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บทท่ี 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณ 
 

4.1 การศึกษา การแยกเชื้อสาเหตุโรค และทดสอบความสามารถของเชื้อสาเหตุโรครากและโคนเนา
โรคเห่ียวเหลือง และโรคเหี่ยวเขียวของมะเขือเทศ 

จากการเก็บตัวอยางตนมะเขือเทศท่ีการแสดงอาการของโรคจากแปลงเกษตรกรในพื้นท่ี
โครงการขยายผลโครงการหลวงสบโขง  ตําบลสบโขง  อําเภออมกอย  จังหวัดเชียงใหม  
ทําการศึกษาลักษณะอาการของโรคทางดินของมะเขือเทศ พบวาพืชมักประสบปญหาเกี่ยวกับโรค
พืชในชวงระยะตนโตตั้งแตเร่ิมออกดอกจนถึงระยะเก็บเกี่ยวผลผลิต โดยเฉพาะในระดับตนกลา  
ตนมะเขือเทศท่ีเปนโรคทางดิน จะพบวาบริเวณโคนตน จะมีลักษณะเปนรอยชํ้าสีน้ําตาลโดยรอบ
โคนตน ใบและยอดเหี่ยวเฉา รากเนา โคนเนา บริเวณโคนตนบริเวณระดับดินอาจพบเสนใยของเช้ือ
ราข้ึนปกคลุมอยู (ภาพ 5) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพ 5 ลักษณะอาการโรคทางดินของมะเขือเทศท่ีปลูกในสภาพแปลงเกษตรกร 

ก. ตนมะเขือเทศแสดงอาการเห่ียวท้ังตน และลมพับตาย 
ข. บริเวณโคนตนระดับดินมีเสนใยของเช้ือราข้ึนปกคลุมอยู 
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4.1.1 การแยกเชื้อสาเหตุโรค และศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชือ้สาเหตุโรคทางดนิ
ของมะเขือเทศ 

จากการแยกเช้ือราสาเหตุของโรคโดยวิธี moist chamber และ tissue transplanting method 
พบเช้ือรา S. rolfsii สาเหตุโรครากและโคนเนา (Sclerotium root and stem rot or Southern root rot) 
ซ่ึงเสนใยของเช้ือรานี้มีสีขาว ฟูคอนขางหยาบ (ภาพ 6 ก)  และพบเม็ด sclrotia คลายเมล็ดผักกาด สี
น้ําตาลติดอยูมองเห็นไดชัดเจน ซ่ึงเปนเสนใยของเช้ือราพัฒนาเปนกอนแข็งสีน้ําตาล บนจานอาหาร
เล้ียงเช้ือ PDA (ภาพ 6 ข) และพบเช้ือรา F. oxysporum f. sp. lycopersici สาเหตุโรคเหี่ยวเหลือง 
(Fusarium wilt) เสนใยสีขาว คลายสําลี ขอบโคโลนีสีชมพูบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ PDA (ภาพ 7 ก) 
เม่ือนําเช้ือดังกลาวมาตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน พบโคนิเดียหลายเซลล สีใส ลักษณะเปนรูปราง
โคงคลายพระจันทรคร่ึงเส้ียว (ภาพ 7 ข) และการแยกเชื้อแบคทีเรียโดยวิธี Streak Plate พบเช้ือ
แบคทีเรีย R. solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวเขียว โดยโคโลนีของเช้ือมีสีขาว มีเมือกรอบ ๆโคโลนี 
เจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ NA (ภาพ 8 ก) เม่ือนําเช้ือดังกลาวมาตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน พบเปน
รูปรางทอน เซลลหัวทายมน และลักษณะการติดสีแกรมติดสีแดง (ภาพ 8 ข) ซ่ึงตรงกับรายงานของ 
Fouzia and Saleem (2005) ทําการแยกเช้ือรา S. rolfsii จากรากของตนมะเขือเทศ และพิสูจนความ
เปนโรค พบเช้ือ S. rolfsii ท่ีสามารถทําใหเกิดโรคได และยังทําใหความงอก,ความสูง และน้ําหนัก
ของตนมะเขือเทศลดลง โดย Thiribhuvanamala et. al. (1999) ยังรายงานวาเช้ือรา S. rolfsii นี้ทํา
ใหผลผลิตของมะเขือเทศสามารถลดลงไดถึง 30 เปอรเซ็นตของผลผลิตท้ังหมด และ Jiskani et. al. 
(2007) ทดลองแยกเช้ือราสาเหตุโรคจากบริเวณรากของตนมะเขือเทศ และพิสูจนความเปนโรค พบ
เช้ือรา F. oxysporum f. sp. lycopersici ซ่ึงพบวาประสบปญหาการเกิดโรคกับตนมะเขือเทศมาก
ท่ีสุดรองลงมาจากเช้ือรา R. solani  และอโณทัย (2548) สํารวจและเก็บตัวอยางโรคเหี่ยวท่ีเกิดจาก
เช้ือแบคทีเรียในประเทศไทยจากพืชอาศัย 17 ชนิด รวมตนมะเขือเทศดวย แยกเช้ือแบคทีเรียได 62 
ตัวอยาง และทําการพิสูจนความเปนโรคบนตนมะเขือเทศสีดาทิพย 3 พบวาทุกสายพันธุทําใหเกิด
โรค และจัดจําแนกชนิดของเชื้อโดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และชีวเคมี พบวา
เช้ือทุกสายพันธุเปนเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวเขียว โดยมีโคโลนีสีขาว เยิ้ม มี
เมือก รอบ ๆโคโลนี 
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ภาพ 6 ลักษณะโคโลนี และโครงสรางของเช้ือรา Sclerotium rolfsii 
ก. ลักษณะโคโลนีของเช้ือมีลักษณะสีขาว ฟูคอนขางหยาบบนอาหารเล้ียงเช้ือ 

PDA อายุ 6 วัน 
ข.  ลักษณะเสนใยพัฒนาเปนกอนแข็งสีน้ําตาล คลายเมล็ดผักกาด 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 7 ลักษณะโคโลนี และโครงสรางของเช้ือรา Fusarium oxysporum 
            f. sp. lycopersici 
ก. ลักษณะโคโลนีของเช้ือมีลักษณะเสนใยสีขาว คลายสําลี ขอบโคโลนีสีชมพู

บนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA อายุ 12 วัน 
ข.  ลักษณะโคนิเดียหลายเซลล สีใส ลักษณะเปนรูปรางโคงคลายพระจันทรคร่ึง

เส้ียว ภายใตกลองจุลทรรศนท่ีกําลังขยาย 1000 เทา 
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ภาพ 8 ลักษณะโคโลนี และโครงสรางของเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum 

ก. ลักษณะโคโลนีสีขาว มีเมือกรอบๆโคโลนี เจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ NA  
      อายุ 3 วัน 
ข. ลักษณะเซลลรูปรางทอน หัวทายมน และลักษณะการติดสีแกรมติดแดง 

ภายใตกลองจุลทรรศนท่ีกําลังขยาย 1000 เทา 
 

4.1.2 การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรค (Pathogenicity test) ของเชื้อสาเหตุ
โรค 

จากการทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเช้ือรา S. rolfsii และ F. oxysporum 
f. sp. lycopersici ท่ีแยกไดจากมะเขือเทศ โดยการปลูกเช้ือดวย mycelial disc ของเช้ือราท่ีเล้ียงบน
เมล็ดขาวฟาง ปลูกเช้ือโดยการคลุกเมล็ดขาวฟางลงบนบริเวณโคนตนกลามะเขือเทศอายุ 20 วัน 
พบวาหลังจากการปลูกเช้ือ S. rolfsii 5 วัน ตนมะเขือเทศเร่ิมแสดงอาการเหี่ยว และพบการลุกลาม
เสนใยของเช้ือท่ีบริเวณโคนตนและลําตน เม่ือเวลาผานไปหลังจากปลูกเช้ือ 10 วันสวนของลําตน
มะเขือเทศไดลมพับลง และแสดงอาการของโรครุนแรงมากยิ่งข้ึนจนตนมะเขือเทศตายในท่ีสุด 
(ภาพ 9 ข.) สําหรับเช้ือรา F. oxysporum f. sp. lycopersici พบวาหลังจากปลูกเช้ือได 28 วัน ตน
มะเขือเทศแสดงอาการเหี่ยวโดยเร่ิมจากใบสวนลางเปล่ียนเปนสีเหลืองและเหี่ยวตายในท่ีสุด (ภาพ 
10) สําหรับการปลูกเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum โดยนํา suspension ของเช้ือราดลงบริเวณโคน
ตนกลามะเขือเทศบริเวณโคนตน พบวาหลังจากปลูกเช้ือได 18 วัน ตนมะเขือเทศแสดงอาหารเหี่ยว
ท้ังตน โดยใบยังเปนสีเขียวอยู (ภาพ 11) และจากการตรวจชนิดของเช้ือโดยใชชุดตรวจสอบ 
Agristrip ของบริษัท BIOREBA, Switzerland พบวาเปนเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum (ภาพ 12) 
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ภาพ 9 ลักษณะอาการตนมะเขือเทศอายุ 40 วัน หลังการปลูกเช้ือรา Sclerotium rolfsii 
          นาน 10 วัน 

ก. ตนมะเขือเทศปกติในชุดควบคุม 
ข. ตนมะเขือเทศในชุดทดสอบ แสดงอาการใบเหี่ยว และลมพับลง  
ค. ลักษณะตนมะเขือเทศมีเสนใยเช้ือราเจริญปกคลุมตนโดยรอบ และเม็ด 

sclrotia คลายเมล็ดผักกาด สีน้ําตาลบริเวณโคนตนมะเขือเทศ  
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 10 ลักษณะอาการตนมะเขือเทศอายุ 54 วัน หลังการปลูกเช้ือรา Fusarium oxysporum  
f. sp. lycopersici นาน 28 วัน 
ก. ตนมะเขือเทศปกติในชุดควบคุม 
ข. ตนมะเขือเทศในชุดทดสอบ แสดงอาการใบเหี่ยวโดยใบเปล่ียนเปนสีเหลือง 

ข ก 

ค 
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ภาพ 11 ลักษณะอาการตนมะเขือเทศอายุ 54 วัน หลังการปลูกเช้ือแบคทีเรีย  

