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บทคัดย่อ 
 

 วัตถุประสงค์ของงานวิจัยในครัง้นี เ้พื่อคัดเลือกเชือ้แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพใ นการควบคุมเชือ้รา 
Stemphylium sp. สาเหตโุรคใบจุดสีเทาของมะเขือเทศ โดยคดัแยกเชือ้แบคทีเรียจากผิวใบมะเขือเทศ สามารถแยกเชือ้
แบคทีเรียได้ 46 ไอโซเลต จากวิธีการล้างใบ 40 ไอโซเลต และวิธีการ leaf printing  6 ไอโซเลต เมื่อน าไปทดสอบ
ความสามารถในการยับยัง้เชือ้รา Stemphylium  sp. บนอาหาร potato dextrose agar (PDA) ด้วยวิธี dual culture 
สามารถคดัเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยของเชือ้รา Stemphylium sp. ได้ 6 ไอโซเลต 
โดย %การยบัยัง้ระหว่าง 47.43 - 58.36 % เมื่อท าการทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคใบจุดสีเทาด้วยวิธีการ 
detached leaf พบว่าแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้การเกิดแผลดีที่สดุ คือ ไอโซเลต PDN15 สามารถลดขนาด
แผลได้ 78.50 %  เมื่อเทียบกับกรรมวิธีที่ไม่มีการใช้แบคทีเรีย การจ าแนกชนิดด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ
คณุสมบตัิทางชีวเคมี พบวา่ PDN15 คือ Bacillus sp.  
 

ค าส าคัญ : เชือ้รา Stemphylium sp.    ผิวใบ    โรคใบจดุสเีทา 
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Abstract 
 

This research aims to screening phylloplane bacteria from tomato leaves to control Stemphylium sp. , 
a causal agent of gray leaf spot disease.  Forty six isolates were obtained including 40 isolates via leaf washing 
and 6 isolates via leaf printing technique.   All of isolates were tested in vitro for growth inhibitory effect against 
Stemphylium sp.  on potato dextrose agar (PDA)  using dual culture technique.   Among these phylloplane 
bacteria, 6 isolates demonstrated inhibitory effect against the growth of Stemphylium sp.  with % inhibition in 
range of 47. 43- 58. 36%.   Then, the six potent bacteria were tested for the efficacy to control gray leaf spot 
disease by detached leaf technique. The result showed that PDN15 was the most effective to reduce the lesion 
sizes by 78.50% as compared to non-bacteria treated.  Base on morphological and biochemical testing, PDN15 
was identified as Bacillus sp. 
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บทน า  

