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บทคัดย่อ: บทคดัยอ่: การทดสอบในครัง้นีเ้พ่ือการคดัเลอืกเชือ้แบคทีเรียท่ีมีศกัยภาพสงูในการควบคมุโรคเห่ียว
สเคลอโรเตียม (Sclerotium wilt disease) และชว่ยสง่เสริมการเจริญเตบิโตของต้นมะเขือเทศในระยะ 1 เดือน
หลงัย้ายปลกู โดยเก็บเก็บรวบรวมเชือ้รา Sclerotium rolfsii สาเหตโุรคเห่ียวสเคลอโรเตียมจากตวัอยา่งพืชเป็น
โรค และจากตวัอยา่งดนิในแปลงปลกูมะเขือเทศ พริก เมลอ่น แตงโม ถัว่เขียว ถัว่พุม่ แก่นตะวนั และดาวเรือง 
ไ เหด็ฟางได้รวม 20 ไอโซเลต พบวา่มีลกัษณะการเจริญของเส้นใยเม่ือเพาะเลีย้งบนอาหาร PDA (Diffo®) ได้
หลายลกัษณะ คดัเลือกตวัแทนของเชือ้รา S. rolfsii 5 ไอโซเลต จากมะเขือเทศ (Sc-T0KKU01), เมลอ่น (Sc-
MeKKU01), แก่นตะวนั (Sc-JaKKU01, Sc-JaKKU01) และถัว่พุม่  (Sc-LeKKU01) มาทดสอบกบัเชือ้แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ Streptomyces-PR87, Bacillus spp. (Bacillus subtilis-PRKKU.1, Bacillus-B.K., Bacillus-NTS3, 
Bacillus-MS4, Bacillus-029., Bacillus-032 และ Bacillus-033) และ Serratia marcescens พบวา่เชือ้
แบคทีเรีย Bacillus ยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา S. rolfsii ได้อยา่งชดัเจนในทกุไอโซเลตท่ีทดสอบด้วยกรรมวิธี 
Dual culture bioassay โดย B. Subtilissubtilis-PRKKU.1, Bacillus-B.K., Bacillus-NTS3, Bacillus-B.MS4 
และ Bacillus-B.032 และเชือ้ Bacillus-033 มีเปอร์เซน็ต์การยบัยัง้เส้นใยเชือ้ S. rolfsii ท่ีระดบั 45-67.95%  
รองลงมาคือ Bacillus-029 ท่ียบัยัง้เชือ้ S. rolfsii ทกุไอโซเลตได้ 3030.772-55.64% สว่นเชือ้ Streptomyces-
PR87 และ S. marcescens ยบัยัง้เชือ้รา S. rolfsii ได้ 3 ใน 5 ไอโซเลตของเชือ้ S. rolfsii ท่ีทดสอบ เส้นใย
เชือ้รา S. rolfsii ตรงบริเวณท่ีถกูยบัยัง้โดยเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์มีความผิดปกตลิกัษณะตา่งๆ และลดความมี
ชีวิตของเมด็สเคลอโรเตียม ได้อยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิต ิ ผลการประเมินการควบคมุโรคเห่ียวสเคลอโรเตียมใน
โรงเรือนปลกูพืชทดลองพบวา่ แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus-MS4, Bacillus-NTS3 และ Bacillus-B.K. ลดการเกิด
โรคเห่ียวสเคลอโรเตียมของมะเขือเทศได้อยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิต ิและยงัชว่ยลดการเกิดโรคใบจดุแบคทีเรีย
จากเชือ้ Xanthomonas spp. ท่ีเกิดขึน้ในสภาพธรรมชาตไิด้อยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิตด้ิวย เชือ้ Bacillus ทัง้ 
3 ไอโซเลตมีการสร้าง 3-indole-acetic acid (IAA) ท่ีเก่ียวข้องกบับทบาทการสง่เสริมการเจริญเตบิโตของพืช
และปลดปลอ่ยออกมานอกเซลล์ได้ในระดบั 5.65-13.56 ไมโครกรัมตอ่/มิลลลิติร  จงึมีศกัยภาพสงูในการน�ำ
ไปพฒันาเป็นชีวภณัฑ์ควบคมุโรคเห่ียวสเคลอโรเตียมและชว่ยสง่เสริมการเจริญเตบิโตของมะเขือเทศตอ่ไป
ค�ำส�ำคัญ: การควบคมุโรคโดยชีววิธี (biological control), โรคมะเขือเทศ (Tomato disease), แบคทีเรียสง่เสริมการ
เจริญเตบิโตของพืช (plant growth promoting bacteria)
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บทน�ำ

	 โรคเห่ียวสเคลอโรเตียม (sclerotium wilt 
หรือ southern blight) เกิดจากเชือ้รา Sclerotium 
rolfsii ซึง่สามารถสร้างความเสียหายให้กบัพืช
เศรษฐกิจหลายชนิดทัว่โลก ทัง้พืชผกั ไม้ผล ไม้ดอก 
ไม้ประดบัและวชัพืชทัว่ไป เน่ืองจากมีพืชอาศยั
กว้างมากกวา่ 100 วงศ์ (Kator et al., 2015) พืชผกั
และไม้ดอกเศรษฐกิจท่ีส�ำคญั เชน่ พริก มะเขือเทศ 
แตงเมลอน แตงโม แตงกวา มนัฝร่ัง  ดาวเรือง  พืชไร่ 
เชน่ ถัว่ลสิง ถัว่พุม่ และพืชทางเลือกใหม ่ ไม้ดอกท่ี
ใช้สว่นหวัส�ำหรับเป็นผลติภณัฑ์ด้านสขุภาพ เชน่ 
แก่นตะวนั  (Jarusalem artichoke) ก็ได้รับความ
เสียหายจากเชือ้รา S. rolfsii เป็นอยา่งมาก (Sennoi 
et al., 2013) เชือ้รา S. rolfsii เข้าท�ำลายพืชได้ทกุ
ระยะการเจริญเติบโตและ เชือ้ราเจริญเส้นใยได้
รวดเร็วและอาศยัพกัตวัอยู่ในดินปลกูได้เป็นระยะ
เวลานานในรูปแบบของเส้นใยท่ีอัดแน่นเป็นเม็ด
สเคลอโรเตียม  
	 การควบคุมโรคเห่ียวสเคลอโรเตียมโดย
ทัว่ไปแนะน�ำการใช้วิธีการเขตกรรม คือ การจดัการ
แปลงปลูก ร่วมกับการใช้สารเคมีก�ำจัดเชือ้รา 
carboxin (ศศธิร, 2545) เพ่ือลดปริมาณเชือ้สาเหตุ
โรคในดิน ก่อนท่ีจะปลกูพืชรุ่นตอ่ไป ซึง่การใช้สาร
เคมีนัน้ก็ส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมและเกษตรกร
โดยตรง การน�ำเชือ้จลุนิทรีย์ปฏิปักษ์มาใช้ควบคมุ