            Ralstonia solanacearum นาน 18 วัน 

ก. ตนมะเขือเทศปกติในชุดควบคุม 
ข. ตนมะเขือเทศในชุดทดสอบ แสดงอาการใบเหี่ยวโดยยังมีสีเขียว 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 12 ผลการตรวจสอบเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum โดยชุดตรวจสอบ   
Agristrip 
ก. ชุดควบคุม ผลลบจะเกิดแถบสีแดงหนึ่งแถบ 
ข. เช้ือแบคทีเรีย ผลบวกจะเกิดแถบสีแดงสองแถบ (ศรช้ี) 

ก ข 
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4.2 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคใน
สภาพหองปฏิบัติการ 

4.2.1 การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากดินบริเวณรอบรากพริกกะเหร่ียงและมะเขือเทศ 
การแยกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษจากตัวอยางดินรอบรากพริกและมะเขือเทศจากพื้นท่ีบริเวณ

ตางๆ โดยวิธี soil dilution plate  สามารถแยกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไดทั้งหมดจํานวน 33 ไอโซเลท 
โดยแยกไดจากแปลงปลูกมะเขือเทศในพ้ืนท่ีขยายผลโครงการหลวงสบโขง ตําบลสบโขง อําเภอ
อมกอย จังหวัดเชียงใหม 12 ไอโซเลท คือ TKC1, TKC2, TKC3, TKC4, TKC5, TKC6, TKC7, 
TKC8, TKC9, TKC10, TKC11 และ TKC12  และจากตัวอยางดินรอบรากพริกกะเหร่ียงจากแปลง
ปลูกพริกกะเหรี่ยงในพื้นท่ีขยายผลโครงการหลวงสบเมย อําเภอสบเมย จังหวัดแมฮองสอน 21 ไอ
โซเลท คือ CMM1, CMM2, CMM3, CMM4, CMM5, CMM6, CMM7, CMM8, CMM9, CMM10, 
CMM11, CMM12, CMM13, CMM14, CMM15, CMM16, CMM17, CMM18, CMM19, CMM20 
และ CMM21 ดังตาราง 4   
 

 ตาราง 4 ชนิดของพืชและสถานท่ีเก็บตัวอยางจํานวนของแบคทีเรียปฏิปกษท่ีแยกไดจากดินบริเวณ                            
รากของมะเขือเทศและพริกกะเหร่ียง 

 

พืชปลูก สถานท่ีเก็บตัวอยาง 
จํานวนแบคทีเรียปฏิปกษ 
ท่ีแยกได (ไอโซเลท) 

 
มะเขือเทศ 

แปลงปลูกในพื้นท่ีขยายผลโครงการ
หลวงสบโขง อําเภออมกอย 

 จังหวดัเชียงใหม 

 
12 

 
 

พริกกะเหร่ียง 

แปลงปลูกบริเวณเชิงเขา 
อําเภอสบเมย จังหวดัแมฮองสอน 

6 

แปลงปลูกในพื้นท่ีขยายผลโครงการ
หลวงสบเมย อําเภอสบเมย  

จังหวดัแมฮองสอน 

 
15 

 
 
 

 



46 
 

4.2.2 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุ
โรคโดยการเล้ียงรวมกับเชื้อสาเหตุโรค 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีแยกไดจากตัวอยางดินรอบราก
พริกและมะเขือเทศ จํานวน 33 ไอโซเลท ในการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา S. rolfsii  และ F. 
oxysporum f. sp. lycopersici โดยวิธี Dual Culture และเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum โดยวิธี Disc 
Diffusion  พบวาเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษจํานวน 22 ไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือรา 
S. rolfsii ได โดยไอโซเลท CMM11 และ CMM7 มีเปอรเซ็นตยับยั้งท่ีดีท่ีสุด คือ 28.00 และ 25.60 
เปอรเซ็นตตามลําดับ ซ่ึงไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 99 
เปอรเซ็นต (ตาราง 5, ภาพ 13 และภาคผนวก จ ตาราง 1)  สวนเช้ือรา F. oxysporum f. sp. 
lycopersici พบเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษจํานวน 15 ไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งได โดยไอ
โซเลท TKC1, TKC2 และCMM5 โดยมีเปอรเซ็นตยับยั้งคือ 38.00, 36.40 และ 36.40 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ ซ่ึงไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 99 เปอรเซ็นต 
(ตาราง 5, ภาพ 14 และภาคผนวก จ ตาราง 2)  และพบเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเพียงไอโซเลทเดียว คือ 
TKC1 ท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum ไดดีท่ีสุด (ภาพ 15, ตาราง 6 
และภาคผนวก จ ตาราง 3) จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษแตละไอโซเลท
มีความสามารถในการยับยั้งเช้ือสาเหตุโรคตางกัน สอดคลองกับรายงานของ Baker and Cook 
(1974) ท่ีวาในธรรมชาติจะมีเช้ือจุลินทรียท่ีมีคุณสมบัติในการนํามาใชควบคุมโรคพืช โดยจะมี
กลไกการควบคุมเช้ือสาเหตุของโรค คือ การแขงขัน การสรางสารปฏิชีวนะ การเปนปรสิต และการ
ชักนําใหเกิดความตานทาน โดยเช้ือจุลินทรียปฏิปกษแตละชนิดจะมีความสามารถในแตละกลไกท่ี
แตกตางกัน ทําใหมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคยอมแตกตางกันดวย  โดยบางชนิดสามารถ
ควบคุมและยับยั้งเช้ือสาเหตุไดมากกวา 1 ชนิด แตเช้ือบางชนิดมีความจําเพาะเจาะจงตอการยับยั้ง
เช้ือเปาหมาย ซ่ึงอาจข้ึนอยูกับชนิดของสารที่เช้ือปฏิปกษเหลานั้นปลดปลอยออกมา (วิลาวรรณ 
และคณะ, 2549)  
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 ตาราง 5 ประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทตาง ๆในการยับยั้งการเจรญิของเช้ือรา           
Sclerotium rolfsii และFusarium oxysporum f. sp. lycopersici ในสภาพหองปฏิบัติการ 

ไอโซเลทของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ 
เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุ1 (%) 

           S. rolfsii   F. oxysporum f. sp. lycopersici 
TKC1           15.60 jk2                     38.00 a 
TKC2   0.00 l                     36.40 ab 
TKC3 19.20 fghi                     35.20 bc 
TKC4 17.20 ijk                     35.20 bc 
TKC5 16.80 ijk                       0.00 h 
TKC6 18.00 hij                     32.80 de 
TKC7 20.00 efgh                     34.80 bc 
TKC8 21.20 cdefg                       0.00 h 
TKC9   0.00 l                       0.00 h 
TKC10 22.00 cde                      34.00 cd 
TKC11 21.60 cdef                        0.00 h 
TKC12 14.80 k                        0.00 h 
CMM1 21.20 cdefg                      29.60 g 
CMM2 23.60 bc                      30.40 fg 
CMM3 22.40 cde                      31.60 ef 
CMM4 18.80 ghi                      36.00 b 
CMM5 23.20 bcd                      36.40 ab 
CMM6   0.00 l                        0.00 h 
CMM7 25.60 ab                        0.00 h 
CMM8 22.80 cd                      35.20 bc 
CMM9 0.00 l                        0.00 h 

  CMM10 0.00 l                        0.00 h 
  CMM11 

 
28.00 a                      30.80 fg 

 
(ตอ) 
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1 คาเฉล่ีย 5 ซ้ํา 
2 คาเฉล่ียที่ตามดวยอักษรเหมือนกันในคอลัมนเดียวกัน แสดงวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
เปรียบเทียบโดยวิธี Least Significant Difference ที่ความเช่ือมั่น 99 เปอรเซ็นต 

   (ภาคผนวก ตาราง 1 และ 2) 

ตาราง 5 (ตอ)ประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทตาง ๆในการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา  
Sclerotium rolfsii และ Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici ในสภาพหองปฏิบัติการ 

 
 

ไอโซเลทของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ 
      เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุ1 (%) 

S. rolfsii F. oxysporum f. sp. lycopersici 
        CMM12              0.00 l2                0.00 h 

CMM13 0.00 l                0.00 h 
CMM14 20.80 defg                0.00 h 
CMM15 0.00 l                0.00 h 
CMM16 0.00 l                0.00 h 
CMM17 22.00 cde                0.00 h 
CMM18 0.00 l               0.00 h 
CMM19 22.40 cde               0.00 h 
CMM20 20.80 defg               35.20 bcd 
CMM21 0.00 l               0.00 h 

ชุดควบคุม(นํ้ากลั่น) 0.00 l               0.00 h 
LSD (P = 0.01)               2.27            1.79 
          CV (%)             14.30            9.88 
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ภาพ 13 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษท้ัง 22 ไอโซเลท ในการยับยั้งการเจริญของ

เช้ือ  Sclerotium rolfsii โดยวิธี Dual Culture 
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ภาพ 14 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษท้ัง 15 ไอโซเลทในการยับยั้งการเจริญของ

เช้ือ Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici โดยวิธี Dual Culture 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 15 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษท้ัง 3 ไอโซเลท ในการเกิด clear zone ตอ

เช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum บนอาหาร NA โดยวิธี Disc Diffusion  

ก ข 

control control 

TKC1 TKC7 

TKC10 

CMM11 CMM11 

CMM13 
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ตาราง 6 ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทตางๆในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรีย Ralstonia solanacearum  

1 คาเฉล่ีย 5 ซ้ํา 
2 คาเฉล่ียที่ตามดวยอักษรเหมือนกันในคอลัมนเดียวกัน แสดงวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
เปรียบเทียบโดยวิธี Least Significant Difference ที่ความเช่ือมั่น 99 เปอรเซ็นต 

   (ภาคผนวก จ ตาราง 3) 
 

4.3  การศึกษาคุณสมบัติทางดานชีวเคมี  และลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
4.3.1  การศึกษาคุณสมบัติทางดานชีวเคมี 
จากการนาํเช้ือแบคทเีรียปฏิปกษไอโซเลทตางๆ มาทําการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี ใน