 มะเขือเทศเป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคญัในประเทศไทย นิยมปลูกและบริโภคกันอย่างแพร่หลายทั่วโลกมาเป็น
เวลานาน น าไปใช้ประโยชน์ได้ทัง้ในรูปของมะเขือเทศบริโภคสด (table tomato) เพื่อการบริโภค แล้วยงัสามารถสง่โรงงาน
อตุสาหกรรมเพื่อแปรรูป (processing tomato) ได้หลายอย่าง เช่น การผลิตซอสมะเขือเทศ (Tomato ketchup) การผลติ
มะเขือเทศในประเทศไทยส่วนใหญ่แล้วเกษตรกรมกัจะประสบปัญหาเก่ียวกบัศตัรูไม่ว่าจะเป็นวชัพืช ซึ่งจะแก่งแย่งน า้          
ธาตุอาหาร แสงแดด และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ท าให้คุณภาพและผลผลิตตกต ่า บางชนิดเป็นที่อยู่อาศยัของแมลง             
ซึ่งก่อให้เกิดความเสียหายได้ทัง้กับใบและผล ท าให้ปริมาณและคุณภาพของผลผลิตมะเขือเทศลดลงเป็นจ านวนมาก       
หากไม่มีการจดัการเร่ืองการเขตกรรมตัง้แต่แรกให้ดีก็จะมีปัญหาตามมาภายหลงั เช่น มีวชัพืชขึน้อย่างรวดเร็ว มีโรคและ
แมลงระบาดท าความเสียหายให้กับผลิตผล ท าให้ได้ผลิตผลที่มีคุณภาพไม่ดี ผลผลิตต่อไร่ต ่า (Jareanruk, 2007) 
โดยเฉพาะโรคใบจุดสีเทา (Gray leaf spot) ที่เกิดจากเชือ้รา Stemphylium sp. นัน้เป็นอีกโรคหนึ่งที่พบการระบาดได้
ทัว่ไป สามารถเกิดกบัมะเขือเทศได้ทกุสายพนัธุ์  โดยจะพบบริเวณใบลา่งมากกว่าใบยอด อาการขัน้ต้นจะปรากฏเห็นจดุ           
สีน า้ตาลอมด าขนาดเล็กบนใบต่อมาจะกลายเป็นสีเทา (Nasehi et al., 2012) เนือ้ใบยบุตวั รูปร่างไม่แน่นอน แผลด้าน          
ใต้ใบและหลงัใบมีขนาดเทา่กนั และกระจายทัว่ใบมะเขือเทศ บางสายพนัธุ์มีความออ่นแอตอ่โรคมากท าให้พบอาการโรค
บริเวณใบยอดด้วย โดยเฉพาะมะเขือเทศผลเลก็ (cherry indeterminate type) เมื่อตรวจด้วยกล้องจลุทรรศน์มกัพบเชือ้รา
อยู่บนแผลโดยเห็นเป็นสปอร์สีน า้ตาลเข้ม มีหลายเซลล์รูปร่างคล้ายลูกระเบิด ติดอยู่บนก้านชูสปอร์สีน า้ตาลเข้ม 
(Thummabenjapone & Phola, 2007) ในปัจจุบนัมีการตื่นตวัในการลดการใช้สารเคมีกันมากขึน้ เนื่องจากผู้ผลิตและ
ผู้บริโภคเร่ิมตระหนักถึงพิษภัยที่เกิดจากสารเคมีตกค้างในผลิตผลและสิ่งแวดล้อม รวมทัง้การกีดกันทางการค้าจาก
ประเทศคู่ค้า โดยอ้างถึงผลผลิตที่มีสารเคมีตกค้าง ท าให้การปลกูพืชในระบบต่างๆ ที่ใช้สารเคมีน้อยจนถึงไม่ใช้เลยเป็น            
ที่นิยมปฏิบตัิมากขึน้ เช่น การผลิตพืชในระบบเกษตรอินทรีย์ การใช้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ ก็เป็นแนวทางหนึ่งที่ก าลงัได้รับ
ความสนใจ และนิยมปฏิบตัิกนัอยา่งกว้างขวาง ดงัเช่น  Montesines et al., 1996 ได้ท าการคดัเลอืกเชือ้แบคทีเรีย Erwinia 
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herbicola และ Pseudomonas fluorescens จากสว่นเหนือดินของพืช และรากพืชหลายชนิด พบวา่มีเพียง 7% ที่สามารถ
ยบัยัง้การงอกของโคนิเดียและการเจริญของเส้นใยของเชือ้รา Stemphylium vesicarium ได้ และมีเพียง 4 ไอโซเลต ที่มี
ประสิทธิภาพในการยบัยัง้โรคใบจุดสีน า้ตาลของแพร์เมื่อทดสอบด้วยวิธีการ detached leaf ในขณะที่ Hussien et al., 
2007 ได้ท าการทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens, Trichoderma harzianum, 
Gliocladium sp. และ Saccharomyces cerevisiae ในการควบคุมโรคไหม้ที่เกิดจากเชือ้รา Stemphylium บนต้นหอม 
การทดสอบในห้องปฏิบตัิการพบว่า P. fluorescens, B. subtilis และ T. harzianum สามารถยบัยัง้การเจริญของเส้นใย
ของเชือ้รา S. vesicarium ได้ดีที่สุด ส่วน Nainwal & Vishunavat, 2016 ศึกษาเปรียบเทียบการใช้สารเคมีและการใช้
จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในการควบคุมโรคใบจุดสีม่วงที่ เ กิดจากเชือ้รา Alternaria porri และโรคไหม้ที่ เ กิดจากเชือ้รา 
Stemphylium vesicarium บนต้นหอม พบความรุนแรงของโรคต ่าสดุเมื่อฉีดพน่ด้วยแมนโคเซ็บ (3%) ร่วมกบั โมโนคลอโต
ฟอส (0.05%) โดยพบความรุนแรงของการเกิดโรค 2.67% และ 2.57% ตามล าดบั เมื่อฉีดพน่ด้วยสารสกดัสะเดา (0.3%) 
พบความรุนแรงของการเกิดโรค 5.57% และ 4.78% ตามล าดบั ในขณะที่การฉีดพ่นด้วย T. harzianum (1%) พบความ
รุนแรงของการเกิดโรค 15.44% และ 13.11% ตามล าดับ แต่อย่างไรก็ตามพบว่าทุกกรรมวิธีสามารถลดความรุนแรง            
ของการเกิดโรคได้เมื่อเทียบกบักรรมวิธีควบคมุ การวิจยัครัง้นีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อคดัเลือกจุลินทรีย์ปฏิปักษ์จากผิวใบ
มะเขือเทศมาใช้ในการควบคมุโรคใบจุดสีเทาที่เกิดจากเชือ้รา Stemphylium sp. ทดแทนการใช้สารเคมี เพื่อให้มีความ
ปลอดภยัตอ่ผู้ผลติ ผู้บริโภค และสิง่แวดล้อม  

