล็ดกาแฟ กรุงเทพมหานคร
11 Coprinus sp. cin-026 เช้ือแขํงขันของเห็ด เปลือกถั่ว กรุงเทพมหานคร

12 Coprinus sp. cin-031 เช้ือแขํงขันของเห็ด ทะลายปาล์ม จังหวัดชุมพร

13 Coprinus sp. cin-037 เช้ือแขํงขันของเห็ด เปลือกมันส าปะหลัง จังหวัด

นครราชสีมา

14 Coprinus sp. cin-057 เช้ือแขํงขันของเห็ด ต๎นปาล์ม จังหวัดเพชรบุรี

16 Gliocladium sp. T2 เช้ือแขํงขันของเห็ด ภาควิชาจุลชีววิทยา 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยา

เขตบางเขน

15 โรคใบจุดในพืช ศูนย์จุลินทรีย์ สถาบันวิจัย

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหํง

 Curvularia lunata 

TISTR 3282
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ตารางท่ี 2 (ตํอ)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ล าดบั ชื่อเชื้อรา สาเหตแุละการก่อโรค แหล่งทีม่า
17 Monilia sp. โรคสมอเนําในฝูายและ

เชื้อแขํงขันเห็ด
กรมวิชาการเกษตร

18 Fusarium sp. โรคพืชในดิน ภาควิชาจุลชีววิทยา 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต

บางเขน

20  Rhizoctonia solani โรคกาบใบแห๎งในข๎าว ภาควิชาโรคพืช 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต

บางเขน
21 Pythium  sp. โรคพืชในดิน ผักกวางต๎ุง ภาควิชาโรคพืช 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต
บางเขน

22 Sclerotium rolfsii โรคพืชในดิน และเชื้อ
แขํงขันของเห็ด

กรมวิชาการเกษตร

23 Trichoderma 
harzianum

โรคพืชในดิน และเชื้อ
แขํงขันของเห็ด

กรมวิชาการเกษตร

19  Fusarium oxysporum โรคเหีย่วในมะเขือเทศ  กรมวิชาการเกษตร
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ตารางท่ี 3 ตารางแสดงสายพันธุ์ของเห็ดฟางทดสอบและแหลํงที่มาของเชื้อเห็ดฟางแตํละสายพันธุ์ (ได๎รับความ
อนุเคราะห์จาก ศูนย์รวบรวมเชื้อเห็ด กรมวิชาการเกษตร) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
วิธีการวิจัย 
I. การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากวัสดุเพาะเห็ดฟางและการทดสอบในห้องปฏิบัติการ 
 1. สถานที่และวิธีการเก็บตัวอย่าง 
    การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียสร๎างสปอร์เพ่ือใช๎ในการทดลอง ท า 2 วิธี คือ  
  1.1 การคัดแยกจากสภาพแวดล๎อมบริเวณที่เพาะเห็ดฟาง  โดยการน าจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
nutrient agar เปิดฝาไปวางไว๎บริเวณที่เพาะเห็ดฟาง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล๎วเก็บจานอาหารเพ่ือน ามาบํมตํอใน
ห๎องปฏิบัติการ  
  1.2 การเก็บตัวอยํางวัสดุเพาะเห็ดฟางจากสถานที่ตํางๆ โดยการเก็บตัวอยํางใสํถุงพลาสติกที่
ปราศจากเชื้อ พร๎อมบันทึกรายละเอียดของตัวอยําง จ านวน 3 แหลํง ประกอบด๎วย 

ล าดบั ชื่อเชื้อเห็ดฟาง แหล่งแยกเชื้อ/จังหวัด

1 เช้ือเห็ดฟาง Vvol-002 ศูนย์รวบรวมเช้ือพันธุเ์ห็ด กรมวิชาการเกษตร

2 เช้ือเห็ดฟาง Vvol-006 ทะลายปาล์มน้ ามัน จังหวัดสตูล

3 เช้ือเห็ดฟาง Vvol-007 ทะลายปาล์มน้ ามัน จังหวัดชลบุรี

4 เช้ือเห็ดฟาง Vvol-009 ฟางข๎าว อ าเภอวิหารแดง จังหวัดสระบุรี

5 เช้ือเห็ดฟาง Vvol-010 ฟางข๎าว จังหวัดอํางทอง

6 เช้ือเห็ดฟาง Vvol-019 ประเทศฮํองกง

7 เช้ือเห็ดฟาง Vvol-024 เปลือกกาแฟ อ าเภอสวี จังหวัดชุมพร

8 เช้ือเห็ดฟาง Vvol-029 ประเทศฮํองกง

9 เช้ือเห็ดฟาง Vvol-037 ปุย๋เช้ือเพาะขี้ฝูาย V45 จังหวัดนนทบุรี

10 เช้ือเห็ดฟาง Vvol-045 ฟางข๎าง จังหวัดนนทบุรี

11 เช้ือเห็ดฟาง Vvol-058 ศูนย์รวบรวมเช้ือพันธุเ์ห็ด กรมวิชาการเกษตร

12 เช้ือเห็ดฟาง Vvol-071 ทะลายปาล์มน้ ามัน V47-ทลป จังหวัดนนทบุรี

13 เช้ือเห็ดฟาง สายพันธุอ์ยุธยา แยกจากดอกเห็ดฟาง ฟาร์มเห็ดฟาง จังหวัด
พระนครศรีอยุธยา
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       1.2.1 โรงเรือนทดลองเพาะเห็ด ภาควิชาจุลชีววิทยา มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต
บางเขน 
      1.2.2 แปลงสาธิตการเพาะเห็ดฟางกองเตี้ย ในการฝึกอมรมการเพาะเห็ดฟาง ภาควิชาจุล
ชีววิทยามหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตบางเขน  
       1.2.3 ฟาร์มผลิตเชื้อเห็ดฟางบางบัว-บัวขาว ต าบลบางบัวทอง อ าเภอบางบัวทอง 
จังหวัดนนทบุรี  
 2. วิธีการคัดแยกเชื้อแบคทีเรีย 

    2.1 การแยกเชื้อแบคทีเรียจากสภาพแวดล้อมบริเวณที่เพาะเห็ดฟาง 
          น าตัวอยํางจานอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar ไปวางและเปิดฝาไว๎ในแตํละจุดทดสอบแล๎วมาบํมที่
อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 1-2 วัน จนโคโลนีปรากฏ คัดแยกเอาเชื้อที่มีลักษณะคล๎ายกับเชื้อแบคทีเรีย น าไป cross 
streak บนอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar plate จนสามารถแยกได๎โคโลนีเดี่ยว น ามาเก็บในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
nutrient agar slant เพ่ือท าการย๎อมสีแบบแกรมทดสอบลักษณะเบื้องต๎น และเก็บตัวอยํางไว๎เพ่ือน าไปทดสอบการ
ยับยั้งเชื้อราตํอไป 

     2.2 การแยกเชื้อแบคทีเรียจากวัสดุเพาะเห็ดฟาง 
         น าตัวอยํางที่เก็บตามข๎อ1. มาชั่ง 1 กรัม ใสํในน้ ากลั่นที่ผํานการนึ่งฆําเชื้อปริมาตร 9 มิลลิลิตร 

บรรจุในขวดฝาเกลียว ท าจนได๎ความเจือจางที่ 10-5 เลือกความเจือจางที่ 10-3 , 10-4 และ 10-5 ปิเปตมา 0.1 
มิลลิลิตร น าไป spread บนอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar plate น าไปบํมที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 1-2 วัน จน
โคโลนีปรากฏ คัดแยกเอาเชื้อที่มีลักษณะคล๎ายแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีที่แตกตํางกันน าไป cross streak บน
อาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar plate จนได๎เชื้อที่บริสุทธิ์ แล๎วน ามาแยกเก็บใน nutrient agar slant เพ่ือทดสอบ
ลักษณะเบื้องต๎น และเก็บตัวอยํางไว๎เพ่ือน าไปทดสอบการยับยั้งเชื้อราตํอไป  
II. การตรวจสอบประสทิธิภาพของแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของราแข่งขันของเห็ดฟาง เชื้อราสาเหตุโรค
พืชบางชนิด และเชื้อเห็ดฟาง 
 เชื้อราที่น ามาใช๎ในการตรวจสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรามีจ านวน 
23 สายพันธุ์ และเชื้อเห็ดฟาง จ านวน 13 สายพันธุ์ ท าการทดสอบโดยวิธี dual culture และน าเชื้อแบคทีเรีย B. 
subtilis B2 ที่ได๎จากงานวิจัยของ Payapanon และคณะ (2011) มาทดสอบการยับยั้งการเจริญกับเชื้อเห็ดฟางด๎วย 
 
 1. วิธีการทดสอบการยับย้ังการเจริญด้วย dual culture method 

 1.1) เลี้ยงเชื้อราทดสอบบนอาหาร potato dextrose agar จนเชื้อราเจริญเกือบเต็มจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อ     

 1.2) น า cork borer เบอร ์2 ตัดเส๎นใยบริเวณปลายโคโลนีของเชื้อรา น าไปวางบริเวณกลางจาน
อาหาร potato dextrose agar ใหมํ โดยแตํละการทดลองท า 3 ซ้ า 
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A  -  B x 100 
A 

 1.3) น า loop เขี่ยเชื้อแบคทีเรียอายุ 24 ชั่วโมง ไปขีดลากขนาบสองข๎างของชิ้นวุ๎นเชื้อราทดสอบ 
โดยการลากในแนวขนาน ให๎มีความยาว และระยะหํางจากชิ้นวุ๎นเทํากัน ดังภาพด๎านลําง 

 
 
 
       

 
ภาพที่ 1 ลักษณะการทดสอบเชื้อด๎วยวิธี dual culture 

 

 1.4) การท าชุดควบคุมของเชื้อรา โดยการตัดเส๎นใยบริเวณปลายโคโลนีของเชื้อรา น าไปวางบน
บริเวณตรงกลางของจานอาหาร potato dextrose agar โดยไมํลากเชื้อแบคทีเรียทดสอบ 

 1.5) น าไปบํมไว๎ที่อุณหภูมิห๎อง สังเกตการเจริญของเชื้อราและเชื้อแบคทีเรีย และท าการบันทึก
ข๎อมูลเมื่อโคโลนีของชุดควบคุมของเชื้อราเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยการถํายรูป และวัดรัศมีการเจริญของ
เชื้อรา รวมทั้งระยะหํางระหวํางเส๎นใยของเชื้อรากับแนวการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย 

 2. การค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับย้ังการเจริญของเชื้อราทดสอบ ตามสมการ 
 2.1) สูตรการค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเชื้อราทดสอบ ดังสมการ 
 
 

 
  โดยที่        A   คือ รัศมีการเจริญของเชื้อราชุดควบคุม 
                                   B    คือ รัศมีการเจริญเฉลี่ยของเชื้อราทดสอบ 

III. การจัดจ าแนกเชื้อแบคทีเรีย ท าการจัดจ าแนกชนิดของแบคทีเรียโดยใช๎ 3 วิธี คือ 
 1. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
     น าตัวอยํางเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได๎จากข๎อ 2. มาท าการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยวิธีการ
ย๎อมสีแบบแกรม แล๎วน ามาตรวจสอบลักษณะภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ พร๎อมทั้งบันทึกผล คัดเลือกเฉพาะเชื้อที่
สามารถสร๎างเอนโดสปอร์ได๎ เพ่ือน าไปตรวจสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราแขํงขัน
ของเห็ดฟาง และราสาเหตุโรคพืชบางชนิด 
 2. การจ าแนกชนิดโดยวิธีดั้งเดิม (Conventional method) 
  ท าโดยตรวจสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี และสรีรวิทยาของแบคทีเรียที่คัดแยกได๎ ตามวิธีการ
ของ Gordon (1989) รวมทั้ง Claus and Berkeley ( 1986) ที่ใช๎วิธีการแบํงกลุํมแบคทีเรียสร๎างสปอร์ออกเป็น 4 
กลุํมตามสัณฐานวิทยาของเซลล์และสปอร์ และตรวจสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี และสรีรวิทยาดังตํอไปนี้ ทดสอบ
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ความต๎องการอากาศ เพ่ือระบุวําเป็นเชื้อกลุํม aerobe หรือ facultative anaerobe โดยใช๎ อาหาร anaerobic 
agar, VP test, nitrate reduction test, motility, การเจริญในอาหาร nutrient broth pH 5.7, การเจริญใน
อาหาร nutrient broth  ที่อุณหภูมิ 55 °C การเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient broth ที่ผสมเกลือ NaCl 5, 7
และ 10% ตามล าดับ ทดสอบการสร๎างกรดจากน้ าตาล D-glucose, L-arabinose, D-xylose, D-mannitol และ 
lactose ตามล าดับ การเจริญโดยใช๎ citrate และ propionate เป็นแหลํง carbon และการทดสอบความสามารถ
ในการสร๎างเอนไซม์ catalase, oxidase, phenylalanine deaminase, esculinase, amylase, caseinase, 
gelatinase, lipase, urease และ lecithenase โดยผลการทดสอบที่ได๎จะน าไปเทียบเคียงเพ่ือระบุชนิดกับข๎อมูล
ของ Gordon (1989) รวมทั้ง Claus and Berkeley ( 1986)  
 
 3. การจัดจ าแนกเชื้อแบคทีเรียด้วยชุดทดสอบ GEN III Microplate 
           หลักการของวิธี Biolog GEN III คือการตรวจสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของเชื้อ 95 
คุณสมบัติที่ทางผู๎ผลิตได๎คัดเลือก และท าเป็นอาหารแห๎งใสํในแตํละหลุมของ microplate ถ๎าเชื้อทดสอบสามารถ
เจริญได๎จะเปลี่ยนสีอินดิเคเตอร์ (tetrazolium) ที่ผสมไว๎ ท าให๎สามารถตรวจสอบผลการวิเคราะห์ผํานเครื่องอํานผล 
(Microplate reader) และประมวลผลจาก metabolic pattern ที่ได๎โดยเปรียบเทียบกับฐานข๎อมูลของ
บริษัทผู๎ผลิต ซึ่งมีข้ันตอนและวิธีการดังตํอไปนี้ 
  3.1 ขั้นตอนและวิธีการเตรียมเชื้อแบคทีเรียทดสอบ 
                คัดแยกเชื้อแบคทีเรียทดสอบให๎ได๎เชื้อที่บริสุทธิ์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar (NA) ให๎
เชื้อทดสอบอายุประมาณ 14-24 ชั่วโมง ถ๎าเป็นเชื้อในกลุํม Bacillus ควรให๎เจริญน๎อยกวํา 16 ชั่วโมง เพ่ือไมํให๎เข๎า
สูํสภาวะการสร๎างสปอร์ หลังจากนั้นใช๎ไม๎พันส าลี ที่ผํานการนึ่งฆําเชื้อแล๎ว (sterile cotton swap) ขนาดเส๎นผําน
ศูนย์กลาง 3 มิลลิเมตร โดยน าสํวนปลายมาแตะ single colony ของเชื้อทดสอบที่เจริญอยูํบริเวณผิวหน๎าอาหาร
เลี้ยงเชื้อ Nutrient agar (NA) น ามาถํายลงในสารละลาย Inoculation Fluid (IF-A) โดยการใช๎สํวนปลายของไม๎
พันส าลีที่มีเชื้อแบคทีเรียติดอยูํมาปูายลงที่ด๎านในบริเวณข๎างๆของหลอดบรรจุสารละลาย IF-A เบาๆ เพ่ือให๎เซลล์
ของเชื้อแบคทีเรียที่ต๎องการทดสอบที่เกาะกลุํมกันอยูํเป็นก๎อนเกิดการกระจายตัวและหลุดออกมาจากไม๎พันส าลีมา
ติดอยูํที่บริเวณด๎านข๎างของหลอดบรรจุสายละลาย IF-A กลับหลอดบรรจุสารละลายเชื้อ IF-A ไปมาเบาๆ 2-3 ครั้ง 
เพ่ือให๎เซลล์ของเชื้อแบคทีเรียกับสารละลายเข๎ากันดี หลังจากนั้น น าไปวัดความหนาแนํนของเชื้อโดยการวัด
เปอร์เซ็นต์แสงสํองผําน (%T) ด๎วยเครื่อง Biolog Turbidimeter ให๎ได๎คําความขุํนอยูํในชํวง 93-98% (ส าหรับเชื้อ
แบคทีเรียกลุํมที่ต๎องการอากาศ) ถ๎าในกรณีท่ีเซลล์มีความขํุนน๎อยไปให๎ใสํเชื้อเพ่ิมเข๎าไปอีก แตํถ๎าหากวําเซลล์มีความ
หนาแนํนมากจนเกินไปให๎เติมสารละลาย IF-A ลงไปเจือจาง 
  3.2 ขั้นตอนและวิธีการทดสอบ  
                 บันทึกรายละเอียดของเชื้อแบคทีเรียทดสอบลงใน microplate หลังจากนั้นน าสารละลาย
เซลล์ที่เตรียมไว๎มาเทลงใน sterile multichannel pipet reservoir แล๎วน า pipette tips ที่ปราศจากเชื้อใสํเข๎า
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กับ electronic 8-channel micropipettor และปรับปริมาตรเป็น 100 ไมโครลิตร ดูดเชื้อปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ใสํลงในแตํละหลุมของ Biolog GEN III microplate ระวังอยําให๎สารละลายของเชื้อทดสอบเกิดการ
ปนเปื้อนหรือกระเด็นไปใสํหลุมอ่ืนๆ และควรใช๎เวลาในการถํายเชื้อใสํ Biolog GEN III microplate อยํางรวดเร็ว
และปลํอย pipette tips ออกจาก electronic 8-channel micropipettor ปิดฝา Biolog GEN III microplate 
น าไปบํมไว๎ที่อุณหภูมิ 33 oC เป็นเวลา 16-24 ชั่วโมง 
  3.3 การอ่านผล และการวิเคราะห์ผลเพื่อจัดจ าแนกเชื้อ 
       เมื่อบํมเชื้อทดสอบจนครบตามเวลาที่ก าหนด น า microplate ออกมาอํานผลด๎วยเครื่อง 
Biolog Microstation Reader และพริ้นส์ข๎อมูลผลการตรวจออกมาวิเคราะห์เพื่อจัดจ าแนกชนิดของเชื้อทดสอบ 
 