โรคจงึเป็นแนวทางท่ียัง่ยืน ซึง่ประสบผลส�ำเร็จใน
การใช้เชือ้รา Trichoderma spp. และใช้กนัอยา่ง
แพร่หลาย  อยา่งไรก็ตาม เชือ้รา Trichoderma 
spp. ยงัมีข้อจ�ำกดัในด้านการควบคมุโรคท่ีเกิดจาก
เชือ้แบคทีเรียและในการใช้จ�ำเป็นต้องมีความชืน้ท่ี
มากพอเพียงจึงจะท�ำให้การควบคุมโรคเป็นไปได้
อยา่งมีประสทิธิภาพ แนวคดิเร่ืองการคดัเลือกเชือ้
แบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีสามารถควบคมุการเจริญของ
เชือ้รา S. rolfsii ได้และควบคุมโรคท่ีเกิดจาก
แบคทีเรียท่ีส�ำคญัและช่วยสง่เสริมการเจริญเติบโต
ของพืช โดยเฉพาะมะเขือเทศด้วยจงึเป็นวตัถปุระสงค์
ของการวิจยันี ้ แบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีมีศกัยภาพสงูใน
การยับยัง้การเจริญของเชือ้ราและเชือ้แบคทีเรีย
สาเหตโุรคพืชด้วยและช่วยสง่เสริมการเจริญเติบโต
ของพืชได้ท่ีเป็นท่ีรู้จกัหรือมีรายงานแล้ว ได้แก่ 
แบคทีเรีย Bacillus spp. (Schisler et al., 2004; 
Shafi et al., 2017), Streptomyces spp. 
(Elizabeth et al.,1999; เพชรรัตน์, 2551) และ 
Serratia marcescens มีรายงานการใช้ควบคมุโรค
เห่ียวสเคลอโรเตียมของถัว่ลสิง (Ordentlich et. al., 
1987) ดังนัน้จึงได้คัดเลือกเชือ้แบคทีเรียท่ีมี
ศกัยภาพท่ีดีทัง้สองคณุลกัษณะมาเพ่ือทดสอบการ
ควบคุมโรคเห่ียวสเคลอโรเตียมมะเขือเทศและ
สามารถสง่เสริมการเจริญเติบโตของมะเขือเทศได้ดี 
เพ่ือลดปัญหาการใช้สารเคมีอีกด้วย
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ABSTRACT: Total 20 isolates of Sclerotium rolfsii were isolated from infected plants or cultivated 
soil of tomato, pepper, melon, watermelon, cowpea, sunflower, Jerusalem artichoke and marigold. They 
showed variation on mycelium and sclerotium characteristics after cultured on PDA medium (Diffo®). 
Five isolates of S. rolfsii isolated from tomato (Sc-T0KKU01), melon (Sc-MeKK01), Jerusalem 
artichoke (Sc-JaKK01) , Sc-JaKK01 and cowper (Sc-LeKK01) were tested with Streptomyces-PR87, 
Bacillus subtilis-PRKKU.1, Bacillus-BK, Bacillus-NTS3, Bacillus-MS4, Bacillus-029., Bacillus-032 
and Bacillus-033) and Serratia marcescens by dual culture bioassay. The growth of S. rolfsii mycelium 
was clearly inhibited by  Bacillus subtilis-PRKKU.1, Bacillus-B.K, Bacillus-NTS3 and Bacillus-
MS4, Bacillus-032 or Bacillus-033 with highest percentage of inhibition range from 45% -67.95% 
Followed by the Bacillus-029 which showed 30.77% -55.64 % inhibition. The Streptomyces-PR87 
and S. marcescens inhibited 3/5 isolates of tested S. rolfsii. In green house condition, Bacillus-MS4, 
Bacillus-NTS3, and Bacillus-B.K. significantly reduced the number of sclerotium wilt disease plants 
of tomato. They also reduced percentage of bacteria spot infected plant (natural infection) caused by 
Xanthomonas spp. The Bacillus-MS4, Bacillus-NTS3, and Bacillus-B.K. produced 3-indole-acetic acid 
(IAA) which related to the role of plant growth promoting in the range of 5.65-13.56 micrograms per 
milliliter. These 3 Bacillus isolates, therefore, are highest potential to further development as bioproduct 
for control sclerotium wilt disease and promote growth of tomato plant.
Keywords: biological control, Tomato disease, plant growth promoting bacteria
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การส�ำรวจและเก็บตัวอย่างเชือ้สาเหตุโรคพืช 
S. rolfsii จากพชืต่างๆในเขตภาคตะวันออก
เฉียงเหนือ
	 ส�ำรวจและเก็บตวัอย่างพืชท่ีแสดงอาการ
โรคเห่ียวจากเชือ้รา S. rolfsii ได้แก่ มะเขือเทศ พริก 
แก่นตะวนั เมลอน แตงโม ดาวเรือง ถัว่ลสิง ถัว่เขียว 
หรือจากดินบริเวณท่ีพืชเป็นโรคเห่ียวสเคลอโรเตียม 
ในเขตจงัหวดัขอนแก่น และมหาสารคาม โดยใช้
เกณฑ์การพิจารณาจากสงัเกตลกัษณะอาการต้น
พืชท่ีมีอาการเห่ียว และพบเส้นใยขาว หยาบ บริเวณ
รอบโคนต้นพืช หรืออาจพบสว่นของเชือ้ (sign) ท่ี
เป็นลกัษณะเมด็สเคลอโรเตียม (sclerotium) ซึง่
เป็นเส้นใยของเชือ้ราท่ีอดัตวักนัแนน่ เป็นเมด็กลมสี
ด�ำจนถงึน�ำ้ตาลเข้มแกมด�ำ พบบริเวณโคนต้น น�ำ
มาแยกเชือ้ให้ได้เชือ้บริสุทธ์ิบนอาหาร Potato 
Dextrose Agar (PDA) ส่วนตัวอย่างดินใช้วิธี 
Baiting โดยน�ำตัวอย่างดินมาใส่ลงในกล่อง
พลาสตกิ เติมน�ำ้ลงไปเลก็น้อยพอให้ดนิชืน้ แล้ววาง 
เมล็ดถั่วลิสงท่ีนึ่งฆ่าเชือ้แล้วลงไปบนตัวอย่างดิน 
บม่ท่ีอณุหภมิู 25 องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง 
และจึงแยกเส้นใยเชือ้ราออกจากเมล็ดถัว่ลิสงตาม
วิธี direct isolation เพาะเลีย้งเชือ้ไว้บนอาหาร 
PDA เก็บรักษาเชือ้ท่ีแยกได้บริสทุธ์ิไว้บน PDA 
slant ท่ีอณุหภมิูห้องและท่ี 10-12 องศาเซลเซียส