      

วิธีด าเนิการวิจัย 
การแยกเชือ้จุลินทรีย์จากผิวใบมะเขือเทศ  

ท าการแยกเชือ้แบคทีเรียจากผิวใบมะเขือเทศสีดา จ านวน 15  ใบ ด้วย 2 กรรมวิธี คือ กรรมวิธีการล้างใบมะเขือ
เทศ โดยน าใบมะเขือเทศล้างผา่นน า้ไหล 1-2 นาที จากนัน้น ามาล้างน า้กลัน่ปลอดเชือ้ แล้วเช็ดด้วยแอลกอออล์ 70% แล้ว
ตดัให้เป็นชิน้เลก็ๆ ขนาดประมาณ 1x1 เซนติเมตร ใสล่งไปใน flask ที่มีน า้นึง่ฆา่เชือ้โดยใช้อตัราสว่นของใบ 1 กรัม ตอ่น า้
ปริมาตร 9 มิลลิลิตร เขย่าเพื่อให้ผิวใบสมัผัสกับน า้แล้วท าให้เจือจางที่ความเข้มข้น  10-1 ถึง 10-3 เท่า แล้วดูดมา 0.1 
มิลลิลิตร น าไปหยดและเกลี่ยให้ทั่วผิวหน้าอาหาร  potato dextrose agar (PDA) , nutrient agar (NA) , yeast malt 
medium (YM) และ arginine glycerol mineral salt agar (AGMA) บม่เชือ้ไว้ 24-72 ชัว่โมง แยกเชือ้ให้ได้โคโลนีเดี่ยวหรือ
เชือ้บริสทุธ์ิ และวิธี leaf printing ท าความสะอาดและฆ่าเชือ้ใบมะเขือเทศเบือ้งต้นเช่นเดียวกบักรรมวิธีล้างใบ แล้วน ามา
กดลงบนผิวหน้าอาหาร PDA และน าใบมะเขือเทศออก บม่เชือ้ไว้ 24-72 ชัว่โมง แยกเชือ้ให้ได้โคโลนีเดี่ยว หรือเชือ้บริสทุธ์ิ 
เพื่อน าไปทดสอบตอ่ไป 

 
การทดสอบการยบัยัง้เชือ้รา   Stemphylium sp. ของแบคทีเรีย 
การทดสอบการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ด้วยวิธีการ dual culture 

เลีย้งเชือ้รา Stemphylium sp. สาเหตุโรคใบจุดสีเทา ที่ได้รับความอนุเคราะห์จากสาขาวิชาโรคพืชวิทยา 
ภาควิชาพืชศาสตร์และทรัพยากรการเกษตร คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น บนอาหาร PDA เป็นเวลา 7 วนั 
จากนัน้ตดัด้วย cork borer ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 8 มิลลิเมตร น าไปวางที่จุดศนูย์กลางของจานอาหารเลีย้งเชือ้ PDA 
บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน ก่อน (เนื่องจากเชือ้รา Stemphylium sp. มีอัตราการเจริญช้า) แล้วท าการปลูก             
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เชือ้แบคทีเรีย โดยใช้เข็มเขี่ยแตะเซลล์ของเชือ้แบคทีเรียที่เลีย้งไว้บนอาหาร NA บ่มที่อุณหภมูิห้อง นาน 24 - 48 ชั่วโมง  
มาแตะบนจานอาหารที่เลีย้งเชือ้รา Stemphylium sp. ไว้แล้ว 4 จุด ตรงข้ามกนัในแนวกากบาท สว่นในกรรมวิธีควบคุม            
ไม่มีการปลูกเชือ้แบคทีเรีย บ่มที่อุณหภูมิห้อง วัดเส้นผ่านศูนย์กลางการเจริญของเชือ้ราทุกวันจนกระทั่งเชือ้รา 
Stemphylium sp. ในจานควบคมุเจริญเต็มจานอาหารเลีย้งเชือ้ คดัเลอืกเชือ้ที่มีประสทิธิภาพดีในการยบัยัง้การเจริญของ
เชือ้รา Stemphylium sp. โดยหา %การยบัยัง้จากความสมัพนัธ์ตอ่ไปนี ้(Sutthisa, 2002) 