IV. การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการน าเชื้อแบคทีเรียไปใช้ในการส่งเสริมผลผลิตของเห็ดฟางในฟาร์มเพาะเห็ด
ฟางของเกษตรกร 
 น าเชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis B2 ที่แยกได๎จากพ้ืนที่ที่ใช๎เพาะเห็ดฟาง ซึ่งเป็นผลงานวิจัยของ 
Payapanon และคณะ (2011) ที่รายงานวํามีคุณสมบัติในการสํงเสริมการเจริญและชํวยเพ่ิมผลผลิตของเห็ดฟาง
ได๎มาทดสอบเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมในการน าเชื้อไปใช๎ในการสํงเสริมการเจริญของเห็ดฟางในฟาร์มเพาะเห็ดฟาง
ของเกษตรกรได๎อยํางมีประสิทธิภาพมากที่สุด โดยแบํงการทดลองออกเป็น 5 กรรมวิธี ได๎แกํ 
 1) กรรมวิธีที่ 1 ใช๎น้ าเปลํา (control) 
 2) กรรมวิธีที่ 2 อาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient broth (control) 
 3) กรรมวิธีที่ 3 น้ าเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่แยกเอาแตํสํวนใส (supernatant) 
 4) กรรมวิธีที่ 4 ตะกอนเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียหลังปั่นแยกอาหารเลี้ยงเชื้อออกไป (pellet) 
 5) กรรมวิธีที่ 5 เชื้อแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงในอาหาร nutrient broth (suspension) 
 
 1. การเตรียมเชื้อแบคทีเรียทดสอบ  
    1.1) น าเชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis B2 มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร nutrient agar เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
    1.2) ถํายเชื้อจากข๎อ 1.1) จ านวน 1 loop ลงในอาหาร nutrient broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และ
น าไปเขยํา ที่ความเร็ว 130 รอบตํอนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
    1.3) น าเชื้อจากข๎อ 1.2) มาตรวจนับจ านวนเชื้อตั้งต๎นด๎วยวิธี spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
nutrient agar และถํายเชื้อ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงใน flask ขนาด 500 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหาร nutrient 
broth ปริมาตร 200 มิลลิลิตร จ านวนทั้งหมด 60 flask และน าไปเขยํา ที่ความเร็ว 130 รอบตํอนาที เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง 
    1.4) แบํงเชื้อทดสอบ ออกเป็นสองสํวนเทําๆกัน สํวนละ 6,000 มิลลิลิตร โดยสํวนแรก น าไปเก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือรอน าไปทดลองเป็นกรรมวิธีที่ 5 (suspension) กํอนน าไปใช๎ตรวจนับจ านวน
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แบคทีเรียด๎วยวิธี spread plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar และสํวนที่สอง น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
8,000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แยกเก็บสํวนใส ตรวจนับจ านวนเชื้อที่เหลือใน
สํวนใส และน าไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือรอน าไปทดลองเป็นกรรมวิธีที่ 3 (supernatant) และ
เก็บตะกอนเซลล์ น ามาเติมน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อ ปรับปริมาตรให๎เทํากับกรรมวิธีอ่ืนๆ น าไปตรวจนับจ านวนเซลล์ที่
ปั่นแยกออกมาได๎ และน าไปเก็บรักษาไว๎ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือรอน าไปทดลองเป็นกรรมวิธีที่ 4 (pellet) 
กํอนจะน าทุกสํวนที่เตรียมไว๎ไปใช๎ฉีดพํนที่ฟาร์มเพาะเห็ดฟางของเกษตรกรตํอไป 
 
 2. การเตรียมก้อนเชื้อของเห็ดฟาง 
     คัดเลือกสายพันธุ์ของเห็ดฟางที่ได๎รับมาจากกรมวิชาการเกษตร โดยการคัดเลือกสายพันธุ์ที่มีผลการถูก
ยับยั้งจากเชื้อแบคทีเรียน๎อย และเส๎นใยสามารถเจริญได๎เร็ว  
      การเตรียมก๎อนเชื้อเห็ดฟางให๎เกษตรกรที่อ าเภอภาชี จังหวัดพระนครศรีอยุธยา เตรียมก๎อนเชื้อเห็ดฟาง
ให๎ ซึ่งสํวนประกอบในการท าปุ๋ยหมักส าหรับท าก๎อนเชื้อเห็ดฟาง ประกอบด๎วยสํวนผสมตํางๆ ได๎แกํ ขี้ฝูาย 900 
กิโลกรัม เปลือกถั่วเขียว 900 กิโลกรัม ขี้ม๎า 100 กิโลกรัม และ ร าข๎าว 30 กิโลกรัม น ามาผสมให๎ความชื้นประมาณ 
60-65 % หลังจากนั้นน ามาบรรจุใสํถุงพลาสติก ให๎ได๎ถุงละ ½ กิโลกรัม น าไปนึ่งฆําเชื้อที่อุณภหภูมิ 100 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 3 ชั่วโมง ความดัน 3 psi ทิ้งไว๎ให๎เย็น กํอนจะน ามาถํายเส๎นใยของเชื้อเห็ดฟางที่เจริญบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ Potato dextrose agar (PDA) ลงไปและน าไปบํมจนเส๎นใยเจริญเต็มถุง ซึ่ง 1 ชั้นเพาะ มีพ้ืนที่ 4 ตาราง
เมตร จะใช๎ก๎อนเชื้อจ านวน 5 ถุงตํอชั้นเพาะ 
 3. การเตรียมวัสดุเพาะเห็ดฟางและโรงเรือนทดสอบ 
    3.1 การเตรียมวัสดุเพาะเห็ดฟาง เตรียมโดยเกษตรกรเจ๎าของฟาร์มเป็นผู๎จัดเตรียมให๎ ซึ่งสํวนผสมของ
วัสดุเพาะเห็ดฟางที่ใช๎ในการทดลอง ประกอบด๎วย ฟางข๎าว 15 กิโลกรัม และขี้ฝูาย 220 กิโลกรัมของน้ าหนักเปียก 
ตํอโรงเรือน สํวนอาหารเสริม ได๎แกํ ร าข๎าว ร๎อยละ 10, ยิปซัม ร๎อยละ 1 ปูนเปลือกหอย ร๎อยละ 1 แปูงข๎าวเหนียว 
ร๎อยละ 1 และยูเรีย ร๎อยละ 0.7 ซึ่งเกษตรกรจะน าวัสดุเพาะ คือ ขี้ฝูายแชํน้ าให๎เปียกทิ้งไว๎ในลานคอนกรีตที่ใช๎
ส าหรับการหมักวัสดุเพาะเป็นเวลา 1 คืน แล๎วปลํอยน้ าทิ้ง หลังจากนั้นน าอาหารเสริมมาผสมกับขี้ฝูาย แล๎วหมักทิ้ง
ไว๎เป็นเวลา 2 คืน น าฟางข๎าวที่รดด๎วยน้ าจนเปียกชุํมวางรองบนชั้นกํอนน าเอาข้ีฝูายที่หมักผสมกับอาหารเสริมขึ้นบน
ชั้นเพาะ และทิ้งไว๎ในชั้นเพาะที่อยูํในโรงเรือนตํออีกเป็นเวลา 1 คืน หลังจากนั้นเกษตรกรจะอบไอน้ า เพ่ือก าจัดเชื้อ
ปนเปื้อนในโรงเรือน ที่อุณหภูมิ 60-65 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 6 ชั่วโมง และปลํอยทิ้งไว๎ให๎เย็นลง กํอนน า
สารละลายเชื้อแบคทีเรียทดสอบที่เตรียมไว๎มาฉีดพํนลงบนวัสดุเพาะ  
 3.2 การเตรียมโรงเรือนทดสอบ ลักษณะของโรงเรือนทดสอบ มีลักษณะเป็นสี่เหลี่ยมผืนผ๎า ขนาด 5.8 x 
6.8 เมตร สูงประมาณ 3.5 เมตร ตัวโรงเรือนและหลังคามุงด๎วยหญ๎าทั้งหมด พ้ืนเป็นพ้ืนดิน ภายในบุด๎วยแผํน
พลาสติกทนความร๎อนทุกด๎าน รวมทั้งหลังคาของโรงเรือน เพ่ือชํวยควบคุมอุณหภูมิและความชื้นภายในโรงเรือน มี
ประตูทางเข๎า-ออก สองด๎าน ด๎านละ 2 ประตู ใน 1 โรงเรือน ประกอบด๎วยชั้นเพาะเห็ด จ านวน 3 แถว แถวละ 4 
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ชั้น ขนาดประมาณ 80 เซนติเมตร x 5 เมตร (แตํละชั้นมีพื้นท่ี 4 ตารางเมตร) ท าจากไม๎และปูด๎วยตาขํายเพ่ือรองรับ
วัสดุเพาะ ชั้นลํางสุดอยูํหํางจากพ้ืนดิน 30 เซนติเมตร แตํละชั้นมีความสูงหํางกันประมาณ 60 เซนติเมตร ตั้งหําง
จากฝาผนังโรงเรือนโดยรอบประมาณ 80 เซนติเมตร สํวนการอบไอน้ าโรงเรือนทดสอบ หลังจากน าวัสดุเพาะที่
เตรียมไว๎ตามข๎อ 3.1 น ามาขึ้นชั้นเพาะและหมักทิ้งไว๎ในโรงเรือนเป็นเวลา 1 คืนเรียบร๎อยแล๎ว เกษตรกรจะท าการ
อบไอน้ าเพ่ือก าจัดเชื้อจุลินทรีย์ภายในโรงเรือนและวัสดุเพาะ ที่อุณหภูมิ 60-65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง 
โดยแหลํงก าเนิดความร๎อน ใช๎ถังขนาด 200 ลิตร มีฝาเปิดด๎านข๎าง น ามาวางในแนวนอน หันด๎านที่เปิดฝาขึ้น 
ส าหรับเติมน้ า ตํอทํอเหล็กฝาเกลียวเข๎ากับฝาถัง แล๎วน าสายยางตํอจากทํอเหล็กยื่นเข๎าไปที่ โรงเรือน แหลํงพลังงาน
ความร๎อนใช๎ฟืนในการต๎มน้ าในถังให๎เดือด ไอน้ าจะออกจากทํอเหล็กและสายยางผํานเข๎าสูํโรงเรือน หลังจากครบ
เวลา 6 ชั่วโมง ปลํอยให๎อุณหภูมิเย็นลง แล๎วจึงน าสารละลายเชื้อแบคทีเรียทดสอบที่เตรียมไว๎มาท าการฉีดพํน 
จากนั้นเกษตรกรจะน าเชื้อเห็ดฟางที่เตรียมตามข๎อ 2. มาโรยเชื้อลงบนวัสดุเพาะ 
 
     4. การฉีดพ่นเชื้อแบคทีเรียทดสอบในโรงเรือนเพาะเห็ดฟางของเกษตรกร จังหวัดพระนครศรีอยุธยา 
    4.1) น าเอาเชื้อแบคทีเรียทีเ่ตรียมจากข๎อ 1. มาฉีดพํนลงบนวัสดุเพาะในโรงเรือนเพาะเห็ด  
    4.2) สุํมเลือกพ้ืนที่ของชั้นเพาะในแตํละโรงเรือนทดสอบ กํอนท าการฉีดพํนเชื้อแบคทีเรียทดสอบบนวัสดุ
เพาะบนชั้นเพาะกํอนใสํเชื้อเห็ดฟาง 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่2 แสดงลักษณะชั้นเพาะเห็ดฟางและวัสดุเพาะในโรงเรือนของเกษตรกร อ าเภอภาชี จังหวัด  
            พระนครศรีอยุธยา1) กํอนฉีดพํนเชื้อแบคทีเรีย และ 2) ขณะน าเชื้อแบคทีเรียฉีดพํนเพ่ือทดสอบ  
 
    4.3) ฉีดพํนบนวัสดุเพาะเห็ดฟาง โดยในแตํละ กรรมวิธีท าการฉีดพํนบนวัสดุเพาะบนชั้นเพาะที่ยังไมํได๎ใสํ
เชื้อเห็ดฟาง ซึ่งแตํละโรงเรือนมีจ านวน 3 แถว แตํละแถวมี 4 ชั้นเพาะ ซึ่ง 1 ชั้นมีพ้ืนที่ 4 ตารางเมตร โดยการฉีด
พํน ท าดังนี ้
  4.3.1) กรรมวิธีที่ 1 ใช๎น้ าเปลํา (control) ฉีดพํนบนวัสดุเพาะ ฉีดพํนแยกตํางหากอีก 1 โรงเรือน 
แตํอยูํในบริเวณเดียวกัน 
  4.3.2) กรรมวิธีที ่2 อาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient broth (control) ฉีดพํนชั้นบนสุดของทุกแถวเพาะ 

1 2 
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  4.3.3) กรรมวิธีที่ 3 น้ าเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่แยกเอาแตํสํวนใส (supernatant) ฉีดพํนชั้นที่สองถัด
จะแถวบนสุดของทุกแถวเพาะ 
  4.3.4) กรรมวิธีที่ 4 ตะกอนเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียหลังปั่นแยกอาหารเลี้ยงเชื้อออกไป (pellet) 
ฉีดพํนชั้นที่สามถัดจะแถวบนสุดของทุกแถวเพาะ 
  4.3.5) กรรมวิธีที ่5 เชื้อแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงในอาหาร nutrient broth (suspension) ฉีดพํนชั้น
ลํางสุดของทุกแถวเพาะ 
 แตํละกรรมวิธีฉีดพํน 3 ซ้ าตํอโรงเรือน ในปริมาตรเทําๆกัน คือ 1,000 มิลลิลิตรตํอพ้ืนที่ 4 ตารางเมตร หลัง
ฉีดพํนเสร็จจึงจะท าการใสํเชื้อเห็ดฟางในวันเดียวกัน  
 4.4) ตรวจสอบผลการทดลองโดยการชั่งน้ าหนักของดอกเห็ดฟางที่ได๎ และตรวจสอบการปนเปื้อนของ
เชื้อราแขํงขันบนวัสดุเพาะเห็ดฟาง เปรียบเทียบผลผลิตที่ได๎ในแตํละกรรมวิธี  
 
V. การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียให้เหมาะสมต่อสายพันธุ์ของเชื้อเห็ดฟางเพื่อการน าไปใช้งานได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ 
 คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียจากการทดสอบการยับยั้งในห๎องปฏิบัติการ โดยแบํงออกเป็น 2 กลุํม คือ ไอโซเลตที่
สามารถยับยั้งเชื้อราแขํงขันของเห็ด และเชื้อราสาเหตุโรคพืชได๎ผลดี แตํสามารถยับยั้งเชื้อเห็ดฟางได๎ คัดเลือกไปท า
การทดลอง จ านวน 6 ไอโซเลต ได๎แกํ BC02, BC03, BC05, MK07, BF02 และ BF04 สํวนอีกกลุํมมีจ านวน 3 ไอโซ
เลต ได๎แกํ MA02, MK02 และ MK05 เป็นกลุํมที่ยับยั้งเชื้อราแขํงขันของเห็ด เชื้อราสาเหตุโรคพืช และเชื้อเห็ดฟาง
ได๎น๎อย น าแบคทีเรียมาเตรียมในรูปแบบของ suspension น าไปทดสอบในโรงเรือนเพาะเห็ดฟางของเกษตรกร เพ่ือ
คัดเลือกหาเชื้อแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการสํงเสริมผลผลิตเห็ดฟางแตํละสายพันธุ์ได๎อยํางเหมาะสม ที่ฟาร์ม
เพาะเห็ดฟางของเกษตรกร อ าเภอภาชี จังหวัดพระนครศรีอยุธยา โดยแบํงการทดลองออกเป็น 4 ครั้ง โดยแสดงเชื้อ
แบคทีเรียทดสอบ สายพันธุ์เห็ดฟาง และชํวงเวลา ดังตารางที่ 4 
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ตารางท่ี 4 แสดงการทดลองแต่ละครั้งเพื่อคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียให้เหมาะสมกับสายพันธุ์ของเห็ดฟาง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
หมายเหตุ; เชื้อแบคทีเรียไอโซเลต 7A/2(1) เป็นเชื้อที่มีรายงานจากสุรางค์และคณะวํามีความสามารถในการยับยั้ง
เชื้อราสาเหตุโรคพืชได๎ดี แตํมีผลในการยับยั้งเชื้อเห็ดฟางได๎น๎อย (ผลงานไมํได๎ตีพิมพ์) ในการทดลองครั้งที่ 3 และ4 
จึงน ามารํวมทดลองด๎วย เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียไอโซเลตที่เราคัดแยกได๎และให๎ผลการยับยั้งเชื้อราอ่ืนดี สามารถ
ยับยั้งเชื้อเห็ดฟางได๎ดีเชํนกัน สํวนที่ไมํยับยั้งเชื้อเห็ดฟาง ก็จะไมํสามารถยับยั้งเชื้อราแขํงขั นของเห็ดและเชื้อรา
สาเหตุโรคพืชได๎ 
 