การศกึษาลักษณะการเจริญของเชือ้รา S. rolfsii 
บนอาหาร PDA
	 น�ำเชือ้ S. rolfsii ท่ีแยกได้จากพืชอาศยั
ตา่งๆ มาเพาะเลีย้งบนอาหาร Potato Dextrose 
Agar (PDA) (diffo®) แล้วบม่ไว้ท่ีอณุหภมิู 28 
องศาเซลเซียสนานจนกว่าจะสร้างเม็ดสเคลอโรเตี
ยม ท่ีระยะเวลา 7 วนั สงัเกตลกัษณะการเจริญของ
เส้นใย การสร้างเมด็ ขนาด และสีของเมด็สเคลอโร
เตียม ท�ำการทดสอบ 3 ซ�ำ้ตอ่ไอโซเลตของเชือ้

การทดสอบความสามารถในการก่อโรคของ
เชือ้สาเหตุ S.rolfsii ในระดบัห้องปฏบิตักิาร
	 เตรียมเชือ้ S. rolfsii ไอโซเลตท่ีแยกได้จาก
พืชชนิดตา่งๆ และตวัอยา่งดนิท่ีแยกเชือ้ได้ จากข้อ 
1 น�ำมาเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA นาน 5 

วนั จากนัน้เตรียมผลมะเขือเทศสกุ โดยท�ำความ
สะอาดฆา่เชือ้ท่ีผิว โดยใช้ 3% NaOCl (Clorox®) 
แชน่าน 5 นาที ล้างออกด้วยน�ำ้สะอาด แล้วผึง่ให้
แห้ง วางผลมะเขือเทศลงในกลอ่งพลาสตกิ ท�ำแผล
จ�ำนวน 1 แผลบนผล มะเขือเทศโดยใช้เข็มเข่ีย
ปลายแหลมลนไฟให้ร้อนแดง ตามหลกั Aseptic 
technique ตดัชิน้วุ้นท่ีมีเส้นใยของเชือ้ S. rolfsii 
เจริญอยูด้่วย cork borer ขนาด 0.5 เซนตเิมตร แล้ว
น�ำไปแปะบนผลมะเขือเทศ ตรงจดุท่ีท�ำแผลไว้แล้ว 
กรรมวิธีควบคมุปกตคืิอ ชิน้วุ้นอาหาร PDA วางผล
มะเขือเทศทดสอบไว้ในกลอ่งชืน้ สงัเกตการการ
เจริญของเส้นใยเชือ้รา S. rolfsii บนผลมะเขือเทศ ท่ี
ระยะ 5, 7 และ 14 วนั หลงัท�ำการปลกูเชือ้ทดสอบ

การคัดเลือกเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ยับยัง้เชือ้ 
S.rolfsii ในระดบัห้องปฏบิตักิาร
	 เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีน�ำมาทดสอบ
ได้แก่ เชือ้ Streptomyces-PR87, Bacillus subtilis-
PRKKU.1, Bacillus-B.K., Bacillus-NTS3, 
Bacillus-MS4, Bacillus-029., Bacillus-032และ 
Bacillus-033 และ Serratia marcescens เลีย้งเชือ้
รา S. rolfsii บนอาหารเลีย้งเชือ้รา Potato Dextrose 
Agar(PDA) อาย ุ 5 วนั และเลีย้งเชือ้แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ Streptomyces-PR87 บนอาหารเลีย้งเชือ้
แบคทีเรียจ�ำเพาะ Arginine glycerol mineral salt 
agar (AGMA) เป็นเวลา 7 วนั เชือ้ Bacillus spp. 
ทัง้ 7 ไอโซเลต และ S. marcescens เพาะเลีย้งไว้
บนอาหารเลีย้งเชือ้แบคทีเรีย Nutrient agar(NA) 
เป็นเวลา 48 ชัว่โมงก่อนน�ำมาทดสอบ  dual culture 
bioassay