 
%การยบัยัง้การเจริญโดยเชือ้แบคทีเรียทดสอบ    =    100 – [(Dt x 100)/Dc]                                       (1) 

 

เมื่อ Dt  = ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางโคโลน ีStemphylium sp. ในจานเลีย้งเชือ้ทดสอบ 
       Dc = ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางโคโลน ีStemphylium sp. ในจานเลีย้งเชือ้ควบคมุ 
 
การทดสอบการควบคุมโรคบนผิวใบมะเขือเทศด้วยวิธี Detached leaf  

เตรียมใบมะเขือเทศปกติที่ไม่มีอาการของโรค ฆ่าเชือ้ที่บริเวณผิวใบโดยเช็ดด้วยแอลกอฮอล์  70%  ก่อนผึ่ง           
ให้แห้ง แล้วหุ้มก้านใบด้วยส าลีชบุน า้นึ่งฆา่เชือ้ ท าแผลบนใบมะเขือเทศด้วยเข็มเขี่ยเชือ้ และเตรียมเชือ้แบคทีเรียทดสอบ
โดยเลีย้งเชือ้บนอาหาร NA บ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 24-48 ชั่วโมง  จากนัน้กวาดเซลล์ลงในน า้กลัน้นึ่งฆ่าเชือ้เพื่อ             
เตรียมเซลล์แขวนลอย ปรับความเข้มข้นให้ได้  108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยนับด้วย haemacytometer  เตรียมเชือ้ 
Stemphylium sp. โดยเลีย้งบนอาหาร PDA   บ่มที่อณุหภมูิห้อง นาน 7 วนั แบ่งการทดลองเป็น 2 กรรมวิธี กรรมวิธีที่ 1     
ใช้ cork borer ตัดชิน้วุ้ นของ Stemphylium sp. วางลงบนแผลบนใบก่อน หลังจากนัน้ 24 ชั่วโมง น าชิน้วุ้ นออกจาก            
ใบมะเขือเทศ แล้วหยดเซลล์แขวนลอยของเชือ้แบคทีเรียทดสอบปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงไป กรรมวิธีที่ 2 หยดเซลล์
แขวนลอยของเชือ้แบคทีเรียทดสอบปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลงบนแผลก่อน หลงัจากนัน้  24 ชั่วโมง จึงวางชิน้วุ้นของ 
Stemphylium sp. ที่ตัดด้วย cork borer ทับลงไป แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จึงน าชิน้วุ้ นออก              
ท าการทดลองกรรมวิธีละ 3 ซ า้ กรรมวิธีควบคุม คือหยดน า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้  25 ไมโครลิตร แทนเชือ้แบคทีเรียทดสอบ              
บ่มเชือ้ไว้ในกล่องพลาสติกชืน้ที่อุณหภูมิห้อง วัดขนาดของแผลที่เกิดขึน้เปรียบเทียบกันหลงัจากปลูกเชือ้แล้ว  7 วัน               
หา %การยบัยัง้การเกิดแผล ดงันี ้(Sutthisa, 2002) 
 

% การยบัยัง้การเกิดแผล =  100 – [(Lt x 100)/Lc]                          (2) 
 
เมื่อ Lt = ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางของแผลบนใบทดสอบ 
       Lc = ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางของแผลในกรรมวิธีการควบคมุ 
 
การจ าแนกเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคใบจุดสีเทา 

เลีย้งเชือ้แบคทีเรียปฎิปักษ์บนอาหาร NA สงัเกตลกัษณะโคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้ ศึกษาลกัษณะและรูปร่าง
ของเชือ้ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ โดยการย้อมแกรม และการย้อมสปอร์ ทดสอบคณุสมบตัิทางชีวเคมี (Sutthisa, 2002) 
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ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 
การแยกเชือ้จุลินทรีย์จากผิวใบมะเขือเทศ  