การผลิตเอนไซม 6 ชนดิ คือ เซลลูเลส ฟอสฟาเตส ไคติเนส อะไมเลส ยูรีเอส และแคตาเลส  พบวาจาก
การทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส มีแบคทเีรียปฏิปกษ 9 ไอโซเลท ท่ีสามารถ
ผลิตได คือ TKC1, TKC2, TKC3, TKC4, TKC10, TKC11, CMM7, CMM13 และ CMM14 โดย
ปรากฏการเกิดวงใสรอบ ๆโคโลนีของเช้ือแบคทเีรียปฏิปกษ (ตาราง 7 และภาพ 16ก.) กลาวคือ 
แบคทเีรียปฏิปกษมีความเกีย่วของกับความสามารถในการยับยัง้การเจริญของเชือ้สาเหตุโรค คือ อาจ
เกดิการยอยเซลลูเลส ซ่ึงเปนสวนประกอบของผนังเซลลของเช้ือราสาเหตุโรค  นอกจากนีเ้อนไซม
เซลลูเลสยงัสามารถนาํไปใชเปนสวนชวยในการยอยเศษวสัดุเหลือใชทางการเกษตรไดอีกดวย (Gong 
et al., 1999)  สวนการผลิตเอนไซมฟอสฟาเตสมีเพยีงแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทเดยีวท่ีสามารถผลิต
ได คือ CMM13  โดยปรากฏการเกดิวงใสรอบๆโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ (ตาราง 7 และภาพ 
16ข.) แสดงวา แบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท CMM13 มีความสามารถในการชวยยอยสลายหินฟอสเฟต
ในดิน เปนการเพ่ิมศักยภาพในการดูดซึมธาตุฟอสฟอรัส 

เช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ ความกวางของบริเวณใส1 (mm) 
TKC1  2.7 a2 
TKC7 1.0 b 
TKC10 0.9 b 
CMM11   0.00 c 
CMM13    0.00 c 

ชุดควบคุม (น้าํกล่ัน)    0.00 c 
LSD (P = 0.01)                                      0.20 

CV (%)                                    88.30 
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ตาราง 7 ความสามารถของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษจํานวน 33ไอโซเลทในการผลิตเอนไซมชนิดตางๆ 

หมายเหตุ :  - = negative, + = positive 

ไอโซเลท 
การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี 

เซลลูเลส ฟอสฟาเตส ไคติเนส อะไมเลส ยูรีเอส แคตาเลส 
TKC1 + - - + + + 
TKC2 + - - - + + 
TKC3 + - - + + + 
TKC4 + - - + + + 
TKC5 - - - + + + 
TKC6 - - - + + + 
TKC7 - - - + + + 
TKC8 - - - + + + 
TKC9 - - - + + + 

TKC10 + - - + + + 
TKC11 + - - + + + 
TKC12 - - - + + + 
CMM1 - - - + + + 
CMM2 - - - + + + 
CMM3 - - - + + + 
CMM4 - - - + + + 
CMM5 - - - + + + 
CMM6 - - - - + + 
CMM7 + - - + + + 
CMM8 - - - + + + 
CMM9 - - - - + + 
CMM10 - - - - + + 
CMM11 - - - + + + 
CMM12 - - - - + + 
CMM13 + + - + + + 
CMM14 + - - - + + 
CMM15 - - - + + + 
CMM16 - - - + + + 
CMM17 - - - + + + 
CMM18 - - - - + + 
CMM19 - - - + + + 
CMM20 - - - + + + 

CMM21 - - - - + + 
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ภาพ 16 การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ 
บนอาหารทดสอบ 

    ก. การทดสอบการผลิตเอนไซมเซลลูเลสบนอาหาร CMC 
   ข. การทดสอบการผลิตเอนไซมฟอสฟาเตสบนอาหาร Czapek’s medium 
   ค. การทดสอบการผลิตเอนไซมอะไมเลสบนอาหาร starch agar 

ง. การทดสอบการผลิตเอนไซมยูรีเอสบนอาหาร urea agar 
 
ในดินเพื่อใหพืชนําไปใชไดงายข้ึน ซ่ึงจะสงผลใหพืชเจริญเติบโต และมีความสามารถในการใช
ประโยชนจากธาตุฟอสฟอรัสไดมากท่ีสุดอีกดวย  (กฤตย, 2549)  นอกจากนี้เอนไซมฟอสฟาเตส ยัง
สามารถใชในการเตรียมปุยชีวภาพได (สุฐิตา และทวีรัตน, 2552) และไมมีแบคทีเรียปฏิปกษไอโซ
เลทใด ๆท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมไคติเนสในการทดลองคร้ังนี้ (ตาราง 7) สําหรับใน
การผลิตเอนไซมอะไมเลส พบวามีแบคทีเรียปฏิปกษ 25 ไอโซเลท ท่ีสามารถผลิตได คือ TKC1, 
TKC3, TKC4, TKC5, TKC6, TKC7, TKC8, TKC9, TKC10, TKC11, TKC12, CMM1, CMM2, 
CMM3, CMM4, CMM5, CMM7, CMM8, CMM11, CMM13, CMM15, CMM16, CMM17, 
CMM19 และCMM20 โดยปรากฏการเกิดวงใสรอบ ๆโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ (ตาราง 7 

   TKC5                     TKC6 

control 

  TKC1 

  TKC2    TKC3 

 control 

CMM13 

CMM14              CMM15 

      TKC1        TKC3       TKC5 
     control      TKC2        TKC4      control 

   TKC4 

   TKC5                     TKC6 

   ค 

   ก     ข 

        ง 
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และภาพ 16ค.) ซ่ึงการท่ีแบคทีเรียปฏิปกษมีความสามารถในการผลิตเอนไซมอะไมเลสได แสดงถึง
ความสามารถในการใชแปงได  และแบคทีเรียปฏิปกษทุกไอโซเลทมีความสามารถในการผลิต
เอนไซมยูรีเอส และ แคตาเลสได โดยใหผลบวกในการทดสอบการผลิตเอนไซมยูรีเอส คือ ทําใหสี
อาหาร urea agar เปล่ียนสีจากสีเหลืองเปนสีบานเย็น (ตาราง 7 และภาพ 16ง.) และการผลิตเอนไซม
แคตาเลส คือ เกิดฟองกาซข้ึน เม่ือทดสอบกับ H2O2 บนสไลด (ตาราง 7) โดยแบคทีเรียปฏิปกษมี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมยูรีเอสได กลาวคือ มีสวนเกี่ยวของกับการเจริญเติบโตของพืช 
โดยเอนไซมชนิดนี้เกี่ยวของกับการใชธาตุไนโตรเจนของพืช ซ่ึงไนโตรเจนเปนธาตุอาหารท่ีมี
ความสําคัญตอการเจริญเติบโตของพืชมาก โดยรากพืชสามารถดูดไปใชในรูปไนเตรทและ
แอมโมเนียมไอออน สารประกอบไนโตรเจนท่ีพบในเนื้อเยื่อพืช มีท้ังท่ีเพิ่งดูดเขาไป และยังไม
เปล่ียนแปลง และอินทรียสารซ่ึงมีการสังเคราะหข้ึนมาใหมจากไนเตรท แอมโมเนีย และยูเรียท่ีพืช
ดูดได อินทรียสารที่มีไนโตรเจนเปนองคประกอบท่ีสําคัญและมีการศึกษาแพรหลาย คือ ฮอรโมน
พืช  โดยฮอรโมนพืชท่ีมีไนเตรทเปนองคประกอบ  คือ  ออกซิน  (auxin) และไซโตไคนิน 
(cytokinins) ซ่ึงสงผลตอการเจริญเติบโตของพืช โดยออกซินกระตุนการแบงเซลล เรงการขยาย
ขนาดของเซลล ควบคุมการแตกแขนงของราก สวนไซโตไคนินเปนฮอรโมนของพืชท่ีชวยสงเสริม
การแบงเซลล การขยายขนาด ชวยในการงอกของเมล็ด สงเสริมการสรางโปรตีน และชวยในการ
เคล่ือนยายธาตุอาหาร (ยงยุทธ, 2543) 
 

4.3.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
คัดเลือกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพท่ีดีสําหรับการยับยั้งการเจริญของเช้ือ

สาเหตุโรค และคุณสมบัติทางชีวเคมีท่ีดี จํานวน 5 ไอโซเลท คือ TKC1, TKC7, TKC10, CMM11 
และ CMM13 มาศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหาร NA และการติดสีแบบแกรม พบวาเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษไอโซเลท TKC1, TKC10, CMM11 และ CMM13 ติดสีแกรมเปนสีมวง แสดงวาเปน
แบคทีเรียแกรมบวก โดยไอโซเลท TKC1 โคโลนีสีครีม ผิวหนาขรุขระ และขอบหยัก (ภาพ 17) ไอ
โซเลท TKC10 โคโลนีสีครีม ผิวหนาขรุขระ และขอบหยัก (ภาพ 18) ไอโซเลท CMM11 โคโลนีสี
ครีม ผิวหนาขรุขระ และขอบเรียบ (ภาพ 19) และ CMM13 โคโลนีสีครีม ผิวหนาขรุขระ และขอบ
เรียบ (ภาพ 20)  และเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท TKC7 ติดสีแกรมเปนสีแดง แสดงวาเปน
แบคทีเรียแกรมลบ โดยมีโคโลนีสีครีม ผิวหนานูน และขอบเรียบ (ภาพ 21) 
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ภาพ 17 ลักษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท TKC1  

ก. ลักษณะการเจริญบนอาหาร NA ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ 
ข. ลักษณะการติดสีแกรมบวกของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ ภายใตกลอง

จุลทรรศนกําลังขยาย 1000 เทา  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพ 18 ลักษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท TKC10 

ก. ลักษณะการเจริญบนอาหาร NA ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ 
ข. ลักษณะการติดสีแกรมบวกของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ ภายใตกลอง

จุลทรรศนกําลังขยาย 1000 เทา  
 

ข ก 

ก                                                                     ข 
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ภาพ 19 ลักษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท CMM11 

ก. ลักษณะการเจริญบนอาหาร NA ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ 
ข. ลักษณะการติดสีแกรมบวกของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ ภายใตกลอง

จุลทรรศนกําลังขยาย 1000 เทา  
  
 
 
 
 
 
 
  
  
 

ภาพ 20 ลักษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท CMM13 
ก. ลักษณะการเจริญบนอาหาร NA ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ 
ข. ลักษณะการติดสีแกรมบวกของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ ภายใตกลอง

จุลทรรศนกําลังขยาย 1000 เทา  
 

ก. ข. 

ก. ข. 