การทดสอบ Dual culture bioassay
	 ใช้ cork borer ขนาดเส้นผา่นศนูย์5 
มิลลเิมตรตดัชิน้วุ้นเส้นใยเชือ้ S.rolfsii  น�ำไปวาง
บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ตรงต�ำแหนง่ท่ีก�ำหนดให้
ห่างจากจุดท่ีวางชิน้วุ้ นท่ีมีเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์
เจริญอยู ่5 เซนตเิมตร และในกรรมวิธีควบคมุใช้ชิน้
วุ้นอาหาร PDA บม่เชือ้ท่ีอณุหภมิู 28 องศาเซลเซียส 
และบนัทกึผลการทดลองท่ี 7 วนั วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD 4 ซ�ำ้ต่อไอโซเลตของเชือ้
แบคทีเรียปฏิปักษ์ เม่ือครบ 7 วนั จงึน�ำสว่นของ
ปลายเส้นใยเชือ้ S.rolfsii มาตรวจสอบการ
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เปลี่ ยนแปลงของเ ส้นใยเ ชื อ้ราสาเหตุโรคใต้
กล้องจลุทรรศน์ compound microscope  และ
บนัทกึการสร้างเมด็สเคลอโรเตียม

ศึกษาผลกระทบของสารเมตะบอไลท์จากเชือ้
แบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการงอกของเม็ดสเคลอ
โรเตยีม
	 น�ำเม็ดสเคลอโรเตียมท่ีได้จากการทดสอบ 
dual culture bioassay นาน 14 วนั มาประเมิน
ความงอก มีขัน้ตอนตอ่ไปนี ้ ใช้คีมคีบเมด็สเคลอโร
เ ตียมมาฟอกฆ่าเ ชื อ้บริ เวณผิวโดยการแช่ใน
สารละลาย 4% Clorox® (v/v) นาน 3 นาที แล้วล้าง
ออกด้วยน�ำ้กลัน่นึง่ฆา่เชือ้ วางบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
WA (Kamal et al., 2015) สงัเกตการเปลี่ยนแปลง
ความงอกของเส้นใยจากเมด็ สเคลอโรเตียมท่ีชว่ง
เวลา 24 ชัว่โมงหลงัวางเมด็ โดยก�ำหนดการให้แสง 
12/12 ชัว่โมง จงึตรวจนบัการงอกของเส้นใย
(Boukaew et al., 2013)โดยคิดจากสตูรค�ำนวณ 
ดงันี ้

viability(%) = (R1-R2)/R1 x 100

ก�ำหนดให้ 	 R1 แทน จ�ำนวนเมด็ sclerotia 
ในหนว่ยทดลองควบคมุท่ีมีการงอก
		  R2 แทน จ�ำนวนเมด็ sclerotia 
ในหน่วยทดลองท่ีทดสอบด้วยเชือ้จลุินทรีย์ปฏิปักษ์
ท่ีมีการงอก

ประสิทธิภาพของเชือ้แบคทเีรียปฏปัิกษ์ในการ
ควบคุมโรคเหี่ยวสเคลอโรเตยีม
	 น�ำเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีใช้ทดสอบ 
dual culture bioassay มาทดสอบการควบคมุโรค
เห่ียวต้นมะเขือเทศในระดบักระถาง มาเพาะเลีย้ง
บนอาหารเลีย้งเชือ้ Nutrient Agar(NA) เป็นเวลา 
48 ชัว่โมง บม่ไว้ท่ีอณุหภมิูควบคมุ 25 องศาเซลเซียส 
แล้วจงึเตรียมเซลล์แขวนลอยเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ 
(cell suspension) น�ำไปวดัคา่การดดูกลืนแสง ท่ี
คา่ความยาวคลื่น 600 nm. (OD=2) ส�ำหรับใช้ใน
การทดลองด้วยวิธีการฉีดเข้าซอกก้านใบ และการ
พน่ใบ ทกุสปัดาห์ เป็นเวลา 3 สปัดาห์ 
	 เพาะเมล็ดมะเขือเทศ พันธุ์สีดาลงวัสดุ
เพาะพีทมอสในถาดหลมุ ขนาด 104 หลมุ ดแูล

รดน�ำ้และควบคมุแมลงพาหะน�ำเชือ้ไวรัส จนอายุ
กล้าได้ 1 เดือน จงึน�ำมาทดสอบในกระถางขนาด 4 
นิว้เตรียมไว้ทดสอบ 10 กระถางตอ่กรรมวิธี

การเตรียมเชือ้ S. rolfsii ที่ใช้ปลูกเชือ้
	 แชเ่มลด็ข้าวเปลือกในน�ำ้ 1 ชัว่โมง แล้วน�ำ
มาแชใ่น 10% NaOCl (Clorox®) นาน 1 ชัว่โมง 
แล้วน�ำมาผึง่ให้แห้งหมาด แบง่ใสถ่งุพลาสตกิทน
ร้อน นึง่ฆา่เชือ้ นาน 20 นาที เม่ือข้าวเปลือกนึง่เย็น
ตวัลง จงึย้ายเชือ้ S. rolfsii-T0KKU01 ลงไป บม่เชือ้
นาน 10 วนั จงึน�ำไปปลกูเชือ้บนต้นมะเขือเทศ ใน
อตัรา 2 กรัม/กระถาง