VI. การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียท่ีเหมาะสมต่อสายพันธุ์ของเชื้อเห็ดฟาง โดยวิธีการทดลองแบบ Randomized 
Complete Block Design; RCBD) 
 แบํงการทดลองออกเป็น 2 วิธี คือ 
 วิธีที่ 1 แบํงพ้ืนที่เพาะเห็ดในแตํละชั้นเพาะออกเป็น 4 สํวนเทําๆกัน วิธีนี้ท าการทดลองระหวํางเดือน
มีนาคม-เดือนมิถุนายน 2556 การทดลองนี้ได๎วางแผนการทดลองเป็นแบบ Randomized Complete Block 

เช้ือแบคทีเรีย สายพันธุเ์ห็ดฟาง เช้ือแบคทีเรีย สายพันธุเ์ห็ดฟาง
1 15 มิ.ย.55- BC05 อยุธยา BC02 Vvol-019

6 ก.ค. 55 MK02 BF04
MA02 MK05
Control (น้ าเปลํา) Control (น้ าเปลํา)

2 17 ก.ค.- BC05 Vvol-009 BC05 Vvol-037
4 ส.ค.55 BC03 BC03

BF02 BF02
Control (NB) Control (NB)

3 21 ส.ค.- MK07 Vvol-045 MK07 Vvol-071
4 ก.ย.55 7A/2(1) 7A/2(1)

Control (NB) Control (NB)
Control (น้ าเปลํา) Control (น้ าเปลํา)

4 18 ก.ย.- MK07 Vvol-024 MK07 Vvol-029
3 ต.ค.55 7A/2(1) 7A/2(1)

Control (NB) Control (NB)

Control (น้ าเปลํา) Control (น้ าเปลํา)

โรงเรือนท่ี 1 โรงเรือนท่ี 2
คร้ังท่ี ชํวงเวลา
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Design; RCBD มีการน าเอาวัสดุมาแบํงกั้นแตํละชั้นเพาะ ให๎การทดลองในแตํละกรรมวิธีอยูํในชั้นเพาะเดียวกัน
เพ่ือให๎สภาพแวดล๎อมของการทดลองในทุกกรรมวิธีใกล๎เคียงกันมากที่สุด ซึ่งท าให๎สามารถน าข๎อมูลผลการทดลองที่
ได๎มาวิเคราะห์ข๎อมูลทางสถิติและท าให๎ผลการทดลองมีโอกาสผิดพลาดจากการทดลองน๎อยลง สํวนขั้นตอนและ
วิธีการในการเตรียมเชื้อทดสอบยังทดสอบตามวิธีเดิมเหมือนเชํนการทดลองทั้ง  4 ครั้งที่ผํานมาแตํแตกตํางกันที่ มี
การแบํงพ้ืนที่ของชั้นเพาะในแตํละแถวเพ่ือให๎สามารถน าการทดลองแตํละวิธีการทดลอง  มาทดสอบอยูํในชั้น
เดียวกัน ซึ่งใน 1 โรงเรือน มีจ านวน 3 แถว แตํละแถวมีจ านวน 4 ชั้น และแตํละชั้น มีพ้ืนที่ 4 ตารางเมตร ซึ่งจะ
แบํงแตํละชั้นออกเป็น 4 สํวนเทําๆกัน (สํวนละ1 ตารางเมตร ฉีดพํนเชื้อแบคทีเรีย ปริมาตร 250 มิลลิลิตร) โดยใช๎
วัสดุกั้นแตํละสํวนไมํให๎อยูํชิดกัน เพ่ือปูองกันการปนเปื้อนระหวํางกันในแตํละวิธีการทดลอง และที่แตกตํางกันอีก
ประการคือ ในแตํละวิธีการทดลอง ท าการทดลอง จ านวน 4 ซ้ า แบํงการทดลองออกเป็น 4 ครั้ง ครั้งละ 2 โรงเรือน 
ดังตารางที่ 5ก 
 
ตารางที่ 5ก แสดงการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่เหมาะสมต่อสายพันธุ์ของเชื้อเห็ดฟาง โดยวิธีการทดลองเป็น
แบบ Randomized Complete Block Design; RCBD (แบ่งชั้นเพาะเป็น 4 ส่วน) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เช้ือแบคทีเรีย สายพันธุเ์ห็ด เช้ือแบคทีเรีย สายพันธุเ์ห็ด
1 6-24 มี.ค.56 BC02 อยุธยา BC05 อยุธยา

BC03 BF02

B. subtilis  B2a B. subtilis พลายแก๎วb

Control (ไมํฉีดพํน) Control (ไมํฉีดพํน)
2 10-22 เม.ย.56 BC02 Vvol-009 BC05 Vvol-009

BC03 BF02

B. subtilis  B2a B. subtilis พลายแก๎วb

Control (ไมํฉีดพํน) Control (ไมํฉีดพํน)
3 29 พ.ค. - ท าการทดลองเชํนเดียวกับคร้ังท่ี 1 ทุกประการท้ัง 2 โรงเรือน

19 มิ.ย.56
4 10-22 เม.ย.56 BC02 อยุธยา BC02 อยุธยา

BC05 BC05
B. subtilis  B2a B. subtilis  B2a

Control (ไมํฉีดพํน) Control (ไมํฉีดพํน)

โรงเรือนท่ี 1 โรงเรือนท่ี 2
คร้ังท่ี ชํวงเวลา
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ตารางท่ี 5ก (ตํอ) 
หมายเหตุ: a B. subtilis B2 ได๎มาจากงานวิจัยของ Payapanon และคณะ (2011) ซึ่งมีรายงานวําชํวย     
สํงเสริมผลผลิตเห็ดฟางได๎ผลดี 
              b B. subtilis พลายแก๎ว คือ เชื้อแบคทีเรียทางการค๎า ซึ่งใช๎ในการชํวยยับยั้งเชื้อราแขํงขัน       แ ล ะ
เชื้อรากํอโรคในเห็ด 
 
 วิธีที่ 2 แบํงพ้ืนที่เพาะเห็ดในแตํละชั้นเพาะออกเป็น 2 สํวนเทําๆกัน วิธีนี้ท าการทดลองระหวํางเดือน
พฤศจิการยน 2556-เดือนมีนาคม 2557 เนื่องจากพบปัญหาวํา ผลผลิตของการทดลองในชํวงแรกที่ผํานมาทั้ง 4 
ครั้ง ให๎ผลผลิตที่คํอนข๎างต่ าในทุกวิธีการทดลอง ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการที่เราท าการแบํงพ้ืนที่เพาะเห็ดจนมีพ้ืนที่
น๎อยเกินไป มีผลท าให๎การเจริญของเส๎นใยเห็ดเจริญได๎ไมํเต็มที่ การทดลองในชํวงนี้จึงได๎ปรับเปลี่ยนวิธีการทดลอง
ใหมํ โดยท าการแบํงพ้ืนที่แตํละชั้นเพาะ จากเดิมที่แบํงออกเป็น 4 สํวนเทําๆ กัน ลดพ้ืนที่การแบํงลงเหลือเพียง 2 
สํวนเทําๆ กัน (สํวนละ 2 ตารางเมตร ฉีดพํนเชื้อแบคทีเรีย ปริมาตร 500 มิลลิลิตร) โดยใช๎วัสดุกั้นแตํละสํวนแยก
ออกจากกันให๎กว๎างขึ้นกวําในวิธีที่1 เพ่ือปูองกันไมํให๎เกิดการปนเปื้อนระหวํางกันในแตํละวิธีทดลอง สํวนวิธีการ
เตรียมตัวอยํางเชื้อแบคทีเรียและเชื้อเห็ดฟางทดสอบเหมือนเดิมกับในชํวงแรกทุกประการ แบํงการทดลองออกเป็น 
3 ครั้ง ครั้งละ 2 โรงเรือน ดังตารางที่ 5ข 
 
ตารางที่ 5ข แสดงการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่เหมาะสมต่อสายพันธุ์ของเชื้อเห็ดฟาง โดยวิธีการทดลองเป็น
แบบ Randomized Complete Block Design; RCBD (แบ่งชั้นเพาะเป็น 2 ส่วน) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

เช้ือแบคทีเรีย สายพันธุเ์ห็ด เช้ือแบคทีเรีย สายพันธุเ์ห็ด
1a 13-26 พ.ย.56 BC02 อยุธยา BC02 อยุธยา

BC03 BC03
BC05 BC05
BF02 BF02
Control (ไมํฉีดพํน) Control (ไมํฉีดพํน)

2b 24 ธ.ค.56- BC02 อยุธยา BC02 อยุธยา
6 มกราคม 57 BC05 BC05

Control (ไมํฉีดพํน) Control (ไมํฉีดพํน)

3b 26 ก.พ. 57- BC05 อยุธยา BC05 อยุธยา
15 มีนาคม 57 B. subtilis  B2 B. subtilis  B2

Control (ไมํฉีดพํน) Control (ไมํฉีดพํน)

โรงเรือนท่ี 1 โรงเรือนท่ี 2
คร้ังท่ี ชํวงเวลา
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ตารางที ่5ข (ตํอ) 
หมายเหตุ: B. subtilis B2 ได๎มาจากงานวิจัยของ Payapanon และคณะ (2011) ซึ่งมีรายงานวําชํวย    สํงเสริม
ผลผลิตเห็ดฟางได๎ผลดี 
    a ท าการทดลองกรรมวิธีละ 4 ซ้ า 
    b ท าการทดลองกรรมวิธีละ 8 ซ้ า 

ผลการวิจัย 
 

1. การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากวัสดุเพาะเห็ดฟางและการทดสอบในห้องปฏิบัติการ 
 การแยกเชื้อแบคทีเรียจากวัสดุเพาะเห็ดฟางจากทั้ง 3 แหลํง สามารถแยกแบคทีเรียได๎ทั้งหมด 38 ไอโซเลต 
ดังนี้ 
 1.1) เชื้อที่แยกได๎จากโรงเรือนทดลองภาควิชาจุลชีววิทยา 10 ไอโซเลต ได๎แกํ เชื้อที่แยกจาก 
สภาพแวดล๎อมภายในโรงเรือน 3 ไอโซเลต เชื้อแยกจากวัสดุเพาะเห็ดฟาง 7 ไอโซเลต 
 1.2) เชื้อที่แยกได๎จากฟาร์มผลิตเชื้อเห็ดฟางบางบัว-บัวขาว 22 ไอโซเลต ได๎แกํ เชื้อที่แยกจาก
สภาพแวดล๎อมภายในโรงเรือน 12 ไอโซเลต เชื้อแยกจากวัสดุเพาะเห็ดฟาง 10 ไอโซเลต 

1.3) เชื้อที่แยกได๎จากแปลงสาธิตการเพาะเห็ดฟางกองเตี้ย 6 ไอโซเลต ได๎แกํเชื้อที่แยกจากสภาพแวดล๎อม
ภายในโรงเรือน 2 ไอโซเลต เชื้อแยกจากวัสดุเพาะเห็ดฟาง 4 ไอโซเลต  

2. การตรวจสอบความสามารถของแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของราแข่งขันของเห็ดฟาง และราสาเหตุ
โรคพืชจ านวน 23 สายพันธุ์ และเชื้อเห็ดฟาง 13 สายพันธุ์ ด้วยวิธี dual culture   
  

 จากเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได๎ 38 ไอโซเลต สามารถคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่สร๎างเอนโดสปอร์ได๎ 25 ไอโซ
เลต น ามาตรวจสอบความสามารถของเชื้อแบคทีเรียในการยับยั้งเชื้อราแขํงขันของเห็ดฟางและเชื้อราสาเหตุโรคพืช
ในห๎องปฏิบัติการ ด๎วยวิธี Dual culture บนอาหาร potato dextrose agar (PDA) เมื่อน ามาค านวณเปอร์เซ็นต์
การถูกยับยั้ง พบเชื้อแบคทีเรียไอโซเลตที่มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งดีจ านวน 8 ไอโซเลต ได๎แกํ BC01, BC02, BC03, 
BC05, BC06, BF02, BF04 และ MK07 ไอโซเลตที่สามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชได๎ดีที่สุดและสามารถยับยั้ง
เชื้อราทดสอบได๎ทุกสายพันธุ์ คือ BC05 รองลงมาคือ BC02 แตํเมื่อน าไปทดสอบการยับยั้งเส๎นใยของเชื้อเห็ดฟาง 
พบวําเชื้อแบคทีเรียสามารถยับยั้งเชื้อเห็ดฟางได๎เชํนเดียวกัน    
 คณะผู๎วิจัยได๎น าเชื้อ B. subtilis B2 จากงานวิจัยของ Payapanon และคณะ (2011) มาทดสอบการยับยั้ง
เชื้อเห็ดฟางทั้ง 13 สายพันธุ์ (แตํไมํได๎ทดสอบกับเชื้อราแขํงขันของเห็ดและเชื้อราสาเหตุโรคพืช) พบวําสามารถ
ยับยั้งเชื้อเห็ดฟางได๎เชํนเดียวกัน (ดังแสดงผลในตารางที่ 7) และจากงานวิจัยของ Payapanon และคณะ (2011) ก็
มีรายงานวํา เชื้อแบคทีเรีย B. subtilis B2 ยับยั้งเส๎นใยของเชื้อเห็ดฟางได๎ ส าหรับลักษณะการถูกยับยั้งของเส๎นใย
ด๎วยเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได๎และเปอร์เซ็นต์การถูกยับยั้ง แสดงไว๎ ในภาพที่ 3-6 และตารางที่ 6-7 
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ภาพที ่3 การถูกยับยั้งเส๎นใยของเชื้อเห็ด Coprinus sp. cin-037 โดยเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต  
            BC02 (ซ๎าย) เปรียบเทียบกับ control ที่ไมํมีการขีดเชื้อแบคทีเรีย (ขวา) อายุทดสอบ 10 วัน  
 

 
 
 
 
 
 

ภาพที ่4 การถูกยับยั้งเส๎นใยของเชื้อรา Gliocladium sp. T2 โดยเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต  
            BC05 (ซ๎าย) เปรียบเทียบกับ control ที่ไมํมีการขีดเชื้อแบคทีเรีย (ขวา) อายุทดสอบ 4 วัน 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่5 การยับยั้งของเชื้อเห็ดฟางสายพันธุ์อยุธยาของแบคทีเรียไอโซเลต BC05 (ซ๎าย) เปรียบเทียบกับ 
            control ที่ไมํมีการขีดเชื้อแบคทีเรีย (ขวา) อายุทดสอบ 6 วัน  
 
 

 
 
 
 
 
ภาพที ่6 การยับยั้งของเชื้อเห็ดฟางสายพันธุ์อยุธยาและ B. subtilis B2 (ซ๎าย) เปรียบเทียบกับ control 
          ที่ไมํมีการขีดเชื้อแบคทีเรีย (ขวา) อายุทดสอบ 4 วัน 
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ตารางท่ี 6 แสดงผลการยับย้ังเชื้อราในห้องปฏิบัติการของเชื้อแบคทีเรียทดสอบ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
หมายเหตุ; - หมายถึง ไมํมีการทดสอบ เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียทดสอบตาย 
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1 Alternaria brassicola 13 57 70 72 74 63 0 0 65 0 66 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 68 0 0 0
2 Aspergillus niger 10 0 45 0 55 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 Bolbitius fissus 4 64 61 63 63 62 0 0 62 0 60 - 0 0 0 0 0 0 0 - 0 - 0 0 0 0
4 Coprinus sp. 4 51 52 53 58 50 1 0 48 0 47 3 1 1 1 1 1 1 1 33 0 0 24 0 0 0
5 Coprinus sp. cin-003 8 51 58 54 59 55 39 38 35 0 54 - 38 0 29 0 36 20 42 - 0 - 51 0 41 38
6 Coprinus sp. cin-004 9 50 50 35 39 52 51 46 55 0 51 - 48 51 40 23 0 52 40 - 0 - 0 0 34 46
7 Coprinus sp. cin-006 8 43 47 50 50 50 44 32 43 0 37 - 35 0 34 33 30 42 37 - 0 - 48 4 33 34
8 Coprinus sp. cin-009 8 55 53 56 55 56 47 38 57 43 57 - 39 43 41 36 35 46 18 - 0 - 56 0 47 43
9 Coprinus sp. cin-011 9 50 59 55 59 56 33 0 48 0 43 - 0 0 0 0 0 0 14 - 0 - 50 13 0 0
10 Coprinus sp. cin-016 8 54 57 53 53 49 44 33 54 0 43 - 34 0 25 0 33 37 23 - 0 - 51 36 32 37
11 Coprinus sp. cin-026 8 73 76 65 70 59 59 70 74 0 61 - 50 64 63 41 31 37 40 - 0 - 27 37 48 39
12 Coprinus sp. cin-031 12 63 68 72 72 66 39 37 69 0 79 - 38 0 26 0 60 0 59 - 60 - 66 62 43 25