การแยกเชือ้แบคทีเรียจากใบมะเขือเทศโดยใช้วิธีการล้างใบและ leaf printing สามารถคดัแยกแบคทีเรียได้
ทัง้หมด 46 ไอโซเลต จากอาหารเลีย้งเชือ้ทัง้ 4 ชนิด โดยเป็นเชือ้จากกรรมวิธีล้างใบ 40 ไอโซเลต และจากวิธี leaf printing 
6 ไอโซเลต ซึ่งวิธี leaf printing พบโคโลนีของเชือ้ราเจริญขึน้มามากกว่าแบคทีเรีย และเชือ้รายงัเจริญคลุมทับโคโลนี
แบคทีเรียด้วย เนื่องจากไมไ่ด้เติมสารปฏิชีวนะยบัยัง้เชือ้ราลงในอาหารเลีย้งเชือ้ การเลอืกใช้อาหาร 4 ชนิดในการแยกเชือ้
เพื่อให้ได้กลุ่มเชือ้ที่มีความหลากหลาย  บนอาหารแต่ละชนิดมีจุลินทรีย์ที่มีลักษณะต่างๆ กัน เจริญขึน้มาให้เห็น                
โดยพบวา่บนอาหาร NA และ PDA มีจลุนิทรีย์ที่มีลกัษณะโคโลนีหลากหลายและมีปริมาณมากที่สดุเพราะเป็นอาหารที่ใช้
เลีย้งเชือ้ทัว่ไป (general propose media) สว่นบนอาหาร AGMA และ YM ที่ใช้ส าหรับแยก Actinomycestes และยีสต์ 
พบการเจริญของแบคทีเรียน้อยและมีการเจริญช้า เพราะองค์ประกอบของอาหารที่มีแหล่งพลงังานที่จ าเป็นต่อเชือ้            
มีปริมาณน้อย (Inwang, 1987)  

 
การทดสอบการยบัยัง้เชือ้รา   Stemphylium sp. ของแบคทีเรีย 
การทดสอบการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยบนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA ด้วยวิธีการ dual culture 

การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียที่แยกได้จากผิวใบมะเขือเทศทัง้หมด 46 ไอโซเลต ในการยบัยัง้การ
เจริญของเส้นใยเชือ้รา Stemphylium sp. บนอาหาร PDA ด้วยวิธีการ dual culture พบว่าทกุไอโซเลตสามารถยบัยัง้การ
เจริญของเส้นใยของเชือ้รา Stemphylium sp. ได้ โดยมี %การยบัยัง้ระหวา่ง 4.87-58.36% (ตารางที่ 1)  ไอโซเลตทีย่บัยัง้
ได้ดีที่สดุ 6 ไอโซเลต คือ PDN12, PDN19, PDN15,  NKN2, NKN5 และ YKR16 มี %การยบัยัง้เทา่กบั 58.36%, 57.78%, 
57.52%, 52.10%, 50.18% และ 47.43% ตามล าดบั จากการสงัเกตลกัษณะโคโลนขีองเชือ้รา Stemphylium sp. ในจาน
อาหารที่ทดสอบร่วมกับเชือ้แบคทีเรีย พบบริเวณยบัยัง้ ( inhibition zone หรือ clear zone)  ซึ่งเกิดจากการที่แบคทีเรีย
สร้างสารปฎิชีวนะออกมายบัยัง้ (ภาพท่ี 1) ซึง่สอดคล้องกบังานวิจยัของ Montesinos et al. (1996) โดยศกึษาเชือ้ Erwinia 
herbicola และ Pseudomonas fluorescens ซึง่แยกจากพืช และรากของพืชหลายสายพนัธุ์ พบวา่สามารถยบัยัง้การงอก
ของโคนิเดีย และการเจริญของเส้นใยของเชือ้รา Stemphylium vesicarium โดยผลิตสารปฎิชีวนะต้านเชือ้รา                             
S. vesicarium  และ  Ajilogba et al., 2013 ทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus cereus, 
Bacillus pumilus และ Bacillus subtilis ในการยับยัง้เชือ้รา Fusarium solani สาเหตุโรคเหี่ยวของมะเขือเทศ พบว่า             
B. amyloliquefaciens ยับยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้รา F. solani ได้ดีที่สุด คือ 95.2% เมื่อทดสอบบนพืชพบว่า               
B. cereus มีการเกิดโรคโรคเหี่ยวน้อยที่สดุเพียง 18.75%  
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ตารางที่ 1    ประสทิธิภาพของแบคทีเรียที่แยกได้จากผิวใบมะเขือเทศในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใย 
                    ของเชือ้รา Stemphylium sp. ด้วยวิธีการ dual culture หลงัจากปลกูเชือ้ 4 วนั 