ก                                                                   ข 

ก                                                                     ข 
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ภาพ 21 ลักษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท TKC7 

ก. ลักษณะการเจริญบนอาหาร NA ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ 
ข. ลักษณะการติดสีแกรมลบของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ ภายใตกลอง

จุลทรรศนกําลังขยาย 1000 เทา  
 

4.4  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษตอการงอกของเมล็ดมะเขือเทศ 
จากการนําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ

สาเหตุโรคและคุณสมบัติทางชีวเคมีท่ีดีจํานวน 5 ไอโซเลท คือ TKC1, TKC7, TKC10, CMM11 
และ CMM13 มาทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษตอการงอกของเมล็ดมะเขือเทศ
พันธุลูกผสมทับทิมแดง ของบริษัท เพ่ือนเกษตรกร จํากัด โดยนําเมล็ดมะเขือเทศที่ฆาเช้ือแลว แช
ในสารแขวนลอยแบคทีเรียปฏิปกษ พบวาเมล็ดมะเขือเทศเร่ิมงอกหลังจากเพาะเมล็ดได 4 วัน 
บันทึกเปอรเซ็นตความงอกภายหลังจากการเพาะ 7 วัน พบวาเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท้ัง 5 ไอโซเลท 
มีเปอรเซ็นตความงอกเปน 93.33-98.33 ซ่ึงไมแตกตางจากชุดควบคุม (น้ํากล่ัน) และชุดควบคุม (น้ํา
กล่ัน + อาหาร NA) ซ่ึงมีเปอรเซ็นตความงอกเปน 95.00 (ตาราง 8, ภาพ 22)  

 
 

 
 
 
 
 
 

ก. ข. 

ก                                                                  ข 
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 ตาราง 8 เปอรเซ็นตความงอกของเมล็ดมะเขือเทศหลังการแชในสารแขวนลอยแบคทีเรียปฏิปกษ
ท้ัง 5 ไอโซเลท โดยวิธีเพาะบนกระดาษชื้นเปนเวลา 7 วัน 

 
กรรมวิธี 

 

เปอรเซ็นตความงอกของเมล็ดมะเขือเทศ 
หลังจากการเพาะบนกระดาษช้ืน1 

ชุดควบคุม (นํ้ากล่ัน)                         
ชุดควบคุม (นํ้ากล่ัน + อาหาร NA)              

TKC1                                    
TKC7                                    
TKC10                                   
CMM11                                  
CMM13                                  

95.00 NS 
95.00  
93.33  
93.33  
93.33  
98.33  
96.67  

LSD (P=0.05)                             7.15 

1 คาเฉล่ียจาก 3 ซ้ํา 
NS =  ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (non-significance) 
    (ภาคผนวก จ ตาราง 4) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพ 22 ผลของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ 5 ไอโซเลทตอการงอกของเมล็ดมะเขือเทศ ภายหลัง

จากการเพาะเมล็ดบนกระดาษช้ืนเปนเวลา 7 วัน 
ก. ชุดควบคุม    ข. แบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท TKC1 
ค. แบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท TKC7 ง. แบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท TKC10 
จ. แบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท CMM11  ฉ. แบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท CMM13 

ก                                ข                                  ค 

ง                                 จ                                  ฉ 
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ภายหลังจากการเพาะเมล็ดมะเขือเทศ 7 วันบนกระดาษช้ืน ไดนําตนกลามะเขือเทศมาช่ัง
น้ําหนักสดและน้ําหนักแหง พบวาการใชเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ 5 ไอโซเลท คือ TKC1, TKC7, 
TKC10, CMM11 และ CMM13 และนํ้ากล่ัน (ชุดควบคุม) ใหน้ําหนักสดและน้ําหนักแหงของตน
กลาไมแตกตางกัน โดยน้ําหนักสดช่ังไดเฉล่ีย 0.0243- 0.0273 กรัมตอตน สวนน้ําหนักแหงช่ังได
เฉล่ีย 0.00187-0.00227 กรัมตอตน ซ่ึงผลการทดลองแสดงในตาราง 9 แสดงวาเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษท่ีคัดเลือกไมสงผลกระทบตอการงอกและการเจริญเติบโตของตนมะเขือเทศ 
 
 ตาราง 9 น้ําหนักสดและแหงของตนกลามะเขือเทศ อายุ 7 วันท่ีเพาะบนกระดาษช้ืน หลังการแช

เมล็ดในสารแขวนลอยแบคทีเรียปฏิปกษท้ัง 5 ไอโซเลท 
 

กรรมวิธี 
 

นํ้าหนักเฉล่ียของตนกลามะเขือเทศหลังจากการเพาะบนกระดาษช้ืน 14 วัน (กรัม)1 

นํ้าหนักสด                                     นํ้าหนักแหง 

ชุดควบคุม (นํ้ากล่ัน)                                       0.0250  NS                                                                 0.00210 NS 
ชุดควบคุม (นํ้ากล่ัน+อาหาร NA)                   0.0253                                             0.00227  
TKC1                                                              0.0243                                             0.00217  
TKC7                                                              0.0267                                             0.00213  
TKC10                                                             0.0257                                             0.00227  
CMM11                                                           0.0267                                             0.00187  
CMM13                                                           0.0273                                             0.00223  

     LSD (P=0.05)                                                  0.0037                                             0.0051 
     CV (%)                                                            8.27                                                 9.80 
 

1 คาเฉล่ียจาก 3 ซ้ํา 
NS =  ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (non-significance) 
    (ภาคผนวก จ ตาราง 5 และ6) 
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4.5 การนําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีความสามารถการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคมาพัฒนา
เปนผลิตภัณฑในรูปแบบสารชีวภัณฑ ประเมินความสามารถของสารชีวภัณฑในการควบคุมเชื้อ
สาเหตุโรค และการทดสอบความมีชีวิตของสารชีวภัณฑท่ีผลิตได 

4.5.1 การพัฒนาผลิตภัณฑในรูปแบบสารชีวภัณฑ    
นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรค

และมีคุณสมบัติทางชีวเคมีท่ีดีจํานวน 5 ไอโซเลทท่ีคัดเลือก คือไอโซเลท TKC1, YKC7, TKC10, 
CMM11 และ CMM13 มาผลิตเปนสารชีวภัณฑพัฒนาเปนรูปแบบผง สารละลายเขมขน และ
สารละลายน้ํามัน (ภาพ 23) โดยเร่ิมแรกนําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษในแตละไอโซเลทท่ีเล้ียงในอาหาร
เหลว NB ไปวัดคาความขุนของเซลลดวย spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืนแสง 600 นาโนเมตร 
ปรับคาความขุนของเซลล (O.D.) ใหได 1.0  พบวาเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท TKC1 มีจํานวน
แบคทีเรีย 7.67 x 108 cfu/ml, TKC7 มีจํานวนแบคทีเรีย 6.68 x 108 cfu/ml, TKC10 มีจํานวน
แบคทีเรีย 7.34 x 108 cfu/ml, CMM11 มีจํานวนแบคทีเรีย 7.21 x 108 cfu/ml และ CMM13 มีจํานวน
แบคทีเรีย 7.07 x 108 cfu/ml หลังจากนั้นนํามาผลิตเปนสารชีวภัณฑโดยผสมสวนประกอบตามสูตร
แตละรูปแบบ โดยรูปแบบผงเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิหอง และรูปแบบสารละลายเขมขน และ
สารละลายน้ํามันเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 4 องสาเซลเซียส จนกวาจะใชงาน 
 

 
 
 
 
 

 

 

ภาพ 23 สารชีวภัณฑในรูปแบบผง สารละลายเขมขน และสารละลายนํ้ามัน 
ก. สารชีวภัณฑรูปแบบผง 
ข. สารชีวภัณฑรูปแบบสารละลายเขมขน ที่ใชเฉพาะอาหารเหลว ไมรวมตะกอนเซลล 

(supernatant) ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษเปนสวนประกอบ 
ค. สารชีวภัณฑรูปแบบสารละลายเขมขน ที่ใชตะกอนเซลล (pellet) ของเช้ือแบคทีเรีย

ปฏิปกษเปนสวนประกอบ 
ง. สารชีวภัณฑรูปแบบสารละลายนํ้ามัน 

       ก                   ข                       ค                       ง  
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4.5.2 การประเมินความสามารถของสารชีวภัณฑในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคในสภาพ
หองปฏิบัติการ 

จากการนําสารชีวภณัฑในรูปแบบผง, สารละลายเขมขน และสารละลายนํ้ามัน ท่ีผลิตจาก
เช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ 5 ไอโซเลท คือ TKC1, TKC7, TKC10, CMM11 และ CMM13 มาประเมิน
ความสามารถในการเปนปฏิปกษตอเช้ือรา S. rolfsii และเช้ือรา F. oxysporum f. sp. lycopersici โดย
วิธี Dual Culture และเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum โดยวิธี Disc Diffusion พบวาสารชีวภัณฑใน
รูปแบบผงสูตร C11C และT01R มีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือรา S. rolfsii ไดดีท่ีสุด โดยมี
เปอรเซ็นตยับยั้งคือ 58.00 และ 56.00 เปอรเซ็นตตามลําดับ ซ่ึงไมมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต (ตาราง 10, ภาพ 24 และภาคผนวก จ ตาราง 
7)  และการควบคุมเช้ือรา F. oxysporum f. sp. lycopersici พบวาสารชีวภณัฑสูตร T10R และC10C 
มีประสิทธิภาพในการควบคุมไดดีท่ีสุด โดยมีเปอรเซ็นตการยับยั้งคือ 67.70 เปอรเซ็นต ซ่ึงไมมี
ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต (ตาราง 10, ภาพ 24 
และภาคผนวก จ ตาราง 8)  และการควบคุมเช้ือแบคทเีรีย R. solanacearum พบวาสารชีวภณัฑสูตร 
T01R มีประสิทธิภาพในการควบคุมไดดีท่ีสุด โดยมีความกวางของบริเวณใส เทากบั 3.00  มิลลิเมตร 
(ตาราง 10, ภาคผนวก จ. ตาราง 9) สวนสารชีวภณัฑในรูปแบบสารละลายเขมขนท่ีมีประสิทธิภาพใน
การควบคุมเช้ือรา S. rolfsii ท่ีดี คือสูตรชวีภณัฑ T07SC โดยมีเปอรเซ็นตยับยั้งคือ 58.00 เปอรเซ็นต 
รองลงมาคือสูตรชีวภณัฑ T10SC โดยมีเปอรเซ็นตยับยัง้คือ 57.00 เปอรเซ็นต ซ่ึงไมมีความแตกตาง
กันอยางมีนยัสําคัญทางสถิตท่ีิระดบัความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต (ตาราง 11, ภาพ 25 และภาคผนวก จ 
ตาราง 10)  และสูตรชวีภณัฑท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือรา F. oxysporum f. sp. lycopersici ท่ีดี 
คือสูตรชีวภณัฑ T10SC, T10PR, T10PM, C11SC และC11PC  โดยมีเปอรเซ็นตยบัยัง้คือ 53.30, 52.20, 
52.20, 52.20 และ 51.10 เปอรเซ็นตตามลําดับ ซ่ึงไมมีความแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญทางสถิติท่ี
ระดบัความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต (ตาราง 11, ภาพ 25 และภาคผนวก จ ตาราง 11)  และสูตรชีวภณัฑ
ท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum ท่ีดีท่ีสุด คือสูตรชีวภณัฑ T01SM 
โดยมีความกวางของบริเวณใส คือ 4.00 มิลลิเมตร (ตาราง 11, ภาคผนวก จ ตาราง 12) สําหรับสาร
ชีวภณัฑในรูปแบบสารละลายนํ้ามันท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือรา S. rolfsii ท่ีดี คือสูตรชีว
ภัณฑ T01O, T07O, T10O และ C11O โดยมีเปอรเซ็นตการยับยั้งคือ 60.00, 59.33, 59.00 และ58.67 
เปอรเซ็นตตามลําดับ ซ่ึงไมมีความแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99 
เปอรเซ็นต (ตาราง 12, ภาพ 26 และภาคผนวก จ ตาราง 13) และการควบคุมเช้ือรา F. oxysporum f. sp. 
lycopersici พบวาสูตรชีวภณัฑ T01O และ C11O มีประสิทธิภาพในการควบคุมท่ีดีท่ีสุด โดยมี
เปอรเซ็นตการยับยั้งคือ 55.67 เปอรเซ็นต ซ่ึงไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับ 
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ตาราง 10 การทดสอบสูตรสารชีวภัณฑในรูปแบบผงท่ีผลิตจากเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษในการยับยั้ง
การเจริญของเช้ือสาเหตุโรคทางดินของมะเขือเทศ 