13 Coprinus sp. cin-037 10 67 66 67 65 70 19 19 66 0 59 - 21 0 0 0 24 0 41 - 0 - 67 38 14 25

14 Coprinus sp. cin-057 8 38 44 33 49 33 22 0 29 0 29 - 21 0 0 0 0 23 22 - 0 31 0 0 31 0

15
Curvularia lunata  TISTR 
3282 6 24 63 63 62 59 0 24 61 0 27 0 26 0 24 24 34 24 27 26 24 39 62 24 24 24

16 Gliocladium sp. T2 4 30 51 41 56 44 0 0 43 0 28 - 0 0 0 0 0 0 0 - 0 - 43 0 0 0

17 Monilia sp. 1 0 0 0 45 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

18 Fusarium sp. 7 42 45 47 55 46 0 0 49 0 31 0 0 46 0 0 0 30 29 40 22 0 49 0 16 44

19  Fusarium oxysporum 8 33 33 33 44 41 29 29 44 0 33 0 29 0 29 0 0 29 29 33 29 29 33 0 29 29

20  Rhizoctonia solani 2 37 40 44 46 37 13 21 37 16 39 13 13 20 18 12 35 25 35 33 10 31 38 21 14 22

21 Pythium  sp. 2 0 0 39 34 0 0 0 41 0 43 0 0 0 0 0 0 0 0 41 0 0 42 0 0 0

22 Sclerotium rolfsii 3 49 53 50 53 51 0 0 54 0 50 0 0 49 0 0 0 0 0 35 0 0 51 0 0 0

23 Trichoderma harzianum 3 33 41 31 45 35 4 8 34 8 34 7 5 21 9 11 18 13 19 26 5 21 34 12 4 9
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ตารางท่ี 7 แสดงผลการยับย้ังเชื้อเห็ดฟางในห้องปฏิบัติการของเชื้อแบคทีเรียทดสอบและเชื้อ  
             B. subtilis B2 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
หมายเหตุ: - หมายถงึ ไมํมีการทดสอบ เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียทดสอบตาย 
 

3. การจัดจ าแนกเชื้อแบคทีเรีย 
 
 3.1) การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้  
 เมื่อน ามาทดสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยการย๎อมสีแบบแกรม (Gram’s stain) พบเซลล์ที่ติดสีแกรม
บวก (Gram positive) มีลักษณะรูปรํางเป็นทํอน (rod shape) การจัดเรียงตัวเป็นแบบเดี่ยวๆ (singly) และเส๎น
สาย (streptobacilli) สามารถสร๎างเอนโดสปอร์ได๎ จ านวน 25 ไอโซเลต (ดังแสดงในตารางที่ 8)  
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1 Vvol-002 11 66 59 74 64 70 0 44 64 0 58 - 0 0 0 0 44 40 49 - 0 - 69 61 0 0 59

2 Vvol-006 5 48 60 52 62 61 19 0 58 0 48 - 23 0 0 0 16 24 32 - 0 - 58 0 0 22 57

3 Vvol-007 6 59 62 70 62 50 43 43 76 0 69 - 42 0 0 35 40 0 56 - 0 - 60 0 0 0 59

4 Vvol-009 5 50 55 56 62 53 0 0 54 0 43 - 0 0 0 0 0 0 32 - 0 - 54 0 0 0 50

5 Vvol-010 9 62 57 61 65 53 0 0 66 0 52 - 0 0 0 0 0 0 53 - 54 - 77 0 0 0 58

6 Vvol-019 6 44 59 60 58 63 0 0 59 0 29 - 0 0 0 0 25 15 40 - 0 - 64 0 0 0 57

7 Vvol-024 6 41 52 52 61 47 0 0 45 0 0 - 0 0 0 0 0 0 0 - 0 - 45 0 0 0 51

8 Vvol-029 6 46 62 61 63 63 0 0 60 0 46 - 0 0 0 0 32 40 43 - 0 - 61 0 0 0 61

9 Vvol-037 5 33 53 49 60 46 0 0 46 0 35 - 0 0 0 0 0 0 27 - 0 - 52 0 0 0 54

10 Vvol-045 6 41 53 49 60 51 0 0 47 0 0 - 0 0 0 0 0 0 36 - 0 - 47 0 0 0 50

11 Vvol-058 14 61 64 61 67 62 0 0 62 0 49 - 0 0 0 0 0 0 53 - 57 - 69 0 0 0 61

12 Vvol-071 6 41 51 51 58 50 0 0 54 0 27 - 0 0 0 0 0 37 28 - 0 - 53 0 0 0 53

13
สายพันธุ์
อยุธยา 4 51 58 57 58 52 0 0 58 0 44 - 0 0 0 0 13 0 36 - 0 - 54 5 0 0 56
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ตารางท่ี 8 ตารางแสดงเชื้อแบคทีเรียที่สร๎างเอนโดสปอร์ จ านวน 25 ไอโซเลต ที่คัดแยกได๎ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หมายเหตุ: BC คือ เชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกจากวัสดุเพาะเห็ดฟาง ฟาร์มเพาะเห็ดฟางบางบัว-บัวขาว 
   BF คือ เชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกจากสภาพแวดล๎อมของกองปุ๋ยหมักและการเพาะเห็ดฟาง กองเตี้ย 
   MA คือ เชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกจากสภาพแวดล๎อม ในโรงเรือนทดลองภาควิชาจลุชีววิทยา 
   MK คือ เชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกจากวัสดุเพาะเหด็ฟางในตะกร๎าในโรงเรือนทดลองภาควิชาจลุชีววิทยา 
   MT คือ เชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกจากสภาพแวดล๎อม แปลงสาธิตการเพาะเห็ดฟางกองเตื้ย 
   MTC คือ เชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกจากวัสดุเพาะเหด็ฟางกองเตื้ย แปลงสาธิตการเพาะเห็ดฟางกองเตืย้ 

ล าดบั ไอโซเลต แหล่งทีม่า

1 BC01 วัสดุเพาะเห็ดฟาง ฟาร์มบางบัว-บัวขาวจุดที่1
2 BC02 วัสดุเพาะเห็ดฟาง ฟาร์มบางบัว-บัวขาวจุดที่1
3 BC03 วัสดุเพาะเห็ดฟาง ฟาร์มบางบัว-บัวขาวจุดที่2
4 BC04 วัสดุเพาะเห็ดฟาง ฟาร์มบางบัว-บัวขาวจุดที่2
5 BC05 วัสดุเพาะเห็ดฟาง ฟาร์มบางบัว-บัวขาวจุดที่2
6 BC06 วัสดุเพาะเห็ดฟาง ฟาร์มบางบัว-บัวขาวจุดที่3
7 BC07 วัสดุเพาะเห็ดฟาง ฟาร์มบางบัว-บัวขาวจุดที่3
8 BF01 วาง NA plate บนกองปุย๋หมักวัสดุเพาะหัวเชื้อเห็ดฟางอายุ 3 วัน ฟาร์มบางบัว-บัวขาว
9 BF02 วาง NA plate บนกองปุย๋หมักวัสดุเพาะหัวเชื้อเห็ดฟางอายุ 3 วัน ฟาร์มบางบัว-บัวขาว
10 BF03 วาง NA plate บนกองปุย๋หมักวัสดุเพาะหัวเชื้อเห็ดฟางอายุ 5 วัน ฟาร์มบางบัว-บัวขาว
11 BF05 วาง NA plate บนกองปุย๋หมักวัสดุเพาะหัวเชื้อเห็ดฟางอายุ 20 วัน ฟาร์มบางบัว-บัวขาว
12 BF06 วาง NA plate บนแปลงทดลองเพาะเห็ดฟางกองเต้ียฟาร์มบางบัว-บัวขาว จุดที่1
13 BF07 วาง NA plate บนแปลงทดลองเพาะเห็ดฟางกองเต้ียฟาร์มบางบัว-บัวขาว จุดที่1
14 BF10 กองปุย๋หมักร๎อนกํอนท าวัสดุเพาะหัวเชื้อเห็ดฟางอายุ 30 วัน ฟาร์มบางบัว-บัวขาว
15 MA01 วาง NA plate บนตะกร๎าเพาะเห็ดฟางภายในบริเวณโรงเรือนทดลองจุดที ่1
16 MA02 วาง NA plate บนตะกร๎าเพาะเห็ดฟางภายในบริเวณโรงเรือนทดลองจุดที่2
17 MK01 วัสดุเพาะเห็ดฟาง โรงเรือนทดลองตะกร๎าที1่
18 MK02 วัสดุเพาะเห็ดฟาง โรงเรือนทดลองตะกร๎าที2่ จุดที่1
19 MK03 วัสดุเพาะเห็ดฟาง โรงเรือนทดลองตะกร๎าที2่ จุดที่2
20 MK05 วัสดุเพาะเห็ดฟาง โรงเรือนทดลองตะกร๎าที3่
21 MK06 วัสดุเพาะเห็ดฟาง โรงเรือนทดลองตะกร๎าที4่
22 MK07 วัสดุเพาะเห็ดฟาง โรงเรือนทดลองตะกร๎าที5่
23 MT01 วาง NA plate บนแปลงสาธิตการเพาะเห็ดฟางกองเต้ีย
24 MTC04 วัสดุเพาะเห็ดฟาง แปลงสาธิตการเพาะเห็ดฟางกองเต้ีย
25 MTC05 วัสดุเพาะเห็ดฟาง แปลงสาธิตการเพาะเห็ดฟางกองเต้ีย
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3.2 ผลการจ าแนกชนิดแบคทีเรียโดยวิธีดั้งเดิม (Conventional method) ให๎ผลดังตารางที่ 9 
  

 ตารางที่ 9 แสดงผลการจัดจ าแนกชนิดแบคทีเรียโดยวิธีดั้งเดิม (Conventional method) 
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Bacillus group IB IB IB IB IB IB IB IB IA IA IA
Aerobe + + + + + + + + - - -
Facul. Anaerobe - - - - - - - - + + +
Oxidase - - - - - - - - - - -
Catalase + + + + + + + + + + +
VP test + + + + + + + + + - +
pH in 7days VP 5.8 6 6 6.1 6.1 6 5.9 6 4.8 5.2 4.9
Nitrate reduction + + + + + + + + + + +
Growth in
NB pH 5.7 + + + + + + + + + + +
NB+NaCl 5% + + + + + + + + + + +
NB+NaCl7% + + + + + + + + + + +
NB+NaCl 10% + - + - + + + + - - -
Acid from
D-glucose + + + + + + + + + + +
L-arabinose + + + - + + + + - - -
D-xylose + + + + - + + + - - -
D-mannitol + + + + + + + + - - -
Lactose - - - - - - - - - - -
Utilzation of
Citrate + + + + + + + + + + +
Propionate - - - - - - - - + + +
Enzyme production
Amylase + + + + + + + + + + +
Caseinase + + + + + + + + + + +
Gelatinase + + + + + + + + + + +
Urease + + + + + + + + - - -
Esculinase + + + + + + + + + + +
Phenylalanine deaminase - - - - - - - - - - -
Lecithenase - - - - - - - - + + +
Lipase (Tween 80 agar) + + + + + + + + + + +
   (Tween 40 agar) + + + + + + + + + + +
   (Tween 20 agar) + + + + + + + + + + +

แบคทีเรียทดสอบ
การทดสอบ
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แบคทีเรียทั้งหมดที่น ามาจ าแนกชนิดสามารถจัดเข๎าในสกุล Bacillus ตามเกณฑ์เดิมของ Claus and 
Berkley (1986) และ Gordon (1989) เนื่องจาก มีรูปรํางทํอน สร๎างสปอร์ เป็น aerobe หรือ facultative  
anaerobe และจากคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาพบวําแบคทีเรียในกลุํมนี้มีความแตกตํางในเรื่ องของขนาดความ
กว๎างของเซลล์ จึงสามารถจัดได๎เป็น 2 กลุํมคือกลุํม IA ได๎แกํ ไอโซเลต MA02, MK02 และ MK05 แบคทีเรียกลุํมนี้
มีขนาดความกว๎างของเชลล์ มากกวํา 1 µm และมีแกรนูลในเซลล์ มีสปอร์เป็นรูปวงรีหรือทรงกระบอก ที่ไมํท าให๎
เซลล์โปุงออก กลุํม IB ได๎แกํ ไอโซเลต BC01, BC02, BC03, BC05, BC06, BF02, BF04 และ MK07  แบคทีเรีย
กลุํมนี้ขนาดความกว๎างของเซลล์น๎อยกวํา 1  µm มีสปอร์เป็นรูปวงรีหรือทรงกระบอก ที่ไมํท าให๎เซลล์โปุงออก 
 เมื่อน าผลทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของแบคทีเรียในกลุํม IA จ านวน 3 ไอโซเลต ดังกลําว 
(ผลได๎แสดงไว๎ในตารางที่ 9) ไปเปรียบเทียบกับข๎อมูลของ Claus and Berkley (1986) และ Logan and De Vos 
(2009) พบวําใกล๎เคียงกับ Bacillus thuringiensis มากที่สุด เนื่องจากอยูํในกลุํม IA ที่เป็น facultative 
anaerobe, สร๎าง crystal protein ใน cytoplasm ให๎ผลบวกกับการทดสอบ VP, nitrate reduction เจริญได๎ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient broth pH 5.7 nutrient broth (NB) ที่ผสมเกลือ NaCl 5% และ 7% แตํไมํเจริญใน NB 
ที่ผสมเกลือ NaCl 10% สามารถสร๎างเอนไชม์ catalase, amylase, caseinase, gelatinase, lipase (จาก 
Tween 20, Tween 40 และTween 80) lecithenase esculinase ไมํสร๎างเอนไซม์ phynylalanine 
deaminase, urease สามารถสร๎างกรดจาก D-glucose แตํไมํสร๎างกรดจาก L-arabinose, D-xylose, D-
mannitol และ lactose สามารถใช๎ citrate และ propionate เป็นแหลํงคาร์บอนได๎ ยกเว๎น MA02 ที่ให๎ผลตําง
ออกไปคือให๎ผลลบกับ VP test รวมทั้งการใช๎ propionate เป็นแหลํงคาร์บอนได๎ ซึ่งโดยปกติแล๎ว Bacillus 
thuringiensis ควรให๎ผล VP เป็นบวก และไมํสามารถใช๎ propionate เป็นแหลํงคาร์บอน 
 เมื่อน าผลทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของแบคทีเรียในกลุํม IB 8 ไอโซเลต เปรียบเทียบกับ
ข๎อมูลจาก Claus and Berkley (1986) พบวําแบคทีเรียเหลํานี้มีคุณสมบัติใกล๎เคียงกับ B. subtilis มากที่สุด 
เนื่องจากเป็น Bacillus ในกลุํม IB ที่ให๎ผลบวกกับเกือบทุกคุณสมบัติที่ท าการทดสอบดังข๎อมูลที่แสดงไว๎ในตารางที่  
9 การทดสอบที่ให๎ผลลบคือ การสร๎างเอนไซม์ oxidase, phenylalanine deaminase utilization of citrate การ
ทดสอบที่ให๎ผลแตกตํางกันในกลุํมคือมีทั้งบวกและลบได๎แกํ การเจริญในอาหาร NB ที่มีเกลือ NaCl 10% การสร๎าง
เอนไซม์ lipase และการสร๎างเอนไซม์ urease ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับข๎อมูลเกี่ยวกับ B. subtilis ที่ได๎เคยมีรายงาน
ไว๎ใน Logan and De Vos (2009) วําเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ให๎ผลการทดสอบ urease เป็นลบ ท าให๎การระบุ
ชนิดยังไมํชัดเจนพอ นอกเหนือไปกวํานี้ได๎มีแบคทีเรียชนิดใหมํที่แตกออกมาจาก B. subtilis และใกล๎ชิดกับ B. 
subtilis หลายสปีชีส์ เชํน B. amyloliquefaciens, B. mojavensis, B. atrophaeus, B. vallismortis เป็นต๎น 
ดังนั้นจึงควรท าการทดสอบทางชีวเคมีเพ่ิมเติมหรือท าการทดสอบโดยวิธี อ่ืน เชํน น าไปทดสอบด๎วยวิธีการทาง
โมเลกลุเพ่ือให๎สามารถจ าแนกชนิดของแบคทีเรียได๎ชัดเจนยิ่งขึ้น  
 
 3.3 การจัดจ าแนกเชื้อแบคทีเรียด้วยชุดทดสอบ GEN III Microplate 
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               ทดสอบกับเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต BC02, BC05 และ BF02 พบวําแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลต ดังกลําวมี
คําความเหมือนที่ใกล๎กับ B. subtilis มากที่สุดดังข๎อมูลในตารางที ่10 
 
ตารางท่ี 10 แสดงผลการจัดจ าแนกเชื้อแบคทีเรียด้วยชุดทดสอบ GEN III Microplate 
 

ล าดับที่ ชื่อไอโซเลต คําความเหมือน ชื่อเชื้อ 
1 BC02 0.592 Bacillus subtilis 
2 BC05 0.793 Bacillus subtilis 
3 BF02 0.838 Bacillus subtilis 

 
หมายเหตุ: คําความเหมือน หมายถึงคําที่แสดงถึงความเหมือนกับเชื้อแแบคทีเรียอ๎างอิง ซึ่งคําที่วั ดได๎ควรเข๎าใกล๎ 
1.0 มากที่สุด 
 
4. การหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการน าเชื้อแบคทีเรียไปใช้ในการส่งเสริมผลผลิตของเห็ดฟางในฟาร์มเพาะเห็ด
ฟางของเกษตรกร 
 4.1 การทดสอบเบื้องต้นโดยใช้เชื้อ B. subtilis B2 
       การตรวจนับจ านวนเชื้อแบคทีเรียตั้งต๎นในแตํละวิธีที่ใช๎ในการทดลอง โดยวิธีการ spread plate บน
อาหาร nutrient agar บํมไว๎เป็นเวลา 1 วัน น ามาตรวจนับจ านวนให๎ผลดังแสดงในตารางที่ 11 
 
ตารางท่ี 11 แสดงจ านวนเชื้อแบคทีเรียตั้งต้นในแต่ละวิธีที่ใช้ในการทดลอง โดยวิธีการ spread plate บน
อาหาร nutrient agar 
 
 
 
 
 
 
 
หมายเหตุ: -กรรมวิธีที ่3 คือ น้ าเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่แยกเอาแตํสํวนใส (supernatant) 
    -กรรมวิธีที่ 4 คือ ตะกอนเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียหลังปั่นแยกอาหารเลี้ยงเชื้อออกไป (pellet)  
    -กรรมวิธีที ่5 คือ เชื้อแบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient broth (suspension) 