กรรมวธีิในการทดสอบ ประกอบด้วย
ก. การฉีด (Inject) เชือ้ปฏิปักษ์ความเข้มข้น OD 2 
ครัง้ละ 1 มิลลลิติร จ�ำนวน 3 ครัง้ แตล่ะครัง้หา่งกนั 
7 วนัหลงัย้ายปลกู
	 กรรมวิธี Inject + Serratia marcescens, 
Inject + Streptomyces-PR87, Inject+ Bacillus 
subtilis-PRKKU.1, Inject + Bacillus-B.K., Inject 
+ Bacillus-NTS3, Inject + Bacillus-MS4, Inject 
+ Bacillus-029, Inject + Bacillus-s.032, Inject+ 
Bacillus-033, Inject+ control (sterile distilled 
water)
ข. การฉีดพน่ (Spray) เชือ้ปฏิปักษ์  OD 2 จนเปียก
ทัว่ใบและล�ำต้นจ�ำนวน 3 ครัง้ แตล่ะครัง้หา่งกนั 7 
วนัหลงัย้ายปลกู
	 กรรมวิธี Spray + Serratia marcescens, 
Spray + Streptomyces-PR87, Spray+ Bacillus 
subtilis-PRKKU.1, Spray + Bacillus-B.K, Spray 
+Bacillus-.NTS3, Spray + Bacillus-MS4, Spray 
+ Bacillus-029, Spray+ Bacillus-s.032, Spray + 
Bacillus-033, Spray + Control(sterile distilled 
water)
	 แตล่ะกรรมวิธีทดสอบ 5 ซ�ำ้ วางแผนการ
ทดลองแบบ factorial in CRD วิเคราะห์ความแตก
ตา่งทางสถิตโิดยวิธี DMRT  โรคเห่ียวสเคลอโรเตียม
ภายหลงัจากการปลกูเชือ้ S. rolfsii-ToKK01 ไป
แล้ว 1 สปัดาห์ และประเมินการเกิดโรคทางใบท่ีเกิด
ขึน้ตามสภาพธรรมชาต ิท่ี 3 สปัดาห์หลงัย้ายปลกู
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การศึกษากลไกที่เก่ียวข้องกับการส่งเสริมการ
เจริญเตบิโตของพชื: การสังเคราะห์ indole-3- 
acetic acid (IAA)
	 ตรวจสอบการสร้าง IAA ของ Bacillus 
spp. ทัง้ 7 ไอโซเลตและ S. marcescens ในห้อง
ปฏิบตักิารด้วยวิธี Salkowski’s method ตามวิธีท่ี
ดดัแปลงโดย อศัศริิ และเพชรรัตน์ (2556) เปรียบ
เทียบกบัเชือ้ Streptomyces-PR87 โดยปรับชว่ง
ระยะเวลาการเลือกชว่งระยะการเจริญ Growth 
stage ของแบคทีเรียท่ีเหมาะสมตอ่เชือ้แบคทีเรีย
แตล่ะชนิด

ผลการศกึษา

การศกึษา ส�ำรวจและเกบ็รวบรวมเชือ้สาเหตุ
โรคเหี่ยวสเคลอโรเตยีม (Sclerotium wilt disease)
	 แยกเชือ้รา Sclerotium spp.ได้ทัง้หมด 
20 ไอโซเลต (Table 1) โดยเชือ้สาเหต ุS. rolfsii มี
ลกัษณะการเจริญของเส้นใยเชือ้แตกตา่งกนัไปบ้าง
เม่ือเพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ท่ีระยะ 5 วนั 
โดยเชือ้ท่ีแยกได้จากพริก มะเขือเทศ แตงโม และเม
ลอ่น ไอโซเลต Sclerotium-ToKKU01, Sclerotium-
ToKKU011, Sclerotium-ToNK01, Sclerotium-
ToChNK01, Sclerotium-Wa01, Sclerotium-
MeCh021, Sclerotium-MeKo031, Sclerotium-
MeKo032, และ Sclerotium-MeKo033 มีลกัษณะ
เส้นใยสีขาวหยาบ ไมฟ่ ู บนผิวหน้าอาหารเลีย้งเชือ้ 
PDA พบการสร้างเมด็สเคลอโรเตียมท่ีระยะ 7 วนั
หลงัจากเลีย้งเชือ้ เม็ดสเคลอโรเตียมกลม ขนาดเลก็ 
เส้นผา่นศนูย์กลางประมาณ 1-3 มิลลเิมตร สี
น�ำ้ตาลออ่นจนถงึเข้ม สว่นเชือ้ S. rolfsii ท่ีแยกได้
จากตวัอยา่งของถัว่พุม่ ถัว่ลสิง แก่นตะวนั และดาว
เรือง ได้แก่ ไอโซเลต Sc-LeKKU01, Sc-BeKKU01, 
Sc-GAKKU01, Sc-JaKKU01, Sc-JaKKU02, Sc-
MgFKKU01, Sc-MgFKKU02 และ Sc-MgFKKU03 มี
ลกัษณะเส้นใยสีขาวหยาบ ฟบูนผิวหน้า PDA 
คล้ายดอกไม้ พบการสร้างเม็ดสเคลอโรเตียมท่ี
ระยะ 7 วนัหลงัจากเลีย้งเชือ้ ลกัษณะเมด็สเคลอโร
เตียมกลม ขนาดเลก็ เส้นผา่นศนูย์กลางประมาณ 
2-5 มิลลเิมตร สีน�ำ้ตาลออ่นจนถงึเข้ม มีขนาดไม่
สม�่ำเสมอ น�ำตวัแทนของเชือ้ S. rolfsii จากพืช
แตล่ะชนิด คือ Sc-ToKKU01, Sc-BeKKU01, Sc-

MeKKU01, Sc-WaKKU01, Sc-MgFKKU01, Sc-
JaKKU01, Sc-JaKKU02 และ Sc-LeKKU01 มา
ทดสอบการเกิดโรคบนผลมะเขือเทศพบวา่ ทกุสาย
พนัธุ์มีความสามารถในการก่อโรคในผลมะเขือเทศ
ได้ 

การทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้แบคทีเรีย
ปฏปัิกษ์ในการยับยัง้การเจริญของเชือ้รา S. rolfsii 
ไอโซเลตต่างๆ
	 ความสามารถในการยบัยัง้การเจริญของ
เส้นใยเชือ้รา S. rolfsii พบวา่ เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์
ท่ีสามารถยบัยัง้เชือ้ S. rolfsii ได้ทัง้ 5 ไอโซเลต เกิด
แ น ว ยั บ ยั ้ ง ไ ด้ ก ว้ า ง ม า ก ท่ี สุ ด ไ ด้ แ ก่ 
B.subtilis-PRKKU.1, Bacillus-B.K., Bacillus-
NTS3 และ Bacillus-MS4, Bacillus-032 และ 
Bacillus-033 มีเปอร์เซ็นต์การยับยัง้เส้นใยเชือ้ 
S. rolfsii ในชว่ง 45%-67.95%  รองลงมาคือ 
Bacillus-029 ท่ียบัยัง้เชือ้ Sclerotium-ToKKU01 
ได้ 38.72% สว่นการยบัยัง้ S. rolfsii ไอโซเลตอ่ืนๆ 
อยูใ่นระดบัสงูมากไมแ่ตกตา่งจากเชือ้ Bacillus spp. 
ในกลุม่ 6 ไอโซเลตแรก สว่นเชือ้ Streptomyces-
PR87 และ S. marcescens ยบัยัง้เชือ้รา S. rolfsii 
ได้บางไอโซเลตเทา่นัน้ โดยเชือ้ Streptomyces-
PR87 ไมย่บัยัง้เชือ้ Sclerotium-JaKKKU02 และ 
Sclerotium-MeKKU01 สว่นในเชือ้ Sclerotium-
ToKKU01 ยบัยัง้ได้เพียง 15.64%, ยบัยัง้เชือ้ 
Sclerotium-JaKKU02 ได้ 34.36% และ ยบัยัง้ 
Sclerotium-LeKKU01 ได้ 21.37% สว่นเชือ้ S. 
marcescens ยบัยัง้ได้ชดัเจนใน Sclerotium-
ToKKU01 30.77% แตย่บัยัง้ Sclerotium-
JaKKU01 ได้เลก็น้อย 12.83% (Table 2)

การเปล่ียนแปลงของเส้นใยเชือ้รา S. rolfsii ที่
ได้จาก dual culture bioassay
	 ผลการศึกษาลักษณะของเส้นใยเชือ้รา 
S. rolfsii บริเวณแนวยบัยัง้ในการทดสอบ dual 
culture bioassay มาตรวจใต้กล้องจลุทรรศน์ พบ
ว่ามีการเปลี่ยนแปลงได้หลายลกัษณะขึน้อยู่กบัไอ
โซเลตของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ โดยใน Bacillus-
NTS3, B. subtilis และ Bacillus-033 พบเส้นใยท่ี
แตกหกัหรือเสียรูปร่างมากกวา่ไอโซเลตอ่ืนๆ ท่ีพบ
เป็นเส้นใยท่ีลีบ มีขนาดเลก็ลงกวา่เส้นใยในกรรมวิธี
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ควบคมุ หรือมีองค์ประกอบภายในเส้นใยลดน้อยลง 
เชน่ในกรรมวิธีท่ีได้รับเชือ้ Streptomyces-PR87, 
Bacillus-B.K., Bacillus-B.029 และ Bacillus-032  
สว่นในกรรมวิธีท่ีได้รับเชือ้ S. marcescens เส้นใย
ของเชือ้ S. rolfsii มีขนาดใหญ่ขึน้ บวมพองหรือ 
หงิกงอมากกวา่เส้นใยปกต ิ

เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของเม็ดสเคลอโรเตียม
ที่ได้จากการทดสอบ dual culture bioassay
	 เม่ือน�ำเม็ดสเคลอโรเตียมจากไอโซเลต 
Sclerotium-ToKKU01 และ S. rolfsii-MeKKU01 ท่ี
เกิดขึน้ในจานอาหารเลีย้งเชือ้หลงัจากทดสอบ dual 
culture bioassay มาตรวจสอบความมีชีวิตโดย
ก�ำหนดตวับง่ชีค้วามมีชีวิตคือ สามารถงอกเส้นใย
ได้เม่ือน�ำมาวางไว้บนอาหาร WA ภายใน 2 วนั พบ
วา่เมด็สเคลอโรเตียมของเชือ้ S. rolfsii ทัง้สองไอโซ

เลตท่ีได้รับสารเมตะบอไลท์ท่ีปลดปล่อยออกจาก
เซลล์เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ไอโซเลต
ตา่งๆ และ Streptomyces-PR87 ลงสูอ่าหาร
ทดสอบนัน้มีเปอร์เซน็ต์การงอกต�่ำกวา่เม็ดสเคลอโร
เตียมจากกรรมวิธีควบคมุ และกรรมวิธีท่ีใช้ S. 
marcescens ท่ีมีการงอกได้ 100%  มีแนวโน้มไป
ในทางเดียวกนักบัผลการยบัยัง้การเจริญของเส้นใย
เชือ้ S. rolfsii ทัง้ 5 ไอโซเลตท่ีน�ำมาทดสอบ dual 
culture bioassay (Table 3)	

ประสิทธิภาพของเชือ้แบคทเีรียปฏปัิกษ์ในการ
ควบคุมโรคเหี่ยวสเคลอโรเตียมในสภาพโรง
เรือนทดลอง
	 ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเห่ียว
สเคลอโรเตียม เม่ือประเมินท่ี 4 สปัดาห์ (ภายหลงั
จากการปลกูเชือ้ S. rolfsii-ToKK1 ได้ 1 สปัดาห์) 
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Table 1 Isolate of Sclerotium spp. collected from infected plant or cultivated soil in Khon Kaen 
and Mahasarakham Provinces

Number plant  Cultivated soil location Year.(A.D.)