LSD(P=0.01)                                    3.42                                          2.81                                                     0.21 
CV (%)                                       4.87                                 3.38             21.08 
1 คาเฉล่ีย 4 ซ้ํา 
2 คาเฉล่ียที่ตามดวยอักษรเหมือนกันในคอลัมนเดียวกัน แสดงวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
เปรียบเทียบโดยวิธี Least Significant Difference ที่ความเช่ือมั่น 99 เปอรเซ็นต 

   (ภาคผนวก จ. ตาราง 7-9) 

 

     สูตรสารชีวภัณฑ 
         เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุ1 (%)            ความกวางบริเวณใส1 (มม.) 

          S. rolfsii               F. oxysporum f. sp. lycopersici                       R. solanacearu 

TKC1+NB (T01) 
T01C 
T01R 
T01M 
TKC7+NB (T07) 
T07C 
T07R 
T07M 
TKC10+NB (T10) 
T10C 
T10R 
T10M 
CMM11+NB (C11) 
C11C 
C11R 
C11M 
CMM13+NB (C13) 
C13C 
C13R 
C13M 
ชุดควบคุม(นํ้ากล่ัน) 

56.00 abc2 
54.67 abc 
56.00 abc 
54.67 abc 
56.67 abc 
56.67 abc 
57.33 ab 
 56.00 abc 
 58.00 a 
55.33 abc 
54.00  bc 
56.00 abc 
53.33 c 
58.00 a 
 56.67 abc 
 56.00 abc 
0.00 d 
0.00 d 
0.00 d 
0.00 d 
0.00 d 

63.40 c 
65.87 abc 
66.50 ab 
65.27 abc 
66.47 ab 
64.67 bc 
67.10 ab 
67.10 ab 
65.87 abc 
67.67 a 
67.70 a 
64.63 bc 
67.67 a 
67.70 a 
64.63 bc 
65.23 abc 
0.00 d 
0.00 d 
0.00 d 
0.00 d 
0.00 d 

                   1.63 c 
2.67 b 
3.00 a 
2.50 b 
1.00 c 
0.00 d 
0.00 d 
0.00 d 
1.00 c 
0.00 d 
0.00 d 
0.00 d 
1.00 c 
0.00 d 
0.00 d 
0.00 d 
0.00 d 
0.00 d 
0.00 d 
0.00 d 
0.00 d 
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ความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต (ตาราง 12, ภาพ 26 และภาคผนวก จ ตาราง 14)  และพบวาไมมีสารชีว
ภัณฑในรูปแบบสารละลายนํ้ามันสูตรใดๆที่สามารถควบคุมการยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย R. 
solanacearum ได (ตาราง 12, ภาคผนวก จ ตาราง 15)    

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 24 การทดสอบประสิทธิภาพของสูตรสารชีวภัณฑในรูปแบบผงท่ีผลิตจากเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษท้ัง 4 ไอโซเลท (TKC1, TKC7, TKC10 และ CMM11) ในการยับยั้งการเจริญ
ของเช้ือรา Sclerotium rolfsii และ Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici โดยวิธี 
Dual Culture 

   ก.การยับยั้งการเจริญของเช้ือรา S. rolfsii  
   ข.การยับยั้งการเจริญของเช้ือรา F. oxysporum f. sp. lycopersici 

หมายเหตุ  T01 = เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท TKC1 ในอาหาร NB 
T07 = เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท TKC7 ในอาหาร NB 
T10 = เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท TKC10 ในอาหาร NB 
C11 = เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท CMM11 ในอาหาร NB 
C13 = เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท CMM13 ในอาหาร NB 

  C    =  สารชีวภัณฑที่มีแปงขาวโพดเปนสวนประกอบ 
 R   =  สารชีวภัณฑที่มีแปงขาวเจาเปนสวนประกอบ 
 M  =  สารชีวภัณฑที่มี Microcrystalline cellulose (MCC) เปนสวนประกอบ 

    C11R  
                 

  T10                  T10C 

              T10R 

             

   ก 

             

   ข 

       C                                               C                                              C                                               C 

                 

  T07                 T07R 

             T07M   

                 

   T01                T01C 

             T01R 

                 

   C11                    

               C11M 

   Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici    

  Sclerotium rolfsii 

 

   T07               T07C 

               T07R 

                 

   T01                  T01R  

               T01M  

                 

   T10              T10C 

             T10R 

                 

  C11                C11C 

             C11R  
   TKC1                             TKC7                         TKC10                         CMM11  

      TKC1                           TKC7                          TKC10                       CMM11  

          C                                              C                                             C                                                C 

ก 

 

 

 

ข 
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ตาราง 11 การทดสอบสูตรสารชีวภัณฑในรูปแบบสารละลายเขมขนท่ีผลิตจากเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุโรคทางดินของมะเขือเทศ 

 

สูตรสารชีวภัณฑ 
          เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุ1 (%)             ความกวางบริเวณใส1 (มม.) 

S. rolfsii       F. oxysporum f. sp. lycopersici              R. solanacearum 

TKC1+NB (T01) 
T01SC 
T01SR 
T01SM 
T01PC 
T01PR 
T01PM 
TKC7+NB (T07) 
T07SC 
T07SR 
T07SM 
T07PC 
T07PR 
T07PM 
TKC10+NB (T10) 
T10SC 
T10SR 
T10SM 
T10PC 
T10PR 
T10PM 
CMM11+NB (C11) 
C11SC 
C11SR 
C11SM 
C11PC 
C11PR 
C11PM 

55.23 abc2 
50.83 cde 
43.47 fghi 
39.17 ij 
23.33 k 
52.87 abcd 
42.50 ghij 
56.78 ab 
57.50 a 
47.67 defg 
51.37 bcd 
55.83 abc 
51.97 abcd 
52.30 abcd 
53.13 abcd 
57.00 ab 
48.57 def 
45.27 efgh 
38.20 ij 
37.13 j 
39.73 hij 
40.33 hij 
49.97 cde 
40.47 hij 
24.30 k 
38.37 ij 
41.50 hij 
26.43 

             41.33 efg       
             40.00 efgh       
             37.33 ghi         
             37.33 ghi         
             46.67 cd     
             38.67 fgh        
             44.00 de      
             46.67 cd     
             41.33 efg       
             40.00 efgh       
             44.00 de      
             44.00 de      
             41.33 efg       
             44.00 de      
             54.57 a   
             53.30 ab   
             35.57 hi          
             33.30 i           
             46.70 cd     
             52.20 ab   
             52.20 ab   
             47.00 cd     
             52.20 ab   
             46.70 cd     
             41.10 efg       
             51.10 abc   
             50.00 bc    
             42.20 ef                

2.40 d      
3.00 c     
3.33 b    
4.00 a   
2.17 d      
3.00 c     
3.33 b    
1.70 e       
0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 
1.70 e       
0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 

(ตอ) 
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ตาราง 11 (ตอ) การทดสอบสูตรสารชีวภัณฑในรูปแบบสารละลายเขมขนท่ีผลิตจากเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
ในการยับยั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุโรคทางดินของมะเขือเทศ  

 

สูตรสารชีวภัณฑ 
        เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุ1 (%)             ความกวางบริเวณใส1 (มม.) 