ล าดับท่ี กรรมวิธีทดลอง จ านวนเช้ือแบคทีเรีย (cfu/ml)
1 เช้ือต้ังต๎น (1 loop ใน NB 100 ml) 5.35 x 107

2
Suspension (10 ml ใน NB 200ml) 
(กรรมวิธีท่ี 5) 3.65 x 107

3 Supernatant (กรรมวิธีท่ี 3) 5.4 x 104

4 Pellet (กรรมวิธีท่ี 4) 8.3 x 107
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 4.2 การฉีดพ่นเชื้อแบคทีเรียทดสอบในฟาร์มเพาะเห็ดฟางของเกษตรกร 
       จากการศึกษาวิธีตํางๆในการน าเชื้อแบคทีเรียทดสอบไปฉีดพํนในฟาร์มเพาะเห็ดฟางของเกษตรกร ที่
อ าเภอภาชี จังหวัดพระนครศรีอยุธยา พบวําการฉีดพํนด๎วยน้ าเปลําซึ่งเป็นกรรมวิธีควบคุม (control) ผลผลิตของ
เห็ดฟางจะน๎อยกวําการฉีดพํนด๎วยเชื้อแบคทีเรีย และเมื่อน าแตํละวิธีในการทดสอบมาเปรียบเทียบกัน พบวําการ
น าเอาเชื้อแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงในอาหาร nutrient broth (suspension) มาฉีดพํนบนวัสดุเพาะเห็ดฟางนั้น 
สามารถให๎ผลผลิตของเห็ดฟางได๎มากที่สุด ดังแสดงในตารางที ่12 
ตารางที่ 12 แสดงผลผลิตเห็ดฟางสายพันธุ์อยุธยาเม่ือฉีดพ่น   เชื้อแบคทีเรีย B. subtilis B2 เพื่อหาสภาวะที่
เหมาะสมในการน าแบคทีเรียไปใช้ช่วยส่งเสริมผลผลิตของเห็ดฟาง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 หมายเหตุ: a,b,c คือ คําการจัดกลุํมจากการวิเคราะห์ข๎อมูลทางสถิติ ตามวิธีของ Duncan หมายถึง  
          สามารถจัดกลุํมได๎เป็น 3 กลุํม คือ a, b และ c เนื่องจากมีความแตกตํางกัน                          
อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
 

ลักษณะของดอกเห็ดฟางสายพันธุ์อยุธยาจากการทดลองในแตํละกรรมวิธี ดังแสดงในภาพที่ 7-9 
 
 
                            
 
 
 
  
 
ภาพที ่7 (ชั้นบน) ลักษณะดอกเห็ดฟางจากการทดลองกรรมวิธีที่ 2 (NB (control)) และ (ชั้นลําง)  
            ลักษณะดอกเห็ดฟางจากการทดลองกรรมวิธีที่ 3 (supernatant)  

โรงเรือนที ่1 โรงเรือนที ่2
Water (Control)
Nutrient broth 
(NB) (control) 2.40a 3.26b

Supernatant 3.52b 3.95bc

Pellet 3.50b 4.57c

Suspension 3.64b 4.63c

เวลาเก็บผลผลิต

12 วัน

กรรมวิธีทดลอง น้ าหนักของเห็ดฟาง (กก./ตร.ม.)

อยุธยา

สายพันธุ์เห็ดฟาง

2.36a (ผลจาก 1 โรงเรือน)
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ภาพที ่8 (ชั้นบน) ลักษณะดอกเห็ดฟางจากการทดลองกรรมวิธีที่ 4 (pellet) และ (ชั้นลําง) ลักษณะ 
            ดอกเห็ดฟางจากการทดลองกรรมวิธีที่ 5 (suspension)  
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่9 ลักษณะดอกเห็ดฟางบนชั้นเพาะที่ฉีดพํนด๎วยน้ าเปลําเป็นกรรมวิธีควบคุม (control) 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่10 แสดงลักษณะของเชื้อราแขํงขันที่พบบริเวณชั้นเพาะเห็ดฟางในโรงเรือนทดสอบ 
           1) ลักษณะของ Bolbitius fissus (เห็ดถั่วงอกหัวโต) เชื้อราแขํงขันของเห็ดฟาง   
    ในโรงเรือนทดลอง 
       2) ลักษณะของ Coprinus sp. (เห็ดน้ าหมึก) เชื้อราแขํงขันของเห็ดฟางใน                 
โรงเรือนทดลอง 
 

1 2 
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5. การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่เหมาะสมต่อสายพันธุ์ของเชื้อเห็ดฟางเพื่อการน าไปใช้งานได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
 
 5.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรียทดสอบ 
     การตรวจนับจ านวนเชื้อแบคทีเรียตั้งต๎นในแตํละวิธีที่ใช๎ในการทดลอง โดยวิธีการ spread plate บน
อาหาร nutrient agar บํมไว๎เป็นเวลา 1 วัน น ามาตรวจนับจ านวน ผลดังแสดงในตารางที1่3 
 
ตารางท่ี 13 แสดงการตรวจนับจ านวนของเชื้อแบคทีเรียทดสอบตั้งต้นที่ใช้ในการทดลอง  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.2 การเก็บผลผลิตของดอกเห็ดฟางและการวิเคราะห์ข้อมูล 
 การทดลองที่ได๎ พบวํา การใช๎น้ าเปลํา อาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient broth และเชื้อแบคทีเรียในการฉีดพํนบน
วัสดุเพาะของเห็ดฟาง ให๎ผลผลิตที่ไมํแตกตํางกัน ดังแสดงผลในตารางที่ 14 
 

คร้ังท่ี เช้ือแบคทีเรีย
เช้ือแบคทีเรีย (10 ml ในอาหาร

 NB 200 ml (cfu/ml))

เช้ือแบคทีเรีย ต้ังต๎น (1 loop ใน

อาหาร NB 100 ml (cfu/ml))

1 BC05 6.60 x 107 5.55 x 107

BC02 6.65 x 107 5.20 x 107

BF04 4.45 x 107 4.35 x 107

MA02 1.30 x 108 1.31 x 108

MK02 1.52 x 108 1.52 x 108

MK05 9.95 x 107 1.74 x 108

2 BC05 5.65 x 107 5.30 x 107

BC03 7.50 x 107 7.10 x 107

BF02 8.30 x 107 7.60 x 107

3 MK07 4.40 X 107 4.50 X 107

7A/2(1) 4.90 X 107 4.75 X 107

4 MK07 6.85 X 107 5.90 X 107

7A/2(1) 4.65 X 107 5.10 X 107
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ตารางที่ 14 ผลผลิตของเห็ดฟางในการน าเชื้อแบคทีเรียไปทดสอบการส่งเสริมผลผลิตของเห็ดฟางแต่ละสาย
พันธุ์ (แต่ละกรรมวิธีที่ท าการทดลอง 3 ซ้ า) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
หมายเหตุ: a คือ คําการจัดกลุํม จากการวิเคราะห์ทางสถิติ สามารถจัดกลุํมได๎กลุํมเดียว หมายถึง  
              ไมํมีความแตกตํางกันอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p > 0.05) 
 
 

แบคทีเรีย สายพันธุ์เห็ด
ผลผลิตเห็ด 
(กก./ตร.ม.)

แบคทีเรีย สายพันธุ์เห็ด
ผลผลิตเห็ด 
(กก./ตร.ม.)

1 BC05 อยุธยา 4.12a BC02 Vvol-019 3.47a 13 วัน

MK02 3.73a BF04 3.53a 

MA02 3.67a MK05 3.15a 

น้ าเปลํา
(control) 3.85a

น้ าเปลํา 
(control) 3.26a 

2 BC05 Vvol-009 4.66a BC05 Vvol-037 4.64a 4 วัน
BC03 4.43a BC03 4.10a  

BF02 4.64a BF02 4.22a 

NB 
(control) 4.52a 

NB 
(control) 3.87a 

3 MK07 Vvol-045 3.37a MK07 Vvol-071 3.37a 8 วัน

7A/2(1) 3.42a 7A/2(1) 3.47a

NB 
(control) 3.64a 

NB 
(control) 3.49a 

น้ าเปลํา 
(control) 3.42a 

น้ าเปลํา 
(control) 3.38a

4 MK07 Vvol-024 3.71a MK07 Vvol-029 3.17a 7 วัน

7A/2(1) 3.73a 7A/2(1) 3.14a

NB 
(control) 3.60a

NB 
(control) 3.29a

3.68a 3.31a

ครั้งที่
โรงเรือนที ่2 เวลาเก็บ

ผลผลิต

น้ าเปลํา 
(control)

น้ าเปลํา 
(control)

โรงเรือนที ่1
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 เนื่องจากวํา เมื่อน าข๎อมูลที่ได๎จากการเก็บผลผลิตของดอกเห็ดฟางที่ได๎ในการทดลองแตํละวิธี จากการ
ทดลองทั้ง 4 ครั้ง น ามาวิเคราะห์ผลทางสถิติด๎วยโปรแกรม SPSS version 11.5 พบวําผลผลิตที่ได๎ในแตํละครั้งและ
แตํละวิธีการทดลอง ไมํมีความแตกตํางกันอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p > 0.05) จึงท าให๎การทดลองทั้ง 4 ครั้ง ยังไมํ
สามารถจะคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่เหมาะสมกับสายพันธุ์ของเห็ดฟางได๎ แตํถ๎าหากลองพิจารณาจากคําน้ าหนักของ
ดอกเห็ดที่ได๎จะพบวํา ผลผลิตที่ได๎จากการฉีดพํนด๎วยเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต BC05 จะให๎ผลผลิตที่คํอนข๎างสูง
มากกวําแบคทีเรียไอโซเลตอ่ืนๆ ซึ่งมีแนวโน๎มวํานําจะเป็นเชื้อแบคทีเรียที่อาจจะชํวยสํงเสริมผลผลิตเห็ดฟางได๎ผลดี 
จึงต๎องมีการทดลองเพ่ือพิสูจน์ตํอไปอีกครั้ง โดยท าการวางแผนการทดลองใหมํด๎วยวิธี  Randomized Complete 
Block Design (RCBD) เพ่ือชํวยลดปัจจัยเสี่ยงจากภายนอกที่นําจะมีผลกระทบตํอการทดลอง 
 
6. การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่เหมาะสมต่อสายพันธุ์ของเชื้อเห็ดฟาง โดยวิธีการทดลองแบบ Randomized 
Complete Block Design (RCBD)  
  แบํงการทดลองออกเป็น 2 วิธี คือ วิธีที่ 1 น าวัสดุมากั้นบนวัสดุเพาะ เพ่ือแบํงพ้ืนที่การทดลองแตํละชั้น
เพาะออกเป็น 4 สํวนเทําๆกัน และวิธีที่ 2 แบํงพ้ืนที่ในการทดลองของแตํละชั้นเพาะออกเป็น 2 สํวนเทําๆกัน เพ่ือ
ควบคุมให๎การทดลองในแตํละกรรมวิธีอยูํในสภาวะแวดล๎อมเดียวกัน และชํวยลดปัจจัยเสี่ยงจากภายนอกที่อาจจะมี
ผลกระทบตํอการเจริญของดอกเห็ด เชํน อุณหภูมิ ความชื้น เป็นต๎น 
 6.1 การทดลองวิธีที่ 1 แบํงพ้ืนที่การทดลองแตํละชั้นเพาะออกเป็น 4 สํวนเทําๆกันท าการทดลองใน
ระหวํางเดือนมีนาคม-เดือนมิถุนายน 2556 เตรียมเชื้อแบคทีเรียทดสอบแบบ suspension และท าการตรวจนับ
จ านวนเชื้อแบคทีเรียแตํละวิธีที่ใช๎ในการทดลอง โดยวิธี spread plate บนอาหาร nutrient agar บํมไว๎เป็นเวลา 1 
วัน ตรวจนับจ านวนให๎ผลดังแสดงในตารางที่ 15 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

37 

 

ตารางท่ี 15 แสดงการตรวจนับจ านวนของเชื้อแบคทีเรียทดสอบที่ใช๎ในการทดลองวิธีที่ 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
หมายเหตุ: ND หมายถึง ไมํได๎ท าการตรวจนับเชื้อแบคทีเรียทดสอบ 
 
 การเก็บผลผลิตของดอกเห็ดฟางและการวิเคราะห์ข๎อมูลในการทดลองวิธีที่ 1 เก็บผลผลิตของเห็ดฟางที่
ได๎มาชั่งน้ าหนักและน ามาวิเคราะห์ข๎อมูลทางสถิติด๎วยโปรแกรม SPSS (Statistics Package for the Social 
Sciences) version 11.5 เพ่ือเปรียบเทียบข๎อมูลที่ได๎จากการทดลองในแตํละวิธี ดังแสดงผลในตารางที่ 16 
 
 
 

ครั้งที่ เชื้อแบคทีเรีย
เชื้อแบคทีเรีย (10 ml ในอาหาร 

NB 200 ml (cfu/ml))
เชื้อแบคทีเรีย ตั้งตน้ (1 loop ใน
อาหาร NB 100 ml (cfu/ml))

1 BC02 7.10 x 107 6.13 x 107

BC03 8.45 x 107 7.80 x 107

BC05 ND ND
BF02 ND ND

B. subtilis B2 1.18 x 108 9.10 x 107

B. subtilis พลายแก๎ว ND ND
2 BC02 ND ND

BC03 ND ND
BC05 5.10 x 108 1.25 x 108

BF02 1.32 x 108 8.85 x 107

B. subtilis B2 ND ND
3 BC02 ND ND

BC03 ND ND
BC05 1.20 x 108 8.96 x 107

BF02 ND ND
B. subtilis B2 ND ND

B. subtilis พลายแก๎ว 1.34 x 108 9.85 x 107

4 BC02 1.10 x 108 9.16 x 107

BC05 8.70 x 107 7.10 x 107

B. subtilis B2 1.18 x 108 9.70 x 107
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ตารางท่ี 16 แสดงผลผลิตเห็ดฟางจากการทดลองแบบ Randomized Complete Block Design; RCBD 
(แบง่ช้ันเพาะเป็น 4 ส่วน) 
 

คร
ั้งที่

 

ผลผลิตของเห็ดฟาง 

เว
ลา

เก
็บผ

ลผ
ลิต

  

โรงเรือนที่1 โรงเรือนที่2 

กรรมวิธ ี  น้ าหนัก(กก./ตรม.) กรรมวิธ ี น้ าหนัก(กก./ตรม.) 

แบ
คท

ีเรีย
 

สา
ยพั

นธ
ุ ์

เห็
ดฟ

าง
 

แถ
วที่

1 

แถ
วที่

2 

แถ
วที่

3 

แบ
คท

ีเรีย
 

สา
ยพั

นธ
ุ ์

เห็
ดฟ

าง
 

แถ
วที่

1 

แถ
วที่

2 

แถ
วที่

3 

1 1) BC02 
2) BC03 
3) B.subtilis B2b 
4) Control 
  (ปกติไมํฉีดพํน) 

อยุธยา          1.68a 
1.28a 
1.38a 
1.13a 

1.35a 
1.38a 
1.28a 
1.30a 

1.33a 
1.01a 
1.20a 
1.10a 

1) BC05 
2) BF02 
3) B. subtilis 
   พลายแก๎วc  
4) Control 
  (ปกติไมํฉีดพํน) 

อยุธยา 1.15a 
1.15a 
1.58a  

 
1.60a 

1.03a 
1.18a 
1.03a 

 
1.08a 

0.93a 
0.90a 
0.68a 

 
0.88a 

7 วัน 
 

2 1) BC02 
2) BC03 
3) B.subtilis B2b 
4) Control 
  (ปกติไมํฉีดพํน) 

Vvol-009 1.11a 
1.21a 
0.98a 
1.17a 

1.17a 
1.30a 
1.25a 
1.34a 

1.28a  
1.00a 
1.24a 
1.41a 

1) BC05 
2) BF02 
3) B. subtilisc 
   พลายแก๎ว  
 4) Control 
  (ปกติไมํฉีดพํน) 

Vvol-009 1.15a 
1.18a 
1.05a 

 
0.89a 

1.17a 
1.00a 
1.10a 

 
1.01a 

0.72a 
0.64a 
0.87a 

 
0.82a 

3 วัน 
 

3 1) BC02 
2) BC03 
3) B.subtilis B2b 
4) Control 
  (ปกติไมํฉีดพํน) 

อยุธยา 2.73a 
2.98a 
2.88a 
2.63a 

2.65a 
2.63a 
2.58a 
2.98a 

2.53a 
2.43a 
2.63a 
2.83a 

1) BC05 
2) BF02 
3) B. subtilis 
   พลายแก๎วc  
4) Control 
  (ปกติไมํฉีดพํน) 

อยุธยา 2.65a 
2.98a 
2.63a 

 
2.65a 

2.83a 
2.55a 
2.83a 

 
2.60a 

2.25a 
2.53a 
2.33a 

 
2.45a 

8 วัน 
 

4 1) BC02 
2) BC05 
3) B.subtilis B2b 
4) Control 
  (ปกติไมํฉีดพํน) 

อยุธยา 3.75 a 
3.78 a 
3.78 a 
3.86 a 

3.55 a 
3.68 a 
3.73 a 
2.73 a 

3.53 a 
3.38 a 
3.70 a 
3.93 a 

1) BC02 
2) BC05 
3) B.subtilis B2b 
4) Control 
  (ปกติไมํฉีดพํน) 

อยุธยา 3.48 a 
3.58 a 
3.23a 
3.68a 

 

3.65 a 
3.48a 
3.83 a 
3.75 a 

3.35 a 
3.30 a 
3.50 a 
3.75 a 

 

5 วัน 
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ตารางท่ี 16 (ตํอ) 
 