ไอโซเลต การยบัยัง้ (%)1/ ไอโซเลต การยบัยัง้ (%)1/ 
NKR1             43.30 ± 0.95 e AKN18              7.463 ± 0.63 xy 
NKR2             35.58 ± 2.92 gh AKN19              9.547 ± 1.28 vw 
NKR3             27.32 ± 5.64 k NDN1             30.16 ± 7.14 j 
NKR4             20.65 ± 5.45 mno NDN2            19.14 ± 7.52 op 
NKR5             37.42 ±1.25 g NDN3            33.33 ± 3.02 i 
PKR7             35.58 ± 1.16 gh NDN4            13.47 ± 1.01 s 
PKR8             35.75 ± 0.73 gh NDN5            16.06 ± 1.44 r 

YKR14             36.42 ± 0.43 g NDN6            4.87 ± 2.17 z 
YKR16             47.43 ± 2.50 d NDN7            33.49 ± 1.51 i 
AKR17             37.42 ± 0.00 g NDN8            11.55 ± 3.15 tu 
NKN1             11.38 ± 0.43 tuv NDN9            19.98 ± 8.06 no 
NKN2             52.10 ± 3.23 b NDN10            16.64 ± 9.54 qr 
NKN3             34.49 ± 0.72 hi NDN11            12.35 ± 1.32 stu 
NKN4             19.40 ± 2.17 op PDN12            58.36 ± 1.88 a 
NKN5             50.18 ± 0.90 c PDN13            5.714 ± 0.72 yz 
NKN6             21.98 ± 5.06 lm PDN14            10.97 ± 1.29 uv 
NKN7             21.81 ± 1.88 lmn PDN15            57.52 ± 5.11 a 
NKN8             13.05 ± 1.61 st PDN16           18.06 ± 5.91 pq 
PKN9             9.047 ± 0.72 wx PDN18           36.17 ± 0.00 gh 

PKN10             19.98 ± 0.63 no PDN19           57.78 ± 3.61 a 
PKN15              21.98 ± 6.17 lm PDN20           20.40 ± 2.14 mno 
PKN16             17.22 ± 2.52 qr YDN22           23.15 ± 0.00 l 
PKN17              8.713 ± 1.88 wx ADN24           39.34 ± 0.63 f 

CV2/ (%)  3.12 
 

1/ คา่เฉลีย่ ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน ของ % การยบัยัง้การเจริญของเส้นใยของเชือ้รา Stemphylium sp.  
จ านวน    3 ซ า้  
2/ Coefficient of variation 
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ภาพที่ 1  ประสทิธิภาพของแบคทีเรียที่แยกได้จากผิวใบมะเขือเทศในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยของ      

                เชือ้รา Stemphylium sp. ด้วยวิธีการ dual culture หลงัปลกูเชือ้ทดสอบ 4 วนั 
                  ก. PDN12   ข. PDN15    ค. PDN19   ง. ไมม่ีการปลกูเชือ้แบคทีเรีย   
 