           S. rolfsii       F. oxysporum f. sp. lycopersici            R. solanacearum 

CMM13+NB (C13) 
C13SC 
C13SR 
C13SM 
C13PC 
C13PR 
C13PM 
ชุดควบคุม(นํ้ากล่ัน) 

0.00 l 
0.00 l 
0.00 l 
0.00 l 
0.00 l 
0.00 l 
0.00 l 
0.00 l 

              0.00 j            
              0.00 j            
              0.00 j            
              0.00 j            
              0.00 j            
              0.00 j            
              0.00 j            
              0.00 j   

0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 
0.00 f 
 

LSD (P=0.01)                                       5.93                                     4.44                                                         0.23          
CV (%)     10.39                                7.89                19.73 
 

1 คาเฉล่ีย 4 ซ้ํา 
2 คาเฉล่ียที่ตามดวยอักษรเหมือนกันในคอลัมนเดียวกัน แสดงวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
เปรียบเทียบโดยวิธี Least Significant Difference ที่ความเช่ือมั่น 99 เปอรเซ็นต 

   (ภาคผนวก จ. ตารางที่ 10-12 ) 
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ภาพ 25 การทดสอบประสิทธิภาพของสูตรสารชีวภัณฑในรูปแบบสารละลายเขมขนท่ีผลิต
จากเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท้ัง 4 ไอโซเลท (TKC1, TKC7, TKC10 และ CMM11) ใน
การยับยั้งการเจริญของเช้ือรา Sclerotium rolfsii และ Fusarium oxysporum f. sp. 
lycopersici โดยวิธี Dual Culture 

ก.การยับยั้งการเจริญของเช้ือรา S. rolfsii  
   ข.การยับยั้งการเจริญของเช้ือรา F. oxysporum f. sp. lycopersici 

หมายเหตุ    T01 = เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท TKC1 ในอาหาร NB 
T07 = เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท TKC7 ในอาหาร NB 
T10 = เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท TKC10 ในอาหาร NB 
C11= เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท CMM11 ในอาหาร NB 
C13 = เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท CMM13 ในอาหาร NB 

     SC =  สารชีวภัณฑที่ใช supernatant ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษและแปงขาวโพดเปนสวนประกอบ 
SR  =  สารชีวภัณฑที่ใช supernatant ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษและแปงขาวเจาเปนสวนประกอบ 
SM=  สารชีวภัณฑที่ใช supernatant ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษและ Microcrystalline cellulose (MCC)  
          เปนสวนประกอบ 
PC =  สารชีวภัณฑที่ใช pellet ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษและแปงขาวโพดเปนสวนประกอบ 
PR  =  สารชีวภัณฑที่ใช pellet ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษและแปงขาวเจาเปนสวนประกอบ 
PM  =  สารชีวภัณฑที่ใช pellet ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ และ MCC เปนสวนประกอบ 

        ก 

 

 

 

 

 

        ข 

                 

   T10              T10PC 
             T10SC 

                 

     C11                C11PM 
               C11SM 

                 

   T10              T10PR 

             T10SR 

   Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici         

  Sclerotium rolfsii 

                 

     C11                C11PM 

              C11SM  

 

T07               T07PR 

         T07SR 

                 
    T01              T01PR 
              T01SR 

         C                                            C                                            C                                                C 

                 

  T01              T01PR 

            T01SR 

           C                                             C                                             C                                              C 

 

T07               T07PC 

         T07SC 

         TKC1                          TKC7                        TKC10                        CMM11  

           TKC1                          TKC7                          TKC10                      CMM11  

ก 

 

 

 

ข 
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ตาราง 12 การทดสอบสูตรสารชีวภัณฑในรูปแบบสารละลายนํ้ามันท่ีผลิตจากเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ
ในการยับยั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุโรคทางดินของมะเขือเทศ 
 

สูตรสารชีวภัณฑ 
        เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุ1 (%)             ความกวางบริเวณใส1 (มม.) 

          S. rolfsii             F. oxysporum f. sp. lycopersici                    R. solanacearum 

 
TKC1+NB (T01) 
T01O 
TKC7+NB (T07) 
T07O 
TKC10+NB (T10) 
T10O 
CMM11+NB (C11) 
C11O 
CMM13+NB (C13) 
C13O 
ชุดควบคุม(นํ้ากล่ัน) 

            
60.33 ab2 
60.00 ab 
63.00 a 
59.33 ab 
57.00 b 
59.00 ab 
57.00 b 
58.67 ab 
0.00 c 
0.00 c 
0.00 c 

 
54.33 bc    
55.67 ab   
51.00 d      
50.00 d      
50.67 d      
58.00 a   
52.00 cd     
55.67 ab   
0.00 e       
0.00 e       
0.00 e       

 
1.67 a   
0.00 c     
1.00 b  
0.00 c     
1.00 c   
0.00 c     
1.00 b  
0.00 c   
0.00 c     
0.00 c     
0.00 c    

LSD(P=0.01)                                    0.15                                    3.20                                                  0.15  
CV (%)                                       6.37              4.87                    26.11 
 

1 คาเฉล่ีย 4 ซ้ํา 
2 คาเฉล่ียที่ตามดวยอักษรเหมือนกันในคอลัมนเดียวกัน แสดงวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
เปรียบเทียบโดยวิธี Least Significant Difference ที่ความเช่ือมั่น 99 เปอรเซ็นต 

   (ภาคผนวก จ. ตาราง 13-15) 
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ภาพ 26 การทดสอบประสิทธิภาพของสูตรสารชีวภัณฑในรูปแบบสารละลายน้ํามันท่ีผลิตจาก

เช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท้ัง 4 ไอโซเลท (TKC1, TKC7, TKC10 และ CMM11) ในการ
ยับยั้งการเจริญของเช้ือรา Sclerotium rolfsii และ Fusarium oxysporum f. sp. 
lycopersici โดยวิธี Dual Culture 

ก.การยับยั้งการเจริญของเช้ือรา S. rolfsii  
   ข.การยับยั้งการเจริญของเช้ือรา F. oxysporum f. sp. lycopersici 
 

หมายเหตุ       T01 = เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท TKC1 ในอาหาร NB 
T07 = เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท TKC7 ในอาหาร NB 
T10 = เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท TKC10 ในอาหาร NB 
C11 = เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท CMM11 ในอาหาร NB 
C13 = เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท CMM13 ในอาหาร NB 

        O    =  สารชีวภัณฑที่มีน้ํามันถั่วเหลืองเปนสวนประกอบ 

 
 
 

      C                                              C                                                 C                                               C 

       C                                               C                                               C                                              C 
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              C11O 

                 

   T01                  T01O  

              T01O 

 

   T07                T07O 

              T07O 

                 

   T10                T10O 

              T10O 

                 

  C11                  C11O 

               C11O 

   Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici    

  Sclerotium rolfsii 

   TKC1                             TKC7                           TKC10                        CMM11  

     TKC1                           TKC7                          TKC10                        CMM11  
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4.5.3  การประเมินความมีชีวิตของสารชีวภัณฑท่ีผลิตจากเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ  
สารชีวภัณฑท่ีผลิตไดในรูปแบบผง, สารละลายเขมขน และสารละลายนํ้ามันท่ีผลิตจากเช้ือ

แบคทีเรียปฏิปกษท้ัง 5 ไอโซเลท คือ TKC1, TKC7, TKC10, CMM11 และ CMM13 ท่ีเก็บรักษาไว
ท่ีอุณหภูมิหอง มาทําการทดสอบความมีชีวิตของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ หลังการผลิต 4-6 เดือน
พบวาสารชีวภัณฑทุกรูปแบบท่ีผลิตจากเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทดังกลาว สามารถมีชีวิตอยู
รอดได และสามารถเจริญเติบโตไดดี (ตาราง 13, ภาพ 27) 
 
ตาราง 13 ระดับความมีชีวิตรอดของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท้ัง 5 ไอโซเลทในสารชีวภัณฑรูปแบบผง

สารละลายเขมขน และสารละลายนํ้ามัน 

สูตรสารชีวภัณฑ ระดับความมีชีวิตของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษในสารชีวภัณฑ 

รูปแบบ          ชื่อสูตร 4 เดือน 5 เดือน 6 เดือน 

ผง 

T01C 
T01R 
T01M 
T07C 
T07R 
T07M 
T10C 
T10R 
T10M 
C11C 
C11R 
C11M 
C13C 
C13R 
C13M 

+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 

+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 

+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 

สารละลายเขมขน 

T01SC 
T01SR 
T01SM 
T01PC 
T01PR 
T01PM 
T07SC 
T07SR 

+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 

+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 

+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
++ 
+++ 

 (ตอ) 
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      หมายเหตุ        +++   มีชีวิตรอดมากกวา 75-100 เปอรเซ็นต   
                ++   มีชีวิตรอดมากวา 50-75 เปอรเซ็นต 

   
 

ตาราง 13 (ตอ) ระดับความมีชีวิตรอดของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท้ัง 5 ไอโซเลทในสารชีวภัณฑรูปแบบ 
ผงสารละลายเขมขน และสารละลายนํ้ามัน  

 

สูตรสารชีวภัณฑ ระดับความมีชีวิตของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษในสารชีวภัณฑ 

รูปแบบ         ชื่อสูตร 4 เดือน 5 เดือน 6 เดือน 

สารละลายเขมขน 

T07PC 
T07PR 
T07PM 
T10SC 
T10SR 
T10SM 
T10PC 
T10PR 
T10PM 
C11SC 
C11SR 
C11SM 
C11PC 
C11PR 
C11PM 
C13SC 
C13SR 
C13SM 
C13PC 
C13PR 
C13PM 

+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 

+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 

+++ 
++ 

+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
++ 

+++ 
+++ 
+++ 
++ 

+++ 
++ 
++ 

+++ 
++ 

+++ 
+++ 
++ 
++ 
++ 

+++ 

สารละลายนํ้ามัน 

T01O 
T07O 
T10O 
C11O 
C13O 

+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 

+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 

+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
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ภาพ 27 ลักษณะการเจริญเติบโคของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษในสารชีวภัณฑรูปแบบผง 
หลังจากการเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิหอง และรูปแบบสารละลายเขมขน และ
สารละลายน้ํามัน หลังจากการเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสนาน 6 เดือน 
บนอาหาร NA 
หมายเหตุ   T01 = เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท TKC1         C11 = เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท CMM11      

T07 = เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท TKC7        C13 = เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท CMM13  
T10 = เชื้อแบคทีเรียไอโซเลท TKC10        
C   =  สารชีวภัณฑที่มีแปงขาวโพดเปนสวนประกอบ 
R   =  สารชีวภัณฑที่มีแปงขาวเจาเปนสวนประกอบ 
M   =  สารชีวภัณฑที่มี Microcrystalline cellulose (MCC) เปนสวนประกอบ 
SC =  สารชีวภัณฑที่ใช supernatant ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษและแปงขาวโพดเปนสวนประกอบ 
SR  =  สารชีวภัณฑที่ใช supernatant ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษและแปงขาวเจาเปนสวนประกอบ 
SM =  สารชีวภัณฑที่ใช pellet ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษและ MCC เปนสวนประกอบ 
PC =  สารชีวภัณฑที่ใช pellet ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษและแปงขาวโพดเปนสวนประกอบ 
PR  =  สารชีวภัณฑที่ใช pellet ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษและแปงขาวเจาเปนสวนประกอบ 
PM =  สารชีวภัณฑที่ใช supernatant ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ และ MCC เปนสวนประกอบ 
O    =  สารชีวภัณฑที่มีน้ํามันถั่วเหลืองเปนสวนประกอบ 