หมายเหตุ:  a คือ คําการจัดกลุํมจากการวิเคราะห์ทางสถิติ สามารถจัดกลุํมได๎กลุํมเดียว หมายถึง  
       ไมํมีความแตกตํางกันอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p > 0.05) 
               b B. subtilis B2 คือ เชื้อแบคทีเรียจากงานวิจัยของ Payapanon และคณะ (2011) ซึ่งม ี
                รายงานวําชํวยสํงเสริมผลผลิตเห็ดฟางได๎ผลดี 
      c B. subtilis พลายแก๎ว คือ เชื้อแบคทีเรียทางการค๎า ซึ่งใช๎ในการชํวยยับยั้งเชื้อรา            
แขํงขันและเชื้อรากํอโรคในเห็ด 
 6.2 การทดลองวิธีที่ 2 แบํงพ้ืนที่เพาะแตํะละชั้นออกเป็น 2 สํวนเทําๆกัน ท าการทดลองระหวํางเดือน
พฤศจิกายน 2556-เดือนมีนาคม 2557 การเตรียมเชื้อแบคทีเรียทดสอบและการตรวจนับจ านวนเชื้อแบคทีเรียแตํละ
วิธีที่ใช๎ในการทดลองท าเชํนเดียวกับวิธีการทดลองที่ 1 ผลการตรวจนับจ านวนของเชื้อแบคทีเรียทดสอบแสดงใน
ตารางที ่17 
ตารางท่ี 17 แสดงการตรวจนับจ านวนของเชื้อแบคทีเรียทดสอบที่ใช๎ในการทดลองวิธีที่ 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 การเก็บผลผลิตของดอกเห็ดฟางและการวิเคราะห์ข๎อมูลในการทดลองวิธีที่ 2 ผลผลิตเห็ดฟางท่ีได๎น ามาชั่ง
น้ าหนักและวิเคราะห์ข๎อมูลทางสถิติด๎วยโปรแกรม SPSS version 11.5 เพ่ือเปรียบเทียบความแตกตํางของผลผลิตที่
ได๎แตํละวิธีการทดลอง ดังตารางที่ 18 
 

ครั้งที่ เชื้อแบคทีเรีย

เชื้อแบคทีเรีย (10 ml ใน

อาหาร NB 200 ml 

(cfu/ml))

เชื้อแบคทีเรีย ตั้งตน้ (1 loop 

ในอาหาร NB 100 ml 

(cfu/ml))

1 BC02 7.80 x 107 6.90 x 107

BC03 6.10 x 107 5.03 x 107

BC05 5.95 x 107 5.15 x 107

BF02 8.35 x 107 7.60 x 107

B. subtilis B2 7.22 x 107 7.76 x 107

2 BC02 7.30 x 107 6.90 x 107

BC05 6.80 x 107 6.60 x 107

3 BC05 5.15 X 108 4.15 X 108

B. subtilis B2 5.70 X 108 4.55 X 108
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ตารางท่ี 18 แสดงผลผลิตเห็ดฟางจากการทดลองแบบ Randomized Complete Block Design; RCBD 
(แบ่งชั้นเพาะเป็น 2 ส่วน) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
หมายเหตุ:  - หมายถึง ไมํสามารถเก็บผลผลิตเห็ดฟางได๎ เนื่องจากอุณหภูมิภายในโรงเรือนทดลองต่ า 
              เกินไป (ประมาณ 16-18 oC) ท าให๎เส๎นใยเห็ดเจริญช๎า และไมํสามารถพัฒนาเป็นดอกเห็ดได๎ 
 
 จากตารางที่ 16 และ 18 ผลการทดลองที่ได๎จากการวางแผนการทดลองแบบ Randomized Complete 
Block Design (RCBD) โดยการแบํงพ้ืนที่ออกเป็น 4 สํวน และ 2 สํวนนั้น เมื่อน าข๎อมูลมาวิเคราะห์ทางสถิติพบวํา 
การไมํฉีดพํนใดๆ (control) และการฉีดพํนด๎วยเชื้อแบคทีเรียแตํละไอโซเลต บนวัสดุเพาะเห็ดฟางกํอนการเพาะเห็ด 
ให๎ผลการทดลองไมํแตกตํางกันอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) โดยจะเห็นได๎จากข๎อมูลที่ได๎จากตารางที่ 16 
และ 18 ในแตํละการทดลองมีคําท่ีใกล๎เคียงกันมาก จนไมํสามารถเปรียบเทียบความแตกตํางกันได๎  

 

1 BC02 อยุธยา 2.48a BC02 อยุธยา 2.94a 6 วัน
BC03 2.23a BC03 3.08a (21-22oC)
BC05 2.96a BC05 3.03a 

BF02 2.53a BF02 2.96a 

B. subtilis  B2 2.61a B. subtilis  B2 3.06a

 ไมํฉีดพํน 
(control) 2.16a  ไมํฉีดพํน 

(control) 2.76a

2 BC02 อยุธยา - BC02 อยุธยา - ไมํมีผลผลิต
BC05 - BC05 -   (16-18oC)

 ไมํฉีดพํน 
(control) -

 ไมํฉีดพํน 
(control) -

3 BC05 อยุธยา 2.66 a BC05 อยุธยา 2.71 a 8 วัน
B. subtilis  B2 2.63 a B. subtilis  B2 2.36a (21-22oC)

เว
ลา

เก็
บผ

ลผ
ลิต

2.58a

สา
ยพั

นธ
ุ์เห

็ด

 ไมํฉีดพํน 
(control) 2.70a

 ไมํฉีดพํน 
(control)

คร
ั้งท

ี่ เช
ื้อ

แบ
คท

ีเร
ีย

สา
ยพั

นธ
ุ์เห

็ด

เช
ื้อ

แบ
คท

ีเร
ีย

ผล
ผล

ิตเ
ห็ด

 
(ก

ก.
/ต

ร.
ม.

)

โรงเรือนที ่1 โรงเรือนที ่2

ผล
ผล

ิตเ
ห็ด

 
(ก

ก.
/ต

ร.
ม.

)
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อภิปรายและวิจารณ์ผล 
 จากการทดลอง สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียสร๎างสปอร์จากสภาพแวดล๎อมในการเพาะเห็ดฟางและวัสดุเพาะ
เห็ดฟางได๎จ านวน 25 ไอโซเลต  และเมื่อน าแบคทีเรียที่คัดแยกได๎มาทดสอบการเป็นเชื้อปฏิปักษ์ตํอเชื้อราสาเหตุ
โรคพืชและราแขํงขันเชื้อเห็ดฟาง โดยวิธี dual culture พบวําผลไมํเป็นไปตามที่คณะผู๎วิจัยตั้งไว๎ คือแบคทีเรียที่
ให๎ผลการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคและราแขํงขันได๎ดีจะสามารถยับยั้งการเจริญของเส๎นใยเห็ดฟางด๎วย แตํก็ไมํได๎ชํวย
ในการกระตุ๎นการสร๎างตุํมดอกในเห็ด ซึ่งถ๎าแบคทีเรียมีผลชะลอการเจริญของเส๎นใยเห็ดฟางและมีผลให๎เห็ดฟาง
สร๎างตุํมดอกได๎ นําจะสามารถกระตุ๎นให๎เห็ดฟางออกดอกได๎มากขึ้นเมื่อน าไปใช๎ในระดับโรงเรือน ดังนั้น ผู๎วิจัยจึงได๎
ทดลองน าแบคทีเรียทั้งชนิดที่ยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคและราแขํงขันได๎ดี และชนิดที่ยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคและรา
แขํงขันไดไ๎มํดี ไปท าการทดสอบในโรงเรือน ผลพบวําแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคและราแขํงขันได๎ดีให๎
ผลผลิตของเห็ดฟางมากกวําแบคทีเรียทีย่ับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคและราแขํงขันได๎ไมํดี และรวมถึงกรรมวิธีควบคุมด๎วย 
แตํเมื่อน ามาท าการทดลองแบบ RCBD พบวําผลผลิตเห็ดฟางที่ได๎ไมํมีความแตกตํางกันอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p>0.05) ในทุกการทดสอบ ซึ่งผลนี้ไมํสอดคล๎องกับผลการทดลองที่ผํานมาของ Payapanon และคณะ (2011) ที่
รายงานวําการน าน้ าเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่สร๎างเอนโดสปอร์ของ Bacillus subtilis B2 ที่แยกได๎จากพ้ืนที่ที่ใช๎เพาะ
เห็ดฟาง และ Paenibacillus polymyxa N10 แยกได๎จากเปลือกปอสา (mulberry) มาฉีดพํนบนวัสดุเพาะเห็ด
ฟาง ในอัตราสํวน 1 ลิตรตํอพ้ืนที่ 4 ตารางเมตร สามารถเพ่ิมผลผลิตเห็ดฟางได๎ ผู๎วิจัยคิดวําสภาวะแวดล๎อมนําจะมี
บทบาทส าคัญอยํางมากตํอการให๎ผลผลิตของเห็ดฟาง ดังนั้นหากเราท าการควบคุมปัจจัยภายนอกโดยการสร๎าง
โรงเรือนที่สามารถควบคุมปัจจัยตํางๆ เชํน อุณหภูมิ ความชื้น ให๎เหมาะสมกับความต๎องการของเห็ดฟางทั้งในระยะ
เดินเส๎นใยและในระยะสร๎างดอก และท าการทดลองซ้ าๆ จะท าให๎สามารถได๎ผลการทดลองที่คงที่และนําเชื่อถือ จาก
ผลการจัดจ าแนกชนิดของแบคทีเรียที่คัดแยกได๎ พบวํายังไมํสามารถจ าแนกชนิดของแบคทีเรียได๎ ควรท าการทดสอบ
เพ่ิมเติมทั้งในด๎านคุณสมบัติทางชีวเคมี และรวมถึงการน าไปศึกษาด๎วยวิธีทางโมเลกุลเพ่ือให๎สามารถจัดจ าแนกชนิด
ได๎อยํางชัดเจน 
 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 การแยกเชื้อแบคทีเรียสร๎างสปอร์จากสภาพแวดล๎อมในการเพาะเห็ดฟางและวัสดุเพาะเห็ดฟาง สามารถ
แยกเชื้อแบคทีเรียสร๎างสปอร์ได๎จ านวน 25 ไอโซเลต น ามาทดสอบการเป็นเชื้อปฏิปักษ์ตํอเชื้อราสาเหตุโรคพืชและ
ราแขํงขันเชื้อเห็ดฟาง โดยวิธี dual culture พบวําสามารถแบํงแบคทีเรียได๎ 2 กลุํม คือกลุํมที่ให๎ผลการยับยั้งเชื้อรา
สาเหตุโรคและราแขํงขันได๎ผลดีแตํในขณะเดียวกันก็สามารถยับยั้งการเจริญของเส๎นใยเห็ดฟางด๎วย  ซึ่งมีเชื้อ
แบคทีเรียในกลุํมนีจ้ านวน 8 ไอโซเลตและ กลุํมท่ีให๎ผลการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคและราแขํงขันได๎น๎อย และสามารถ
ยับยั้งการเจริญของเส๎นใยเห็ดฟางได๎น๎อยด๎วย ผู๎วิจัยจึงได๎ทดลองคัดเลือกแบคทีเรียที่มีผลการยับยั้งดีและไมํดีจากทั้ง
สองกลุํมนี้มาทดสอบความสามารถในการเพ่ิมผลผลิตเห็ดฟางในโรงเรือน ผลพบวําแบคทีเรียที่มีผลการยับยั้งดีจะ
สามารถเพ่ิมผลผลิตเห็ดฟางได๎มากกวําแบคทีเรียที่มีผลการยับยั้งไมํดี เมื่อน าเชื้อแบคทีเรียมาจ าแนกชนิดโดยวิธี



 

42 

 

ดั้งเดิม (conventional method) พบวําแบคทีเรียที่คัดแยกได๎จ านวน 8 ไอโซเลต ได๎แกํ BC01, BC02, BC03, 
BC05, BC06, BF02, BF04 และ MK07 มีคุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีรวิทยาที่ใกล๎เคียงกับเชื้อ Bacillus subtilis 
แตํสามารถสร๎างเอนไซม์ urease ได๎ ซึ่งคุณสมบัตินี้แตกตํางจากคุณสมบัติของ B. subtilis ที่เคยมีรายงานไว๎ใน 
Logan and De Vos (2009) เมื่อทดลองน าแบคทีเรีย 3 ไอโชเลต ได๎แกํ BC05, BC02 และ BF02 ไปทดสอบการ
จ าแนกชนิดโดยวิธี Biolog Gen III microplate พบวําใกล๎เคียงกับเชื้อ B. subtilis มากที่สุด แตํคําความเหมือนกับ
เชื้อแแบคทีเรียอ๎างอิงยังไมํมากพอที่จะระบุวําเป็น B. subtilis ได๎ จึงยังไมํสามารถระบุได๎วําแบคทีเรียกลุํมนี้คือ 
Bacillus subtilis ซึ่งควรมีการท าการทดลองเพ่ิมเติมเพ่ือให๎ได๎ผลการจัดจ าแนกที่แนํนอนตํอไป เชํน อาจจะต๎อง
น าไปศึกษาด๎วยวิธีทางโมเลกุลตํอไป เพ่ือให๎ได๎ผลการจ าแนกที่ชัดเจนมากยิ่งขึ้น สํวนเชื้อแบคทีเรียอีก 3 ไอโซเลต 
ได๎แกํ MA02, MK02 และ MK05 จากผลการจัดจ าแนกชนิดโดยวิธีดั้งเดิม พบวําใกล๎เคียงกับ Bacillus 
thuringiensis มากที่สุด 

การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมเชื้อแบคทีเรียเพ่ือน าไปใช๎ในการเพ่ิมผลผลิตเห็ดฟางใน
โรงเรือนที่มีประสิทธิภาพที่สุด พบวําการฉีดพํนด๎วยเชื้อแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient broth 
(suspension) ให๎ผลผลิตมากกวํากรรมวิธีอ่ืน และเมื่อน าเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได๎ไปท าการทดสอบความสามารถ
เพ่ิมผลผลิตของเห็ดฟางในระดับโรงเรือน ผลพบวําการทดลองในแตํละกรรมวิธีจะให๎ผลผลิตเห็ดที่ไมํมีความแตกตําง
กันอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ และปริมาณของผลผลิตเห็ดแตํละครั้งในกรรมวิธีควบคุมมีความผันแปรคํอนข๎างมาก 
ซ่ึงอาจเพราะมีปัจจัยภายนอกหลายประการที่สํงผลกระทบตํอการเจริญของเส๎นใยและการสร๎างดอกเห็ด เชํน ปัจจัย
ของ อุณหภูมิ ความชื้น ที่ เปลี่ยนแปลงไปในแตํละฤดูกาลที่แตกตํางกันท าให๎ผลการทดลองในแตํละครั้งที่
ท าการศึกษามีความผันแปรคํอนข๎างมาก ดังนั้นการท าการทดลองเพ่ิมเติมหลายๆ ครั้ง และควบคุมปัจจัยภายนอกที่
อาจมีผลตํอการเจริญและสร๎างดอกเห็ดจะท าให๎ได๎ผลการทดลองที่แนํชัดขึ้นวําเชื้อแบคทีเรียสามารถเพ่ิมผลผลิตเห็ด
ได๎จริงหรือไมํ แตํจากการทดลองพบวํา เชื้อราแขํงขันของเห็ดฟางในโรงเรือนลดลง และเมื่อพิจารณาจากคําของ
ตัวเลขจากผลผลิตของเห็ดฟางที่ได๎จากการทดลอง พบวําเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต BC05 ให๎ผลการทดลองที่โดดเดํน
กวําไอโซเลตอ่ืนๆ และมีแนวโน๎มวํานําจะสามารถเพ่ิมผลผลิตเห็ดฟางได๎    