การทดสอบการควบคุมโรคบนผิวใบมะเขือเทศด้วยวิธี Detached leaf  

 จากการคัดเลือกเชือ้แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยับยัง้เชือ้รา Stemphylium sp. จ านวน 6 ไอโซเลต                   
มาทดสอบความสามารถในการควบคุมโรคใบจุดสีเทาของมะเขือเทศด้วยวิธี detached leaf โดยการปลูกเชือ้รา 
Stemphylium sp. ลงบนผิวใบก่อน แล้วจึงหยดเซลล์แขวนลอยของเชือ้แบคทีเรียทดสอบ พบวา่ไอโซเลต PDN15 สามารถ
ยับยัง้การเกิดแผลได้ดีที่สุดถึง 78.50% แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีอื่น (ภาพที่ 2)            
แต่เมื่อท าการปลกูเชือ้ PDN15 ก่อนแล้วจึงปลกูเชือ้รา Stemphylium sp. กลบัพบว่าสามารถยบัยัง้การเกิดแผลได้เพียง 
35.81% นัน่อาจเป็นเพราะวา่ PDN15 เหมาะกบัการใช้ในการควบคมุโรคมากกวา่ใช้ในการป้องกนั ซึง่ตรงข้ามกบัไอโซเลต 
NKN2 พบว่า เมื่อท าการปลกูเชือ้รา Stemphylium sp. ก่อนปลกูเชือ้แบคทีเรีย สามารถลดการเกิดแผลได้เพียง 2.56% 
ในขณะที่การปลูกเชือ้แบคทีเรียก่อน สามารถยบัยัง้การเกิดแผลได้ 41.29% นั่นแสดงว่า NKN2 เหมาะที่จะใช้ในการ
ป้องกันการเกิดโรคมากกว่าใช้ในการควบคุมการเกิดโรค ส่วนไอโซเลตอื่นๆ ให้ผลไม่แตกต่างกันมากนกั (ตารางที่ 2) 
ดังเช่นงานวิจัยของ Sutthisa et al., 2014 ได้ศึกษาการยับยัง้เชือ้รา Colletotrichum sp. สาเหตุโรคแอนแทรกโนส               
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ของมะมว่งด้วยการใช้สารสกดัจากพืช พบวา่การใช้สารสกดัหยาบจากขา่ที่ความเข้มข้น 20,000 ppm ก่อนการปลกูเชือ้รา 
Colletotrichum sp. 30 นาที สามารถยบัยัง้การเกิดโรคแอนแทรกโนสบนใบมะมว่งได้ 100%  และ Sariah, 1994 ได้ศกึษา
การใช้เชือ้แบคทีเรีย Bacillus sp. เพื่อควบคุมโรคแอนแทรกโนสของพริกที่เกิดจากเชือ้รา Colletotrichum capsici               
และ Colletotrichum gloeosporioides พบวา่แบคทีเรียปฏิปักษ์สามารถยบัยัง้การเจริญของเส้นใยและการงอกของสปอร์
ได้ รวมทัง้ท าให้เส้นใยมีรูปร่างที่ผิดปกติไป ซึ่งเป็นผลมาจากเชือ้แบคทีเรียสร้างสารปฏิชีวนะ นอกจากนีย้งัพบว่าเมื่อ            
ฉีดพ่นด้วยสารแขวนลอยแบคทีเรียท าให้ลดการเข้าท าลายและลดจ านวนแผลที่เกิดขึน้ได้  นอกจากนีย้งัพบว่าแบคทีเรีย           
B. subtilis และ Pseudomonas fluorescens  สามารถยบัยัง้การเจริญของเส้นใยของเชือ้รา S. vesicarium สาเหตโุรค     
ใบไหม้ในต้นหอมได้สงูที่สดุ เมื่อศกึษาในหลอดทดลอง (Hussein et al., 2007)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพที่ 2  ประสทิธิภาพของแบคทีเรียไอโซเลต PDN15 ในการยบัยัง้การเกิดโรคใบจดุสเีทาที่เกิดจากเชือ้รา 
             Stemphylium sp. ด้วยวิธี detached leaf หลงัจากปลกูเชือ้ 4 วนั 

                              ก. หยดเชือ้ PDN15  หลงัการปลกูเชือ้รา Stemphylium sp.   
                              ข. หยดน า้กลัน่นึง่ฆา่เชือ้หลงัการปลกูเชือ้รา Stemphylium sp.    
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ตารางที่ 2   ประสทิธิภาพของแบคทีเรียทดสอบในการยบัยัง้การเกิดโรคใบจดุสเีทาที่เกิดจากเชือ้รา Stemphylium sp.  
                   ด้วยวิธี detached leaf หลงัจากปลกูเชือ้ 4 วนั 
 

กรรมวิธี ไอโซเลต การยบัยัง้การเกดิแผล (%)1/ 
ปลกูเชือ้ Stemphylium sp. ก่อน 24 hr YKR16 50.88 ± 2.31 b 

NKN2 2.56 ± 1.49 h 
NKN5 20.31 ± 2.74 g 
PDN12 43.98 ± 1.49 c 
PDN15 78.50 ± 2.39 a 
PDN19 24.26 ± 2.13 f 