ผง                     สารละลายเขมขน          สารละลายนํ้ามัน 

4 เดือน 

 

 

 

5 เดือน 

 

 

 

6 เดือน 

T01C 

T01R 

T01M 

T07C 

T07R 

T07M 

C13M C11C 

C11R 

C11M C13C 

C13R 

C11M T10C 

T10R 

T10M C11C 

C11R 

C13SC 

T07SC T10SC 

T01SC 

T01SR 

T01SM T07SC 

T07SR 

T01SC C11SC 

T07SM 

T01SC 

T01SR 

T01SM T07SC 

T07SR 

T07SM 

T01O 

T10O C11O 

T07O C13O 

T01O 

T10O 

C11O 
T07O 

C13O 

T01O 

T10O C11O 

T07O C13O 
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4.6 การทดสอบประสิทธิภาพของสารชีวภัณฑจากเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมเชื้อสาเหตุ
โรคทางดินของมะเขือเทศในสภาพเรือนทดลอง 

คัดเลือกสารชีวภัณฑสูตร T01R มาทดสอบประสิทธิภาพในการเปนปฏิปกษตอเช้ือรา S. 
rolfsii,    F. oxysporum f. sp. lycopersici และเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum โดยทําการทดสอบ
บนตนมะเขือเทศอายุ 40 วัน และประเมินความเสียหายของโรคโดยวัดระดับความรุนแรงในการ
เกิดโรค เมื่อนําขอมูลมาวิเคราะหทางสถิติและเปรียบเทียบคาเฉล่ียของแตละกรรมวิธีโดยวิธี LSD ท่ี
ระดับความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต พบวาหลังการปลูกเช้ือรา S. rolfsii ลงบริเวณโคนตนมะเขือเทศ  
ชุดควบคุมท่ีปลูกเช้ือสาเหตุอยางเดียวใหระดับการเกิดโรคสูงสุดเปน 4.77 รองลงมาคือกรรมวิธีท่ี
ใชสารชีวภัณฑ T01R กอนการปลูกเช้ือสาเหตุ 3 วัน และกรรมวิธีท่ีใชสารชีวภัณฑ T01R หลังการ
ปลูกเช้ือสาเหตุ 3 วัน ท่ีมีระดับการเกิดโรคเปน 2.04 และ 2.70 ตามลําดับ พบวาท้ังสองกรรมวิธีมี
ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต  สําหรับการควบคุม
เช้ือรา F. oxysporum f. sp. lycopersici พบวาหลังการปลูกเช้ือรา F. oxysporum f. sp. lycopersici ลง
บริเวณโคนตนมะเขือเทศ  ชุดควบคุมท่ีปลูกเช้ือสาเหตุอยางเดียวใหระดับการเกิดโรคสูงสุดเปน 
3.61 รองลงมาคือกรรมวิธีท่ีใชสารชีวภัณฑ T01R หลังการปลูกเช้ือสาเหตุ 3 วัน และกรรมวิธีท่ีใช
สารชีวภัณฑ T01R กอนการปลูกเช้ือสาเหตุ 3 วัน ท่ีมีระดับการเกิดโรคเปน 2.19 และ 1.97 
ตามลําดับ ซ่ึงไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 99 เปอรเซ็นต  
และการควบคุมเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum พบวาหลังการปลูกเช้ือ R. solanacearum ลงบริเวณ
โคนตนมะเขือเทศ  ชุดควบคุมท่ีปลูกเช้ือสาเหตุอยางเดียวใหระดับการเกิดโรคสูงสุดเปน 4.51 
รองลงมาคือกรรมวิธีท่ีใชสารชีวภัณฑ T01R หลังการปลูกเช้ือสาเหตุ 3 วัน และกรรมวิธีท่ีใชสารชีว
ภัณฑ T01R กอนการปลูกเช้ือสาเหตุ 3 วัน ท่ีมีระดับการเกิดโรคเปน 2.42 และ 2.38 ตามลําดับ ซ่ึง
ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต แสดงวาการใช
สารชีวภัณฑกอนหรือหลังการปลูกเช้ือสาเหตุโรคก็มีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือสาเหตุโรคได 
ในขณะท่ีชุดควบคุมปกติท่ีมีน้ํากล่ันเพียงอยางเดียว สวนประกอบของสารชีวภัณฑท่ีไมมีแบคทีเรีย
ปฏิปกษ และสารชีวภัณฑ T01R เพียงอยางเดียวโดยไมมีการปลูกเช้ือสาเหตุลงบนตนมะเขือเทศ
แสดงอาการปกติในแตละกรรมวิธี (ตาราง 14, ภาพ 28-30) 
 สําหรับสารชีวภัณฑรูปแบบผงสูตร C13R พบวามีคุณสมบัติทางชีวเคมีท่ีดี คือมี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมฟอสฟาเตสได เม่ือนํามาทดสอบกับตนมะเขือเทศอายุ 30 วัน 
พบวาไมทําใหพืชแสดงอาการผิดปกติ และชวยสงเสริมการเจริญของตนมะเขือเทศไดดี เม่ือทําการ
วัดความสูงของตนมะเขือเทศ น้ําหนักสด และน้ําหนักแหง ภายหลังจากการใชสารชีวภัณฑ C13R 
28 วัน พบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 99 เปอรเซ็นต โดย
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กรรมวิธีท่ีใชสารชีวภัณฑ C13R ชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของตนมะเขือเทศ ซ่ึงใหความสูงของ
ตนเปน 39.70 เซนติเมตร เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมน้ํากล่ันท่ีใหความสูงเปน 27.36 เซนติเมตร 
สวนน้ําหนักสดและนํ้าหนักแหง พบวาในกรรมวิธีท่ีใชสารชีวภัณฑ C13R ตนมะเขือเทศมีน้ําหนัก
สดและน้ําหนักแหงเฉล่ีย 1.91 และ 0.26 กรัม ตามลําดับ เปรียบเทียบกับชุดควบคุมน้ํากล่ันตน
มะเขือเทศมีน้ําหนักสดและน้ําหนักแหงเฉล่ีย 1.39 และ 0.16 กรัม ตามลําดับ (ตาราง 15, ภาพ 31) 
 
ตาราง 14 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของสูตรสารชีวภัณฑ T01R ในการควบคุมเช้ือรา Sclerotium 

rolfsii สาเหตุโรครากและโคนเนา เช้ือรา Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici สาเหตุ
โรคเห่ียวเหลือง และเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวเขียวของ
มะเขือเทศในสภาพโรงเรือน 

1 คาเฉล่ียเกิดจาก 35 ซ้ําๆละ 2 ตน 
2 คาเฉล่ียที่ตามดวยอักษรเหมือนกันในคอลัมนเดียวกัน แสดงวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
เปรียบเทียบโดยวิธี Least Significant Difference ที่ความเช่ือมั่น 99 เปอรเซ็นต 

   (ภาคผนวก จ. ตาราง 16-18) 
หมายเหตุ การวัดคาความรุนแรงของโรค 

  ระดับ 1 หมายถึง 0%              ไมแสดงอาการ (แผลที่โคนตน หรือเหี่ยว) 
  ระดับ 2 หมายถึง 1-25%  เริ่มแสดงอาการ 
  ระดับ 3 หมายถึง 26-50%  แสดงอาการของโรคชัดเจน 
  ระดับ 4 หมายถึง 51-75%  แสดงอาการของโรครุนแรง 
  ระดับ 5 หมายถึง มากกวา 76% แสดงอาการของโรครุนแรงมากจนกระทั่งตาย 
 

กรรมวิธี 
ระดับการเกิดโรค1 

S. rolfsii 
F. oxysporum 

f. sp. lycopersici 
R. solanacearum 

ชุดควบคุม (นํ้ากล่ัน) 1.00 d2 1.00 c 1.00 c 
สวนประกอบของสารชีวภัณฑไมมีแบคทีเรียปฏิปกษ 1.00 d 1.00 c 1.00 c 
เช้ือสาเหตุโรคอยางเดียว 
สารชีวภัณฑ T01R 

4.77  a 
1.00  d 

3.61 a 
1.00 c 

4.51 a 
1.00 c 

สารชีวภัณฑ T01R กอนการปลูกเช้ือสาเหตุ 2.04  c 1.97 b 2.38 b 
สารชีวภัณฑ T01R หลังการปลูกเช้ือสาเหตุ 2.70  b 2.19 b 2.42 b 
LSD (P=0.01)    0.36               0.40             0.35 
CV (%)  39.56             51.44     39.39 
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ภาพ 28 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสูตรสารชีวภัณฑ T01R หลังจากการใช 7 วัน 
ในการควบคุมเช้ือรา Sclerotium rolfsii สาเหตุโรครากและโคนเนา บนตนมะเขือ
เทศอาย ุ40 วัน ในแตละกรรมวิธี  
ก. ชุดควบคุมนํ้ากล่ัน   ข. ปลูกเช้ือสาเหตุโรคอยางเดียว 
ค. สวนประกอบสารชีวภัณฑไมมีแบคทีเรีย ง. สารชีวภัณฑ T01R 
จ. สารชีวภัณฑ T01R กอนการปลูกเช้ือสาเหตุ  ฉ. สารชีวภัณฑ T01R หลังการปลูกเช้ือสาเหตุ 

ก                                               ข 

            ค                                              ง 

            จ                                              ฉ 
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ภาพ 29 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสูตรสารชีวภัณฑ T01R หลังจากการใช 22 วัน 
ในการควบคุมเช้ือรา Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici สาเหตุโรคเหี่ยว
เหลือง บนตนมะเขือเทศอายุ 65 วัน ในแตละกรรมวิธี 
ก. ชุดควบคุมนํ้ากล่ัน   ข. ปลูกเช้ือสาเหตุโรคอยางเดียว 
ค. สวนประกอบสารชีวภัณฑไมมีแบคทีเรีย ง. สารชีวภัณฑ T01R 
จ. สารชีวภัณฑ T01R กอนการปลูกเช้ือสาเหตุ  ฉ. สารชีวภัณฑ T01R หลังการปลูกเช้ือสาเหตุ 

 