 
เรื่องท่ีควรด าเนินการวิจัยต่อ  

 1. ควรท าการศึกษาโดยพยายามควบคุมปัจจัยภายนอกที่มีผลตํอการให๎ผลผลิตของเห็ดฟาง เพ่ือให๎การ
ทดลองในแตํละครั้งให๎ผลผลิตที่แนํนอนคงที่ โดยท าการทดลองซ้ าๆ เพ่ือให๎สามารถได๎ผลการทดลองที่แนํนอนและ
มั่นใจได๎วําผลผลิตเห็ดฟางท่ีเพ่ิมข้ึน เป็นผลมาจากการฉีดพํนด๎วยแบคทีเรียทดสอบจริงๆ 
 2. สร๎างโรงเรือนท่ีสามารถควบคุมปัจจัยตํางๆ ที่มีผลตํอการเจริญและสร๎างดอกเห็ด เพ่ือให๎ผลการทดลองที่
เชื่อถือได๎ 
 3. เมื่อได๎ผลการทดลองที่ชัดเจนแล๎ว ควรท าการทดลองเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไอโซเลตที่ให๎ผลการเพ่ิมผลผลิต
เห็ดฟางดีจนสร๎าง endospore แล๎วลองเก็บในรูปแบบแห๎ง แล๎วทดลองให๎เกษตรกรน าไปเพ่ิมจ านวนในนมถั่วเหลือง
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ที่มีขายตามท๎องตลาด แทนการเพ่ิมจ านวนในอาหาร nutrient broth แล๎วน าไปฉีดพํนในโรงเรือนเพาะเห็ดฟาง 
เพ่ือทดสอบวํายังคงสามารถเพ่ิมผลผลิตของเห็ดฟางได๎หรือไมํ เพ่ือจะได๎พัฒนาเชื้อแบคทีเรียไอโซเลตนั้นให๎เป็น
ผลิตภัณฑ์ที่มีประโยชน์และสามารถใช๎ได๎งํายเพื่อแจกจํายให๎เกษตรกรที่อ่ืนๆ ได๎ทดลองใช๎ตํอไป 
 4. ควรศึกษาวิธีการตรวจสอบประสิทธิภาพการเกิดดอกมากน๎อยของสายพันธุ์ตํางๆ ของเห็ดฟางใน
ห๎องปฏิบัติการ เพ่ือทดแทนการทดลองในโรงเรือน เชํน ทดสอบการกระตุ๎นการเกิดตุํมดอกโดยการบํมใน growth 
chamber ที่สามารถควบคุมความชื้น และอุณหภูมิที่ตํางๆ กันได๎ 
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ชื่อโครงการ บทบาท ของ Paenibacillus polymyxa N10 และ Bacillus subtilis B2 ตํอการสร๎างตุํมดอกบน
อาหารวุ๎นและการให๎ผลผลิตในแปลงเพาะของเชื้อเห็ดฟาง 
Role of Paenibacillus polymyxa N10 and Bacillus subtilis B2 on agar media pinheads formation 
and yield of indoor straw mushroom production  
บทคัดย่อ 
            เพ่ือหาวิธีตรวจสอบประสิทธิภาพการเกิดดอกมากน๎อยของสายพันธุ์เห็ดฟางในห๎องปฏิบัติการที่สะดวก
และประหยัดกวําวิธีเดิมที่ต๎องทดสอบในแปลงเพาะ  จึงออกแบบการทดสอบโดยการกระตุ๎นให๎เกิดตุํมดอกของเห็ด
ฟางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ  Potato Dextrose Agar โดยเลี้ยงเชื้อเห็ดฟางกลางจานอาหารแล๎วขีดเชื้อแบคทีเรีย 
Paenibacillus polymyxa N10 หรือ Bacillus  subtilis  B2 ล๎อมรอบเป็นรูปสี่เหลี่ยม บํมให๎เชื้อเห็ดเจริญนาน
กวํา 4 สัปดาห์แล๎วตรวจผลโดยสังเกตจากจ านวนและขนาดของตุํมดอกท่ีพบ จากการทดสอบกับเชื้อเห็ดฟาง 8 สาย
พันธุ์ในอาหาร PDA ที่เตรียมโดยใช๎น้ าประปาและน้ ากรอง ปรับ pH ของอาหารให๎เป็น 6, 6.5, 7 และ 7.5 ตลอดจน 
ปรับปริมาณวุ๎นในอาหารเป็น 1.5 %และ  2% เพ่ือปรับความชื้นของอาหารเลี้ยงเชื้อให๎แตกตํางกัน บํมเชื้อที่
อุณหภูมิห๎อง  ผลการทดลองพบวําไมํสามารถเกิดตุํมดอกได๎ไมํวําใช๎เชื้อเห็ดสายพันธุ์ใด อยํางไรก็ตามยังไมํได๎มีการ
ทดลองเปรียบเทียบการบํมเชื้อใน อุณหภูมิและความชื้นที่แตกตํางกัน 
Abstract 
 To  find  method for evaluate the quality of production yield of straw mushroom culture 
which more comfortable and low cost than testing in farm, laboratory test by dual culture 
between antagonistic bacteria and mushroom mycelium was designed. Each mushroom 
mycelium was cut by cork boiler and put on the center of Potato Dextrose Agar plate and 
bacterial culture of Paenibacillus polymyxa N10 or Bacillus subtilis B2 was streak in rectangle 
direction around mushroom culture. A number of different size of pinheads formation were 
expected to appear after 2 weeks incubation at room temperature. Anyway, there was no 
pinhead formation found from any of 8 strains of mushroom tested by this method inspite of 
varying pH of PDA to 6, 6.5, 7 and 7.5 or changing % agar from 1.5 to 2% for comparing the 
moisture content in agar medium. However, comparative studies including incubation 
temperature and moisture level were still not determined. 
 

บทน า 
ความส าคัญและที่มาของปัญหา 
 การตรวจสอบคุณภาพเส๎นใยเห็ดฟางในห๎องปฏิบัติการวําสามารถให๎ผลผลิตได๎มากน๎อยเพียงใดยังไมํมี
รายงาน ดังนั้นการเก็บเชื้อเห็ดฟางในแหลํงเก็บเชื้อโดยวิธีเส๎นใยเห็ดในน้ าหรือในแชํในถังไนโตรเจนเหลวซึ่งเป็นที่
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นิยมในปัจจุบันอาจท าให๎เกิดความผันแปรทางพันธุกรรมบางประการที่มีผลตํอผลผลิตเห็ดที่ได๎ การตรวจสอบการ
ให๎ผลผลิตของเส๎นใยเห็ดฟางในปัจจุบันที่หนํวยเก็บเชื้อเห็ดที่กรมวิชาการเกษตรท าได๎คือท าในแปลงเพาะเห็ด ซึ่ง
ต๎องสิ้นเปลืองทางเศรษฐกิจ เปลืองพ้ืนที่ และใช๎เวลา งานวิจัยนี้ จึงออกแบบการทดลองเพ่ือให๎สามารถตรวจสอบ
คุณภาพเส๎นใยเห็ดฟางได๎งํายในห๎องปฏิบัติการ โดยใช๎แบคทีเรียสร๎างสปอร์ 2 ชนิดคือ Paenibacillus polymyxa 
N10 และ Bacillus subtilis B2 เลี้ยงรํวมเชื้อเห็ดฟางแตํละสายพันธุ์ และตรวจสอบการสร๎างตุํมดอก (pinhead) 
บนอาหารวุ๎น หากพบวําเห็ดฟางสายใดเกิดตุํมดอกมาก หลังจากเลี้ยงรํวมกับแบคทีเรีย ชนิดดังกลําว จะได๎น าไป
ทดสอบในโรงเรือนตํอไปวําสามารถให๎ผลผลิตสูงสอดคล๎องกันหรือไมํ ซึ่งหากเป็นจริงดังคาดก็จะได๎วิธีตรวจสอบเส๎น
ใยเห็ดฟางวํามีประสิทธิภาพในการออกดอกที่งําย รวดเร็วและประหยัด 

 
การทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 

 
 ปัจจัยที่ส าคัญตํอการผลิตเห็ดฟางในโรงเรือนมีหลายประการ เชํน ประสิทธิภาพของเชื้อในการสร๎างดอก
เห็ด คุณภาพของวัสดุเพาะเห็ด อุณหภูมิและความชื้นของอากาศ หัวเชื้อเห็ดฟางเป็นปัจจัยหลักซึ่งยังไมํมีวิธีชี้วัดวํา
เห็ดฟางที่ใช๎มีประสิทธิภาพในการเกิดดอกได๎ดีหรือไมํ นอกจากการตรวจสอบในแปลงเพาะซึ่งยุํงยาก สิ้นเปลือง
แรงงาน เวลา และต๎นทุน ซึ่งบางครั้งมีการตํอเชื้อบนอาหารวุ๎นเป็นระยะ ท าให๎เชื้อเห็ดเสื่อมคุณภาพล ง ซึ่งเป็น
ผลเสียในแงํเศรษฐกิจเนื่องจากเกษตรกรไมํสามารถตรวจสอบกํอนวํา เชื้อเห็ดมีประสิทธิภาพเพียงใด อัจฉราและ
คณะ (2541) ได๎รวบรวมและคัดเลือกสายพันธุ์เห็ดฟางไว๎เป็นเชื้อพันธุ์บริการของศูนย์รวบรวมเชื้อพันธุ์แหํงประเทศ
ไทย โดยจ านวนไมํน๎อยกวํา 6 สายพันธุ์ เป็นสายพันธ์ส าหรับจ าหนําย เป็นสายพันธุ์ที่คงลักษณะพันธุ์เดิมด๎วยวิธีการ
เก็บรักษาแบบตํางๆกัน เชํน การเก็บในน้ ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ หรือเก็บในไนโตรเจนเหลว อยํางไรก็ตาม ขั้นตอนในการ
ตรวจสอบคุณภาพสายพันธุ์ เป็นสิ่งจ าเป็นที่หนํวยเก็บรวบรวมเชื้อเห็ดฟาง จ าเป็นต๎องท าเป็นระยะ เพ่ือตรวจสอบวํา
แตํละสายพันธุ์ ยังคงลักษณะเดิมจริงหรือไมํ โดยวิธีตรวจสอบจากผลผลิตในแปลงเพาะ  เนื่องจากงานวิจัยของ
อัจฉราและคณะ (2553) พบวําแบคทีเรีย Paenibacillus polymyxa N10 และ Bacillus sp. B2 สามารถเพ่ิม
ผลผลิตเห็ดฟาง (Biological efficiency yield) ได๎อยํางมีนัยส าคัญจากการทดลองเพาะในระดับโรงเรือนเป็น
เวลานาน 2-3 ปี นอกจากนี้ยังพบวํา เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียทั้งสองชนิดนี้รํวมกับเชื้อเห็ดฟางบนจานอาหาร PDA เป็น
เวลา 2-3 สัปดาห์ เชื้อเห็ดฟางมีการสร๎างตุํมดอก (pinheads) เกิดข้ึนซึ่งเป็นจุดเริ่มต๎นของการสร๎างดอกเห็ดที่พบได๎
ทั่วไปในแปลงเพาะ (Chang, S.T and T.H. Quimio,1989) โดยทั่วไปการเจริญของเส๎นใยเห็ดฟางบนอาหารวุ๎นจะ
พบการสร๎างตุํมดอกได๎น๎อยมากไมํวําจะเลี้ยงนานเทําใดก็ตาม (Payapanon, A., personal communication)  
เนื่องจากข๎อมูลนี้ยังไมํมีผู๎รายงานมากํอนจึงมีสมมุติฐานวําแบคทีเรียทั้งสองชนิดอาจสร๎างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่
กระตุ๎นการเกิดดอกได๎ ดังนั้นถ๎าน าไปทดสอบกับเชื้อเห็ดฟางชนิดตํางๆ จากแหลํงรวบรวมสายพันธุ์เชื้อเห็ดฟางของ
กรมวิชาการเกษตรเพ่ือตรวจสอบวําสายพันธุ์ใดสามารถสร๎างตุํมดอกบนอาหารวุ๎นที่เลี้ยงรํวมกับแบคทีเรีย  โด ย
เปรียบเทียบทั้งจ านวนและขนาดของตุํมดอกตลอดจนเวลาที่ใช๎  เมื่อได๎สายพันธุ์ที่สร๎างตุํมดอกมากน๎อยตํางกัน แล๎ว
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จึงท าการทดสอบผลผลิตในระดับแปลงเพาะวําให๎ผลสอดคล๎องกันหรือไมํ ซึ่งหากเป็นไปตามสมมุติฐาน วิธีนี้จะ
สามารถพัฒนาเป็นแนวทางในการตรวจสอบประสิทธิภาพของสายพันธุ์เชื้อเห็ดฟางหรือเป็นตัวบํงชี้ตํอการให๎ผลผลิต
ในแปลงเพาะที่งําย สะดวกและประหยัดตํอไป การวิจัยนี้ จึงมีวัตถุประสงค ์เพ่ือพัฒนาวิธีการตรวจสอบคุณภาพสาย
พันธุ์เชื้อเห็ดฟางท่ีงํายสะดวกและประหยัดต๎นทุนกวําวิธีเดิม   
 

ระเบียบวิธีด าเนินการวิจัย 
1.1 การเตรียมสายพันธุ์เชื้อเห็ดฟางจากแหลํงรวบรวมสายพันธุ์จากกรมวิชาการเกษตร 
        ถํายเชื้อจากแหลํงเก็บเชื้อในน้ าและถํายเชื้อสายพันธุ์เดียวกันที่เก็บในไนโตรเจนเหลวมาท า  stock เชื้อเห็ด
ฟางที่พร๎อมใช๎โดยเก็บเชื้อชั่วคราวในอาหารวุ๎น PDA 
1.2 การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย (ส าหรับการทดลองบนอาหารวุ๎น PDA) 
 ถํายเชื้อจาก stock เชื้อ Bacillus subtilis B2และ Paenibacillus polymyxa N-10โดยเลี้ยงบนอาหาร 
nutrient agar ให๎มีอายุ 24-48 ชั่วโมง นอกจากเชื้อดังกลําวยังใช๎ Bacillus spp. ชนิดตํางๆที่ไมํเกี่ยวข๎องกับการ
ทดลอง ทดสอบรํวมด๎วยเพื่อเป็น negative control 
1.3 การเตรียมอาหารวุ๎น PDAส าหรับการทดสอบการเกิด pinhead 
 เตรียมอาหาร PDA โดยใช๎น้ าประปาและน้ ากรอง ในสํวนของน้ าประปาปรับคํา pH ของอาหาร ให๎เป็น 6.0, 
6.5, 7.0 และ 7.5 และน้ าประปาปรับคํา pH ให๎เป็น 6.0 และอาหารอีกหนึ่งชุดปรับความเข๎มข๎นของวุ๎นให๎เป็น 2% 
หลังจากนั้นน าไป sterile โดยวิธี autoclave แล๎วใช๎กรดแลคติก และโซเดียมไฮดรอกไซด์เพ่ือปรับคํา pH 
1.4 การทดสอบการเกิดตุํมดอกบนอาหารวุ๎น PDA 
 เทอาหารวุ๎นแตํละชนิดปริมาณ 15 มิลลิลิตรลงในแตํละจาน ใช๎ cock borer ขนาด 4 มิลลิเมตรตัดชิ้นวุ๎นที่
มีเส๎นใยเห็ดฟางเจริญที่ระยะเดียวกัน (ที่เลี้ยงไว๎ลํวงหน๎าบนจานอาหารวุ๎น PDA นาน 4-6วัน ขึ้นกับชนิดสายพันธุ์) 
วางตรงกลางจานอาหารแล๎วขีดเชื้อแบคทีเรียจาก ข๎อ 1.2 เป็นเส๎นสี่เหลี่ยมล๎อมรอบเส๎นใยเห็ดฟางโดยแตํละเส๎น
หํางจากขอบจานอาหาร 2 เซนติเมตร บํมเชื้อให๎เจริญนานประมาณสองถึงสามสัปดาห์ที่อุณหภูมิห๎องสังเกตผลการ
เกิดตุํมดอก โดยเปรียบเทียบจากปริมาณ ขนาด และเวลาที่พบ  เปรียบเทียบการเกิดตุํมดอกในสภาวะของอาหาร
เลี้ยงพร๎อมที่แตกตํางกันพร๎อมทั้งตรวจสอบการสร๎าง pinheads บนอาหารวุ๎น PDA ที่มี pH ตํางกันวําให๎ผล
แตกตํางกันอยํางไร 
1.5 การตรวจสอบผลผลิตของเห็ดฟางในแปลงเพาะ 
 คัดเลือกสายพันธุ์เห็ดฟางจากผลที่สามารถสร๎าง ตุํมดอก มาก สร๎างน๎อยและไมํสร๎าง มาตรวจสอบการสร๎าง
ผลผลิตเห็ดฟางจากแปลงเพาะในโรงเรือนในฟาร์มเพาะเห็ดของเกษตรกรจังหวัดพระนครศรีอยุธยา  โดย
เปรียบเทียบผลผลิตจากแตํละสายพันธุ์ทั้งวิธีใสํเชื้อแบคทีเรียในวัสดุเพาะและไมํใสํ 
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ผลการวิจัย 
1. ไดเ๎ก็บรวบรวมสายพันธุ์เห็ดฟาง ทั้งหมด 26 สายพันธุ์ โดยได๎รับความอนุเคราะห์จากกรมวิชาการเกษตรและจาก
ฟาร์มเห็ด อ าเภอภาชี จังหวัดอยุธยา ข๎อมูลของแหลํงที่มาได๎แสดงไว๎ใน ตารางที่ 19 
 