1.	 Sc.-ToKKU01 Tomato - Khon Kaen 2015
2.	 Sc.-MeKKU011 Melon - Khon Kaen 2015

3.	 Sc.-MeCh021 - Melon Mahasarakham 2015
4.	 Sc.-MeKo031 - Melon Mahasarakham 2016
5.	 Sc.-MeKo032 Melon - Mahasarakham 2016
6.	 Sc.-MeKo033 Melon - Mahasarakham 2016
7.	 Sc.-JaKKU01 - Jerusalem artichoke Khon Kaen 2015

8.	 Sc.-JaKKU02 Jerusalem artichoke - Khon Kaen 2015
9.	 Sc.-JaKKU03 Jerusalem artichoke - Khon Kaen 2015
10.	 Sc.-JaBKKU01 - Jerusalem artichoke Khon Kaen 2015
11.	 Sc.-GrKKU01 Groundnut - Khon Kaen 2015
12.	 Sc.-GFKKU02 - Groundnut Khon Kaen 2016
13.	 Sc.-MgKKU01 Marigold - Khon Kaen 2015
14.	 Sc-MgKKU02 Marigold - Khon Kaen 2015
15.	 Sc.-MgKKU03 - Marigold Khon Kaen 2015
16.	 Sc.-WaKKU01 Watermelon - Khon Kaen 2015
17.	 Sc.-BeKKU01 Cowpea - Khon Kaen 2015
18.	 Sc.-GAKKU01 - Bean Khon Kaen 2015
19.	 Sc.-LeKKU01 - Long Bean Khon Kaen 2016
20.	 Sc.-LeKKU02 Long Bean - Khon Kaen 2015
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Table 2 Percentages Inhibition growth of mycelium Sclerotium rolfsii  by various antagonistic 
bacteria as measure by dual culture bioassay

Treatment Percentages Inhibition growth of S. rolfsii (%)1

Isolate of Sclerotium rolfsii
ScT0KK01 ScJaKK01 ScJaKK02 ScLeKK01 ScMeKK01

Streptomyces-PR87 15.64cd 0 34.36e 21.37a 0
B.subtilis-PRKKU.1 64.41ab 60.31b 67.95ab 58.97a 57.44a

Bacillus-B.K. 50.26b 57.69b 61.80abc 54.36a 58.20a

Bacillus-NTS3 45.64ab 64.36ab 61.02abc 54.87a 51.28a

Bacillus-MS4 51.03ab 65.13b 61.79a 55.89a 53.85a

Bacillus-029 38.72c 47.95b 55.64de 49.23a 30.77b

Bacillus-032 46.92ab 54.87b 59.49bc 56.66a 82.82ab

Bacillus-033 48.46a 54.61b 61.47cd 53.07a 55.39a

S. marcescens 30.77d 7.69c 12.82e 0 0
F-test ** ** ** ** **
%CV 11.81 17.51 9.17 20.69 17.26

Table 3 Effects of extracellular secondary metabolites from antagonistic bacteria to germination 
of sclerotia of S.rolfsii isolated from tomato and melon after dual culture bioassay for 14 

Treatment Germination of sclotia on WA(%)1/

Sc-T0KKU01 Sc-MeKKU01
ST- PR87 53.00cde 43.00e
B. subtilis-PRKKU.1 43.00de 60.00de
Bacillus-K. 39.00e 59.00de
Bacillus-NTS3 60.00cd 64.00cd
Bacillus-MS4 53.00cde 67.00bcd
Bacillus-029 51.00cde 84.00ab
Bacillus-032 68.00bc 79.00bcd
Bacillus-033 83.00ab 55.00de
S. marcescens 100.00a 100.00a
Control PDA 100.00a 100.00a
F-test ** **
%CV 20.49 17.72

1 Each value within a column by same letter(S) are not significantly different at P<0.05 using DMRT.



สรุปและวจิารณ์ผลการทดลอง

	 เชือ้รา S. rolfsii มีพืชอาศยักว้าง และมี
ความหลากหลายในลกัษณะของเส้นใยท่ีเจริญบน
อาหาร PDA ทัง้ความเร็วในการสร้างเส้นใยและการ
สร้างเมด็สเคลอโรเตียม เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีมี
ประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญของเส้นใย

เชือ้รา S. rolffsii ได้อยา่งชดัเจน และกว้างขวาง 
ท�ำให้เส้นใยของเชือ้ S. rolfsii มีลกัษณะผิดปกต ิ 
ลดความมีชีวิตของเมด็สเคลอโรเตียมได้ และการ
ควบคุมโรคเห่ียวสเคลอโรเตียมของมะเขือเทศใน
โรงเรือนทดลองท่ีคดัเลือกไว้ 3 ไอโซเลต ได้แก่ 
Bacillus-MS4, Bacillus-NTS3 และ Bacillus-BK 
น่าจะมีศกัยภาพสงูในการเป็นเชือ้แบคทีเรียเอนโด
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Table 4 Efficacy of antagonistic bacteria (9 isolates) to control sclerotium wilt disease (after 
inoculation) and bacterial spot disease (natural infection) after application by injection or 
spraying method