ก                                               ข 

             ค                                             ง 

จ                                            ฉ 
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ภาพ 30 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสูตรสารชีวภัณฑ T01R หลังจากการใช 22 วัน 
ในการควบคุมเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวเขียว บนตน
มะเขือเทศอายุ 65 วัน ในแตละกรรมวิธี 
ก. ชุดควบคุมนํ้ากล่ัน   ข. ปลูกเช้ือสาเหตุโรคอยางเดียว 
ค.สวนประกอบสารชีวภัณฑไมมีแบคทีเรีย ง. สารชีวภัณฑ T01R 
จ. สารชีวภัณฑ T01R กอนการปลูกเช้ือสาเหตุ ฉ. สารชีวภัณฑ T01R หลังการปลูกเช้ือสาเหตุ 

ก                                                 ข 

            ค                                                   ง 

            จ                                                 ฉ 
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ตาราง 15  เปรียบเทียบความสูง น้ําหนักสด และนํ้าหนักแหง ของตนมะเขือเทศในชุดควบคุม และ
หลังการใชสูตรสารชีวภัณฑรูปแบบผงสูตรC13R ราดบริเวณโคนตน 28 วัน 

1 คาเฉล่ียเกิดจาก 35 ซ้ํา ๆละ 2 ตน 
2  คาเฉล่ียที่ตามดวยอักษรเหมือนกันในคอลัมนเดียวกัน แสดงวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
เปรียบเทียบโดยวิธี Least Significant Difference ที่ความเช่ือมั่น 99 เปอรเซ็นต 

   (ภาคผนวก จ. ตาราง 19-21)

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 31 เปรียบเทียบตนมะเขือเทศในชุดควบคุมและหลังจากใชสูตรสารชีวภัณฑ
รูปแบบผงสูตร C13R 

ก. ชุดควบคุมน้ํากล่ัน 
ข. ราดดวยสารชีวภัณฑรูปแบบผงสูตร C13R 

แบคทีเรียปฏิปกษ ความสูงของตน 
(เซนติเมตร)1 

น้ําหนกัสด 
(กรัม)1 

น้ําหนกัแหง 
(กรัม)1 

ชุดควบคุม (น้าํกล่ัน) 
สารชีวภัณฑ C13R1 

27.36 b2 
39.70 a 

1.39 b 
1.91 a 

0.16 b 
0.26 a 

LSD (P=0.01) 1.82 0.15 0.02 
CV (%) 12.31 20.61 24.72 

ก                                           ข 



78 
 

4.7 การจําแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ และตรวจสอบตําแหนงของยีนท่ีสรางสารแบคเทอริ
โอซินของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ โดยการวิเคราะหลักษณะทางพันธุกรรม 

4.7.1 การจําแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
จากการนําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุโรค

ทางดิน คือไอโซเลท TKC1 มาทําการจัดจําแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรียดวยชุดทดสอบ API CH 50 
kit (API, Bio – Merieux, France) พบวาเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท TKC1 คือเช้ือ B. 
subtilis/amyloliquefaciens โดยมีคา similarity 99.2 เปอรเซ็นต (ภาคผนวก ค) โดยเช้ือ Bacillus  
เปนเช้ือท่ีพบไดท่ัวไปในธรรมชาติ โดยกอผลกระทบนอยมากตอคน สัตว และพืช สามารถเขา
ทําลายไดโดยตรง และสรางสารปฏิชีวนะไดหลายชนิด ในขณะเดียวกันก็สามารถแยงธาตุอาหารได
ดีกวาจุลินทรียอ่ืน ๆในสภาพแวดลอมท่ีขาดแคลน และมีความสามารถในการปรับตัว ทนทานตอ
สภาพแวดลอมท่ีแปรเปล่ียนและวิกฤต โดยการสรางสปอรและทนตออากาศรอนช้ืนไดเปนอยางดี 
(Visual Unlimited, Inc., 2009) 

4.7.2 การตรวจสอบตําแหนงของยีนท่ีสรางสารแบคเทอริโอซินของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
โดยการวิเคราะหลักษณะทางพันธุกรรม 

4.8.2.1 การสกัดดีเอ็นเอ  
ทําการสกัดดีเอ็นเอของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีไดคัดเลือกวามีประสิทธิภาพที่ดีในการ

ยับยั้งการเจริญตอเช้ือสาเหตุโรคทางดินของมะเขือเทศ และมีคุณสมบัติทางชีวเคมีท่ีดี ท้ัง 5 ไอโซ
เลท คือ TKC1, TKC7, TKC10, CMM11 และCMM13 แลวนําดีเอ็นเอมาตรวจสอบคุณภาพและ
ปริมาณโดยวิธี agarose gel electrophoresis (ภาพ 32) จากภาพแถบดีเอ็นเอทีได แสดงใหเห็นวาดี
เอ็นเอท่ีสกัดได มีปริมาณมากและมีคุณภาพดี 

4.8.2.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR  
นําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากข้ันตนมาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอร เพื่อตรวจสอบตําแหนง

ของยีนท่ีสรางสาร subtilosin โดยใช sboAFwd (forward primer) (5’ CGCGCAAGTAGTC 
GATTTCTAACA 3’) และ sboARev (reverse primer) (5’ CGCGCAAGTAGTCGATTTCTAACA 
3’) นํามาทํา Gradient PCR โดยทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมจากการปรับอุณหภูมิของปฏิกิริยาใน
ข้ันตอน annealing ใหอยูระหวางระหวาง 30-50 องศาเซลเซียส จากการทดลองพบวาสภาวะใน
ข้ันตอน annealing ท่ีเหมาะสมคือ 42 องศาเซลเซียส ไดผลผลิตของพีซีอารท่ีชัดเจนขนาดประมาณ 
1500 bp พบวาแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท TKC1, TKC10 และ CMM11 อาจมีตําแหนงของยีนท่ี 
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ภาพ 32  Gel electrophoresis บน 1% agarose gel ของ total DNA ของเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษท้ัง 5 ไอโซเลท (TKC1, TKC7, TKC10, CMM1 และ CMM13)  

แถวที่ M  = DNA มาตรฐาน 100 bp DNA ladder 
แถวที่ 1   =  ไอโซเลท TKC1 
แถวที่ 2   =  ไอโซเลท TKC7 
แถวที่ 3   =  ไอโซเลท TKC10 
แถวที่ 4   =  ไอโซเลท CMM11 
แถวที่ 5   =  ไอโซเลท CMM13 

 
สรางสาร subtilosin โดยใหผลผลิตของพีซีอารท่ีชัดเจนขนาดประมาณ 1500 bp (ภาพ 33) ซ่ึง
สอดคลองกับรายงานของ Babasaki et al. ในป 1985 กลาววา B. subtilis สามารถสรางสารปฏิชีวนะ 
subtilosin ได ซ่ึงมีฤทธ์ิเปนปฏิปกษตอจุลินทรียหลายชนิด โดยมีผลทําใหเกิดการเปล่ียนแปลง
โครงสรางหรือหนาท่ีของเยื่อหุมเซลล โดยทําใหกรดอะมิโน และฟอสเฟตภายในเซลลแบคทีเรีย 
และอิออนตาง ๆท่ีเปนอิเลคโตรไลท ท่ีใชในกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลลผิดปกติ (Sathiah et 
al., 2005) โดยเช้ือในจีนัส Bacillus สามารถผลิตสารปฏิชีวนะมากกวา 167 ชนิด (Berdy, 1974) ซ่ึง
สวนใหญเปนสารโพลีเปปไทด บางสายพันธุสามารถผลิตสารปฏิชีวนะไดหลายชนิด ไดแก          
B. subtilis ผลิตสารปฏิชีวนะเปปไทดได 66 ชนิด และ B. brevis ผลิตได 23 ชนิด (Katz and 
Dermain, 1977 ; Lee et al., 2007) ท่ีมีฤทธ์ิตอตานจุลินทรียและส่ิงมีชีวิตหลายชนิด เชน แบคทีเรีย 
เช้ือรา ปรสิต และแมลง (Aliniazee, 1998; Kugler and Turvey, 1987; Lebbadi et al., 1994; 
Munimbazi and Bullerman, 1998) การสรางสารเหลานี้ของ Bacillus อาจมีความสําคัญมากตอการ
อยูรอดของเช้ือในระบบนิเวศน เนื่องจากสารเหลานี้ถูกสรางข้ึนในสภาวะตางๆ เชน สภาวะท่ีขาด
แคลนอาหาร (nutritional stress) โดยจะถูกสรางจากแบคทีเรียท่ีอยูในระยะ stationary  phase โดย

DNA 
3000 bp 
1000 bp 
500 bp 

 M        1        2        3        4        5 
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จะเร่ิมมีการสรางสปอร extracellular enzyme และสารปฏิชีวนะ (Losick and Youngman, 1984) ทํา
ใหเกิดการแขงขันเพื่อความอยูรอดในสภาวะท่ีมีอาหารจํากัด (Katz and Demain, 1997) เพื่อปรับตัว
เองใหมีชีวิตรอดในสภาพแวดลอม การสรางสารปฏิชีวนะของ Bacillus เกิดจากความจําเปนตอง
แขงขันกับจุลินทรียชนิดอ่ืน (Zuber et al., 1993) และอาจเปนสารท่ีทําหนาท่ีเปนสัญญาณ 
(intercellular signals) ท่ีสงตอกันเปนลําดับใหตอบสนองตอส่ิงเราในสภาวะแวดลอม และการผลิต
สารท้ังหมดถูกควบคุมโดยยีน(Losick and Youngman, 1984)  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 33 Gel electrophoresis บน 1% agarose gel ของดีเอ็นเอท่ีเพิ่มประมาณดวย 
specific primers sboAFwd / sboARev ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท้ัง 5 ไอ
โซเลท (TKC1, TKC7, TKC10, CMM1 และ CMM13)  

แถวที่ M = DNA มาตรฐาน 100 bp DNA ladder 
แถวที่ 1   =  ไอโซเลท TKC1 
แถวที่ 2   =  ไอโซเลท TKC7 
แถวที่ 3   =  ไอโซเลท TKC10 
แถวที่ 4   =  ไอโซเลท CMM11 
แถวที่ 5   =  ไอโซเลท CMM13 
แถวที่ 6   = นํ้ากล่ัน (negative control) 

 

 

     M      1       2       3       4       5       6 

3000 bp 

1000 bp 

500 bp 

1500 bp 