ปลกูเชือ้ Stemphylium sp. หลงั 24 hr YKR16 43.78 ± 2.63 c 
NKN2 41.29 ± 2.63 d 
NKN5 26.36 ± 0.86 f 
PDN12 49.06 ± 2.30 b  
PDN15 35.81 ± 3.95 e 
PDN19 36.31 ± 2.63 e 

CV2/ (%)  2.321 
1/ คา่เฉลีย่ ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน ของ % การยบัยัง้การเกิดโรคใบจดุสเีทาที่เกิดจากเชือ้รา Stemphylium  sp.  
    จ านวน 3 ซ า้  
2/ Coefficient of variation 

 
การจ าแนกเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคใบจุดสีเทา 

การจ าแนกชนิดของแบคทีเรียด้วยลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและลกัษณะทางชีวเคมี ของเชือ้แบคทีเรียที่คดัแยก
ได้จ านวน 6 ไอโซเลต พบว่าโคโลนีของแบคทีเรีย PDN15 ที่เจริญบนอาหาร NA มีรูปร่างไม่แน่นอน ขอบหยกั ผิวหน้า
โคโลนีแห้ง เป็นเชือ้แบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างท่อนสัน้ และสร้างเอนโดสปอร์ภายในเซลล์ (ภาพที่ 3) สามารถสร้าง 
catalase สร้างเอ็นไซม์ย่อยแป้ง ย่อยเคซีน และสามารถหมกัน า้ตาลกลโูคส และซูโครสได้ (ตารางที่ 3) เมื่อเปรียบเทียบ
กบั The Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology Vol.1 สามารถจดัอยูใ่นสกลุ Bacillus  
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ภาพที่ 3  ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของแบคทีเรีย ไอโซเลต PDN15 

 ก. ลกัษณะโคลนีีบนอาหาร NA    ข.สณัฐานวิทยาของเซลล์ (ย้อมสแีกรม) ท่ีก าลงัขยาย 1000 เทา่    
 ค. สณัฐานวิทยาของเซลล์ (ย้อมเอนโดสปอร์(ศรชี)้) ท่ีก าลงัขยาย 1000 เทา่    
 

ตารางที่ 3  คณุสมบตัิทางสณัฐานวิทยาและคณุสมบตัิทางชีวเคมีของเชือ้แบคทเีรียไอโซเลต PDN15    
 

คุณสมบัตทิางสณัฐานวทิยา 
และคุณสมบัตทิางชวีเคม ี

ชนิดของเชือ้ 
PDN15 Bacillus1/ 

การติดสแีกรม +2/ + 
ต าแหนง่ของเอนโดสปอร์ C4/ C 
รูปร่างของสปอร์ E5/ E 
การเคลือ่นท่ีของเซลล์ + + 
การสร้างเอ็นไซม์ catalase + + 
การยอ่ยแป้ง + + 
การยอ่ยเคซีน + + 
การหมกัน า้ตาล   
- น า้ตาลกลโูคส + + 
- น า้ตาลแลคโตส -3/ - 
- น า้ตาลซูโครส  + + 

 

1/ Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (William, 1994) 
2/ + = positive for 90 – 100%  3/ - = negative for 90 – 100% 
4/C = Central   5/ E = Ellipsoidal       

 
สรุปผลการวิจัย  

การคดัแยกเชือ้แบคทีเรียจากผิวใบมะเขือเทศโดยวิธีการล้างใบสามารถแยกเชือ้แบคทีเรียได้จ านวนมากกวา่วิธี 
leaf printing และเมื่อทดสอบคุณสมบัติในการควบคุมเชือ้รา Stemphylium sp. สาเหตุโรคใบจุดสีเทาของมะเขือเทศ           
ด้วยวิธีการ dual culture และ detached leaf พบว่าเชือ้แบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้เชือ้รา Stemphylium sp. 
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ได้ดีที่สุดคือ Bacillus sp. เมื่อท าการปลูกเชือ้รา  Stemphylium sp. บนใบก่อน  อย่างไรก็ตามจ าเป็นที่จะต้องมีการ
ศกึษาวิจยัเพิ่มเติมเพื่อให้ได้วิธีการท่ีมีประสทิธิภาพท่ีสดุที่จะน าไปใช้ประโยชน์ตอ่ไป 
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