ตารางท่ี 19 สายพันธุ์เห็ดฟางทีร่วบรวมเพื่อใช้ในงานวิจัย (ทุกสายพันธุ์ได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์รวบรวม
เชื้อพันธุ์เห็ด กรมวิชาการเกษตร) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ล าดบัที่ สายพันธุ์เห็ดฟาง แหล่งทีม่า (จังหวัด)
1 Vvol-002 ศูนย์รวบรวมเช้ือพันธุเ์ห็ด กรมวิชาการเกษตร
2 Vvol-006 ทะลายปาล์มน้ ามัน/ จ.สตูล
3 Vvol-007 ทะลายปาล์มน้ ามัน/ จ.ชลบุรี
4 Vvol-009 ฟางข๎าว/ อ. วิหารแดง สระบุรี
5 Vvol-010 ฟางข๎าว/ จ.อํางทอง
6 Vvol-011 ฟางข๎าว/ จ.อยุธยา
7 Vvol-014 ทะลายปาล์มน้ ามัน/  จ.สุราษฎร์ธานี
8 Vvol-016 ซังข๎าวโพด/ จ.ลพบุรี
9 Vvol-017 ทะลายปาล์มน้ ามัน/ ฟาร์มโกหยํง จ.ปทุมธานี
10 Vvol-019 ฮํองกง
11 Vvol-021 ฟางข๎าว/จ.เชียงใหมํ
12 Vvol-023 ฟางข๎าว/ จ.เชียงราย
13 Vvol-024 เปลือกกาแฟ / อ.สวี จ.ชุมพร
14 Vvol-025 ผักตบชวา/ ศูนย์พิกุลทอง จ.นราธิวาส
15 Vvol-029  ฮํองกง
16 Vvol-030 เปลือกมัน/จ. ชัยภูมิ
17 Vvol-033 ฟางข๎าว/ จ.อยุธยา
18 Vvol-037 ปุย๋เช้ือเพาะขี้ฝูาย/ V45 จ. นนทบุรี
19 Vvol-040 ฟางข๎าว/ จ.เชียงใหมํ
20 Vvol-042 ปุย๋เช้ือเพาะขี้ฝูาย/ จ.นนทบุรี
21 Vvol-044 ทะลายปาล์มน้ ามัน/ จ.ชุมพร
22 Vvol-045 ฟางข๎าง/จ.นนทบุรี
23 Vvol-050  ฟางข๎าว /ต.วังอ๎อ อ. เขื่องใน จ.อุบลราชธานี
24 Vvol-051 ฟางข๎าว    / จ.อยุธยา
25 Vvol-071 หาดใหญํ/ จ.สงขลา
26 Vvol-076 ทะลายปาล์มน้ ามัน/ V47-ทลป-บัวขาว จ. นนทบุรี
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2. การทดสอบการเกิดตุ่มดอกบนอาหารวุ้น PDA 
 2.1 ใช๎อาหารวุ๎นที่ท ามาจากน้ ากรองที่ไมํได๎ปรับ pH ท าการทดสอบเบื้องต๎นในการสร๎างตุํมดอกของเห็ด
ฟางบางสายพันธุ์  
        จากผลการทดลองตามแผนงานการวิจัยได๎ท าการเก็บรวบรวมสายพันธุ์เห็ดฟางได๎ทั้งหมด 26 สายพันธุ์ ซึ่ง
เห็ดฟางแตํละสายพันธุ์นั้นพบลักษณะการเจริญของเส๎นใยที่แตกตํางกันบนอาหารวุ๎น PDA  บางสายพันธุ์พบการ
เจริญของเส๎นใยที่ฟู สํวนบางสายพันธุ์นั้นเส๎นใยแบนราบติดกับอาหารวุ๎น ในตอนต๎นได๎เริ่มท าการทดสอบเบื้องต๎น
เรื่องการสร๎างตุํมดอกของเห็ดฟาง 5 สายพันธุ์โดยเลือกจากสายพันธุ์ที่เกษตรกรนิยมน าใช๎ในการเพาะเห็ด  จากผล
การทดสอบหลังจากบํมเชื้อนานกวํา 1 เดือนพบวําแบคทีเรีย Bacillus subtilis B2 และ  Paenibacillus 
polymyxa N10 มีการยับยั้งการเจริญของเส๎นใยเห็ดฟางทั้ง 5 สายพันธุ์คือ Vvol-002, Vv0l-006, Vvol-007, 
Vvol-009  และ Vvol-0010 อยํางเห็นได๎ชัดคือ เส๎นใยของเห็ดฟางจะเจริญกระจุกอยูํตรงกลาง ไมํสามารถแผํ
กระจายได๎เต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อเหมือนจานควบคุมโดย Paenibacillus polymyxa N10 สามารถยับยั้งเส๎นใย
เห็ดแตํละสายพันธุ์ได๎มากกวํา Bacillus subtilis B2 เนื่องจากเส๎นใยเห็ดไมํสามารถเจริญข๎ามแนวเชื้อแบคทีเรียได๎ 
ขณะที่เมื่อทดสอบ รํวมกับ Bacillus subtilis B2  เส๎นใยเห็ดจะชะงักการการเจริญ ในชํวงแรกไมํสามารถเจริญข๎าม
แนวแบคทีเรียได ๎แตํเมื่อผํานไประยะเวลาหนึ่ง เส๎นใยเห็ดสามารถเจริญข๎ามแนวแบคทีเรียได๎แม๎วําเส๎นใยจะเบาบาง
ลงเมื่อเทียบกับจานควบคุม (ในบางสายพันธุ์ของเชื้อเห็ด)  อยํางไรก็ตามไมํพบการสร๎างตุํมดอกในการทดสอบครั้งนี้
เลย (ผลการทดสอบได๎แสดงไว๎ในตารางที่ 20) จึงไมํสอดคล๎องกับที่ Payapanon และคณะ (2011) ได๎รายงานไว๎ 
ขั้นตํอไปจึงวางแผนการทดลองโดยควบคุมปัจจัยตํางๆที่อาจเกี่ยวข๎อง เชํน คําpH  ความชื้นของอาหาร อุณหภูมิที่ใช๎
ในการบํมเชื้อ เป็นต๎น เนื่องจากการเตรียมอาหารครั้งแรกอาหารวุ๎นแตํละครั้งที่เตรียมและน ามาใช๎มีคําความเป็น
กรดดํางที่แตกตํางกันเนื่องจากใช๎น้ ากรองของหนํวยงาน ที่มีคําความเป็นกรดและดํางที่ไมํแนํนอนและผู๎วิจัยไมํได๎
ตระหนักถึงปัญหาข๎อนี้ สภาวะหลังจากเจริญของแบคทีเรียอาจจะไมํเหมาะสมตํอการสร๎างตุํมดอกของเห็ดฟางใน
จานอาหารที่เลี้ยงรํวมกับแบคทีเรียก็อาจเป็นได๎ เนื่องจากอาหารนี้มี สาร dextrose เป็นแหลํง คารโบไฮเดรท ชึ่ง
แบคทีเรียทั้งสองชนิดนี้สามารถใช๎ในขบวนการหมักและเกิดผลิตภัณฑ์ที่เป็นกรดตํางๆได๎ ซ่ึงจะมีผลให๎ คํา pH ของ
อาหารเปลี่ยนแปลงเป็นกรดมากขึ้น ชึ่งหากไมํได๎ปรับคํา pH เริ่มต๎นของอาหารแตํละครั้ง ยํอมท าให๎ pH ของอาหาร
ที่เตรียมแตํละครั้งแตกตํางกัน ซึ่งอาจสํงผลให๎คํา pH ในอาหารหลังจากการเจริญของแบคทีเรียแตกตํางกันไปด๎วย  
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ตารางท่ี 20 ผลการศึกษาประสิทธิภาพการสร้างตุ่มดอกโดยแบคทีเรียสร้างสปอร์ 
 
 
 
 
 
  
 
 

2.2   การทดสอบการสร๎างตุํมดอกบนอาหารวุ๎น potato dextrose agar ที่มีการปรับสูตร  
           ในการทดลองขั้นตํอไปได๎มีการปรับเปลี่ยนวิธีการ โดยเปรียบเทียบชนิดของน้ าที่ใช๎ในการเตรียมอาหาร
เลี้ยงเชื้อทั้งน้ าประปาและน้ ากรอง และมีการปรับคํา pH ให๎ได๎อาหารเลี้ยงเชื้อที่มี pH เริ่มต๎นแตกตํางกัน คือ 6, 
6.5, 7, 7.5 รวมถึงปรับความชื้นของอาหารเลี้ยงเชื้อโดยเพิ่มปริมาณวุ๎นเป็น 2% เพ่ือให๎ความชื้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ
ลดลง โดยแผนการศึกษาได๎แสดงไว๎ในตารางที่ 21    
ตารางท่ี 21 แผนการศึกษาประสิทธิภาพการสร้างตุ่มดอกโดยแบคทีเรียสร้างสปอร์ที่ใช้อาหาร PDA ที่มีการ
ปรับสูตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ผลการศึกษา พบวําเชื้อเห็ดฟางท่ีเลี้ยงรํวมกับแบคทีเรีย B. subtilis B2 จะเจริญได๎ดีจนเข๎าใกล๎รอยแบคทีเรียที่ขีดไว๎
แตํไมํสามารถเจริญเต็มจานอาหารเหมือนจานควบคุมที่ไมํได๎ขีดรอยแบคทีเรียไว๎ และเมื่อเวลาผํานไปชํวงหนึ่งเส๎นใย
ของเชื้อเห็ดฟางจะสามารถเจริญผํานแนวแบคทีเรียที่ขีดได๎ (ในบางสายพันธุ์) สํวนเชื้อเห็ดฟางที่เลี้ยงรํวมกับเชื้อ
แบคทีเรีย P. polymyxa N10 เส๎นใยเห็ดฟางจะถูกยับยั้งได๎มากกวําเห็ดฟางที่เลี้ยงรํวมกับ แบคทีเรีย B. subtilis 
B2 คือเส๎นใยเห็ดฟางจะเจริญกระจุกอยูํบริเวณตรงกลางของจานอาหารและเจริญอยํางหนาแนํน และบางสายพันธุ์

สายพันธุ์แบคทีเรีย สายพันธุ์เห็ด สตูรอาหารเลี้ยง ผลการทดลอง
Paenibacillus polymyxa N10 Vvol -002 อาหาร PDA ปกติ ไมพํบการสร๎างตํุมดอก

Bacillus subtilis B2 Vvol -006
Vvol -007
Vvol -009
Vvol -010

สายพันธุ์แบคทีเรีย
สายพันธุ์เห็ด

ฟางทีใ่ชท้ดสอบ
อาหาร PDA ทีม่กีารปรับสูตร

Paenibacillus polymyxa N10 Vvol-019 น้ าประปา pH 6
 Bacillus subtilis B2 Vvol-021 น้ ากรอง pH 6

Vvol-024 น้ ากรอง pH 6.5
Vvol-029 น้ ากรอง p H7
Vvol-045 น้ ากรอง pH 7.5
Vvol-051 น้ ากรองวุน๎ 2%
Vvol-071
อยุธยา
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เส๎นใยของเห็ดฟางจะพยายามเจริญขึ้นเป็นแนวตรงขึ้นบนฝาจานอาหาร ซึ่งอาจเนื่องมาจากเส๎นใยเห็ดฟางถูก
แบคทีเรียยับยั้งจึงต๎องพยายามเจริญหนีไปในทิศทางอ่ืนอยํางไรก็ตาม ในทุกกรรมวิธีที่ทดสอบ ไมํพบการสร๎างตุํม
ดอกเลย ซึ่งแสดงให๎เห็นวํา จากสายพันธุ์เห็ดฟางท่ีใช๎ทั้งหมด 8 สายพันธุ์ รวมกับสายพันธุ์ที่ทดสอบในเบื้องต๎นอีก 5 
สายพันธุ์ รวมสายพันธุ์เห็ดฟางที่ใช๎ทั้งหมด 13 สายพันธุ์ เมื่อเลี้ยงรํวมกับแบคทีเรียคัดเลือกวําสามารถเพ่ิมผลผลิต
เห็ดฟางได๎ คือ P. polymyxa N10 และ B. subtilis B2 ไมํสามารถเกิดตุํมดอกบนอาหารวุ๎น PDA ในชํวง pH 6, 
6.5, 7 และ 7.5 ตลอดจนอาหาร PDA pH 6 ที่เตรียมจากน้ าประปาก็ตาม นอกจากนี้การลดความชื้นในอาหารโดย
เพ่ิมปริมาณวุ๎นให๎เป็น 2% ก็ไมํมีผลตํอการสร๎างตุํมดอกบนอาหารวุ๎น PDA เชํนกัน 
 เนื่องจากการทดลองนี้ขาดข๎อมูลเรื่องปัจจัยที่มีผลตํอการสร๎างตุํมดอกของเชื้อเห็ดฟางในจานอาหารเลี้ยง
เชื้อเนื่องจากไมํมีข๎อมูลที่รายงานจากงานวิจัยท าให๎เป็นอุปสรรคตํอการทดลองครั้งนี้ การเกิดตุํมดอกในสภาพ
ธรรมชาติที่พบจากโรงเรือนเพาะเห็ดเกิดได๎งํายกวําอาจเนื่องจากความสมบูรณ์ของอาหารที่มาจากปุ๋ยหมักและฟาง
ข๎าว ตลอดจนความชื้นในวัสดุเพาะเห็ด ความชื้นและอุณหภูมิในโรงเรือนเป็นต๎น  สิ่งที่ไมํสามารถท าได๎ในการทดลอง
นี้คือ เรื่องอุณหภูมิและความชื้นที่ใช๎ในการบํมเชื้อ เนื่องจากในห๎องปฏิบัติการขาด moist chamber ที่สามารถ
ควบคุมเรื่องอุณหภูมิ และความชื้น จึงท าให๎การทดลองนี้ไมํสามารถบรรลุผล  
 
ตารางท่ี 22 การทดสอบการสร้างตุ่มดอกของเชื้อเห็ดฟางท่ีเลี้ยงร่วมกับแบคทีเรีย B. subtilis B2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หมายเหตุ  + คือพบการสร๎างตุํมดอก   - คือไมํพบการสร๎างตุํมดอก 
 
 
 
 
 

น้ าประปา 
pH 6

น้ ากรอง pH
 6

น้ ากรอง pH
 6.5

น้ ากรอง pH
 7

น้ ากรอง pH
 7.5

น้ ากรอง+วุ้น
 2%

Vvol-019 - - - - - -
Vvol-021 - - - - - -
Vvol-024 - - - - - -
Vvol-029 - - - - - -
Vvol-045 - - - - - -
Vvol-051 - - - - - -
Vvol-071 - - - - - -
อยุธยา - - - - - -

สายพันธุ์เห็ดฟาง
อาหารวุ้น PDA ทีป่รับสูตร
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ตารางท่ี 23 การทดสอบการสร้างตุ่มดอกของเชื้อเห็ดฟางท่ีเลี้ยงร่วมกับแบคทีเรีย Paenibacillus polymyxa 
N10  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หมายเหตุ  + คือพบการสร๎างตุํมดอก   - คือไมํพบการสร๎างตุํมดอก 
 

อภิปรายและวิจารณ์ผล  
การที่ไมํประสบความส าเร็จในการกระตุ๎นให๎เกิดตุํมดอกบนอาหารเลี้ยงเชื้อไมํวําจะปรับสภาพแวดล๎อมทาง

กายภาพเชํน ความชื้นของอาหาร ความเป็นกรดดํางของอาหาร เนื่องจากข๎อมูลจาก Payapanon., et al. (2011) 
ที่รายงานการเกิดตุํมดอกนั้นไมํมีข๎อมูลในเรื่องปัจจัยทางกายภาพอธิบายไว๎ท าให๎ไมํสามารถเปรียบเทียบได๎ อีกทั้งยัง
ไมํมีรายงานเรื่องการเกิดตุํมดอกเห็ดฟางบนจานอาหารจากงานวิจัยอ่ืนๆ  ท าให๎เป็นอุปสรรคตํอการทดลองครั้งนี้ 
การเกิดตุํมดอกในสภาพธรรมชาติที่พบจากโรงเรือนเพาะเห็ดเกิดได๎งํายกวํา เนื่องจากความสมบูรณ์ของอาหารที่มา
จากปุ๋ยหมักและฟางข๎าว ตลอดจนความชื้นในวัสดุเพาะเห็ด ความชื้นและอุณหภูมิในโรงเรือน  เป็นต๎น  สิ่งที่ไมํ
สามารถท าได๎ในการทดลองนี้คือ เรื่องอุณหภูมิและความชื้นที่ใช๎ในการบํมเชื้อ เนื่องจากในห๎องปฏิบัติการขาด 
moist chamber ที่สามารถควบคุมเรื่องอุณหภูมิ และความชื้น จึงท าให๎การทดลองนี้ไมํสามารถทดสอบเพ่ิมเติมใน
เรื่องของอุณหภูมิและความชื้นที่ใช๎ในการบํมเชื้อวําจะมีผลตํอการสร๎างตุํมดอกหรือไมํ  อยํางไรก็ตามเนื่องจาก
วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้เพ่ือต๎องการตรวจสอบสายพันธุ์เห็ดฟางในห๎องปฏิบัติการวํามีประสิทธิภาพในการเกิด
ดอกมากน๎อยเพียงใด  ซึ่งโดยหลักการแล๎วถ๎าใช๎วัสดุเพาะจากธรรมชาติจะไมํสามารถควบคุมสารอาหารให๎เทํากันได๎ 
ท าให๎ไมํสามารถเปรียบเทียบผลได๎   การเปลี่ยนไปใช๎อาหาร synthetic medium หลายๆ สูตร ที่มีแหลํงคาร์บอน 
แหลํงไนโตรเจน แรํธาตุ วิตามิน growth factor ที่แตกตํางกัน เพ่ือเลียนแบบวัสดุเพาะจากธรรมชาติให๎มากที่สุด
อาจเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่นําสนใจ  นอกเหนือจาก ความชื้นของอาหาร ความเป็นกรดดํางของอาหาร  ตลอดจน
อุณหภูมิ ความชื้นในการบํมเชื้อดังท่ีกลําวมาแล๎ว 

น้ าประปา 

pH 6

น้ ากรอง pH

 6

น้ ากรอง pH

 6.5

น้ ากรอง pH

 7

น้ ากรอง pH

 7.5

น้ ากรอง+วุ้น

 2%
Vvol-019 - - - - - -
Vvol-021 - - - - - -
Vvol-024 - - - - - -
Vvol-029 - - - - - -
Vvol-045 - - - - - -
Vvol-051 - - - - - -
Vvol-071 - - - - - -
อยุธยา - - - - - -

สายพันธุ์เห็ดฟาง

อาหารวุ้น PDA ทีป่รับสูตร
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สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 
 การเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียสร๎างสปอร์ Paenibacillus polymyxa N10 และ Bacillus subtilis B2 รํวมกับ
เชื้อเห็ดฟาง 8 สายพันธุ์ บนอาหารเลี้ยงเชื้อ potato dextrose agar ที่ปรับปริมาณวุ๎นให๎เป็น 1.5% และปรับ pH 
ให๎อยูํในระดับ 6, 6.5, 7 และ 7.5 หรือปรับ pH ให๎เป็น 6 แตํใสํวุ๎น 2% หรือ ใช๎น้ าประปาเปรียบเทียบกับน้ ากรอง
ในการเตรียมอาหาร ก็ไมํสามารถท าให๎เกิดตุํมดอกได๎      
 เนื่องจากยังขาดการทดสอบเรื่องอุณหภูมิและความชื้นที่ใช๎ในการบํม จึงขอเสนอแนะให๎ ใช๎อุณหภูมิและ
ความชื้นรํวมเป็นตัวแปรในการทดสอบตํอไปหากสามารถท าได๎  
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