Treatment  % diseased plants after 
inoculation with S. rolfsii

% of bacterial spot 
disease plants

Inject + Serratia marcescens 100.00a 25.00b

Inject + Streptomyces-PR87 10.00ghi 20.00c

Inject + B.subtilis-PRKKU.1 15.00fght 25.00b

Inject + Bacillus-B.K. 20.00fght 14.00d

Inject + Bacillus-NTS3 10.00ght 6.00e

Inject + Bacillus-MS4 5.00hi 16.200d

Inject + Bacillus-029 20.00fght 0.00f

Inject + Bacillus-032 20.00fght 50.00a

Inject + Bacillus-033 10.00ght 0.00f

Inject  + control (sterile distilled water) 70.00cd 25.00b

Spray + Serratia marcescens 75.00bc 27.00b

Spray + Streptomyces-PR87 35.00ef 25.00b

Spray + B. subtilis-PRKKU.1 30.00efg 25.00b

Spray + Bacillus-B.K. 15.00fghi 24.00b

Spray + Bacillus-NTS3 25.00fgh 0.00f

Spray + Bacillus-MS4 0.00i 15.00d

Spray + Bacillus-029 50.00de 3.00ef

Spray + Bacillus-032 60.00cd 0.00f

Spray + Bacillus-033 100.00a 0.00f

Spray + Control (sterile distilled water) 95.00ab 25.00b

F-test(A*B) ** **
(%)CV 45.05 15.96

* Each value represent the five replication and Mean within a column by same letter(S) are not significantly dif-
ferent at P<0.05 using DMRT, ns = non significantly. Antagonist activity, I : Inhibition of interaction with Sclero-
tium-ToKKU01 Isolate and Antagonistic bacterial Isolate factor test.
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ไฟต์ท่ีสามารถควบคมุโรคเห่ียว สเคลอโรเตียมด้วย 
เม่ือประเมินจากผลการทดสอบทัง้วิธีการท่ีฉีดเชือ้
เข้าไปในล�ำต้นโดยตรงและการพน่ใบ/ล�ำต้นจ�ำนวน 
3 ครัง้หา่งกนัทกุสปัดาห์ ก่อนการปลกูเชือ้ S. rolfsii  
และมีศักยภาพควบคุมโรคใบจุดท่ีเกิดจากเชือ้
แบคทีเรียท่ีเกิดขึน้ตามสภาพธรรมชาติในระหว่าง
ท่ีท�ำการทดสอบด้วย ซึง่สอดคล้องกบัผลการทดสอบ
การยับยัง้เชือ้แบคทีเรีย Xanthomonas spp. 
สาเหตโุรคใบจดุแบคทีเรียของพริก-มะเขือเทศโดย 
dual culture bioassay เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ทัง้ 3 
ไอโซเลตสามารถสร้างสาร IAA และปลดปลอ่ยออก
มานอกเซลล์ได้ในปริมาณมากตัง้แต ่ 5.65-13.56 
ไมโครกรัม/มิลลลิติร สว่นเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ 
Streptomyces-PR87 ท่ีเป็นเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์
ท่ีมีฤทธ์ิควบคมุโรคได้กว้างทัง้เชือ้รา เชือ้แบคทีเรีย
สาเหตโุรคท่ีส�ำคญัของพืชวงศ์แตง (ภทัรกร, 2548; 
เพชรรัตน์, 2551) โรคถอดฝักดาบของข้าว 
(ประภสัสร, 2560) ควบคมุเชือ้ราสาเหตโุรคแอน
แทรกโนสและควบคมุไส้เดือนฝอยรากปมของพริก
ได้ (รัตกิาล และคณะ, 2556) และผลติสาร IAA ได้
มาก ชว่ยกระตุ้นภมิูต้านทานตอ่เชือ้ไวรัสได้  (อศัศริิ 
และเพชรรัตน์, 2556; วีรกรณ์ 2557) พบวา่ ยบัยัง้
การเจริญของเส้นใยเชือ้รา S. rolfsii ได้ต�่ำกวา่เชือ้ 
Bacillus ทัง้ 3 ไอโซเลต และมีข้อจ�ำกดัในการเพาะ
เลีย้งขยายเชือ้ท่ีใช้เวลานานกวา่เชือ้ Bacillus spp. 
ดังนัน้เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus-MS4, 
Bacillus-NTS3 และ Bacillus-BK  จงึเป็นเหมือน
เชือ้ปฏิปักษ์ทางเลือกใหม ่ ท่ีเหมาะกบัการวิจยัและ
พฒันาตอ่เป็นชีวภณัฑ์ควบคมุโรคเห่ียวสเคลอโรเตียม 

โรคใบจุดแบคทีเรีย และช่วยส่งเสริมการเจริญ
เติบโตของมะเขือเทศด้วย ส่วนเชือ้แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ไอโซเลตอ่ืนๆ ท่ีใช้ในการวิจยัครัง้นีส้ามารถ
น�ำไปใช้พิจารณาใช้ประโยชน์ในการควบคมุโรคพืช
ชนิดอ่ืนๆ และชว่ยสง่เสริมการเจริญเตบิโตของพืช
ได้เชน่เดียวกนั   สว่น เชือ้ S. marcescens ไอโซเลต
ท่ีใช้ในการวิจยันีย้บัยัง้เชือ้รา S. rolfsii ได้เลก็น้อย
ในบางไอโซเลต แตมี่ความสามารถในการสร้างสาร 
IAA ได้สงูมากท่ีสดุ เชือ้เจริญเติบโตได้รวดเร็ว จงึนา่
จะน�ำไปใช้ในแง่ของการเป็นจุลินทรีย์ช่วยส่งเสริม
การเจริญเติบโตของพืชทัง้ในด้านการใช้แบบเด่ียว
หรือการศึกษาการเ ข้ากันได้กับเ ชื อ้จุลินทรี ย์
ปฏิปักษ์ชนิดอ่ืนๆ เพ่ือน�ำไปใช้แบบ consortium 
ของเชือ้จลุนิทรีย์ท่ีดีส�ำหรับการผลติพืช หรือการน�ำ
ไปทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคท่ีเกิด
จากเชือ้ราสาเหตุโรครากเน่าหรือโคนเน่าและเชือ้
สาเหตโุรคทางใบเชน่ ใบจดุ ใบไหม้ อ่ืนๆ เชน่เดียว
กบัรายงานโดย  Dhar Purkayastha et al., (2018) 
ท่ีใช้ควบคมุโรคทางใบและรากเน่าของต้นชาท่ีเกิด
จากเชือ้ราชนิดตา่งๆ ได้แก่ Lasiodiplodia 
theobromae (Root rot or diplodia) , Rhizoctonia 
solani (Root rot), Sphaerostilbe repens (Violet 
root rot), Fomes lamaoensis(Soft rot), Ustulina 
zonata (Stump rot), Poria hypobrunnae (Poria 
root rot and stem canker), Pestalotiopsis theae 
(Grey blight), Colletotrichum camelliae (Brown 
blight) Curvularia eragrostidis (Leaf spot) และ
ช่วยสง่เสริมการเจริญเติบโตของต้นชาได้อยา่งมีนยั
ส�ำคญัย่ิงในทางสถิติ

Table 5 Production of indole-3-acetic acid (IAA) from antagonistic bacterial  isolates.

Antagonistic bacterial Formation indole-3-acetic acid (IAA)(µg /ml.)

Serratia marcescens 35.24
Bacillus subtilis-PRKKU.1 6.93
Bacillus-B.K. 5.65

Bacillus-NTS3 13.56
Bacillus-MS4 6.63
Bacillus-029 9.56

Bacillus-032 4.08
Bacillus-033 14.01
Streptomyces-PR87 15.57
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