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ABSTRACT 
Chinese kale leaf spot, causes by Alternaria brassicicola, has been one of important 

diseases of chinese kale causing damage at every growth stage in all production areas and brought 
about more fungicides use to control the disease. Biological control is an alternative consideration 
to reduce chemical usage. However, a limiting factor for biological control is the un-survival of 
antagonists on plant leaf surface. Promising antagonists may be the bacteria in Bacillus group which 
has a special ability in producing endospores that could tolerance and grew well in field condition. 
During October 2011 – September 2013, 135 isolates of Bacillus spp. isolated from soil, manure, 
and planting materials, were evaluated for the ability to inhibit growth of A. brassicicola using dual 
culture technique and 5 isolates found to highly inhibit mycelia growth of A. brassicicola  were 
20W1 20W5 20W4 20W12 and 17G18. These isolates were then tested for the disease control in 
the screen house by spraying of its cell suspension prior to the inoculation of the pathogen . We 
found that all isolates could effectively reduce chinese kale leaf spot disease to 46.77%, 52.81%, 
59.99%, 60.45% and 71.31% respectively compared to 73.79% of the disease in non-antagonist 
spraying treatment. Field trial at Ta Maka District, Kanchanaburi province also showed the similar 
results. Those 5 isolates of Bacillus spp., then, were formulated into powder formulation and 
brought back to test at the same field. The results showed that all isolates could significantly control 
the disease better than a non-antagonist spraying treatment. B. subtilis 20W1 was the most effective 
one which could reduce the disease to 32.88%. Efficacy trial of the 20W1 isolate at 20-30 grams/20 
liters of water showed the disease control at the same level as using mancozeb 80% WP at 40 
grams/20 liters of water and significantly control the disease when applied at 40-50 grams/20 liters 
of water. In conclusion, B. subtilis 20W1 is a new isolate that showed high potential to develop to 
be bio-fungicide to use in farmers’ field and upgrade to a commercial scale.  
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บทคดัย่อ 
โรคใบจุดคะนา้ ซ่ึงเกิดจากเช้ือรา  Alternaria  brassicicola เป็นโรคท่ีมีความส าคญั ท าความ

เสียหายกบัคะน้าทุกระยะการเจริญเติบโตและทุกแหล่งปลูก ท าให้มีการใช้สารเคมีในปริมาณสูง   
การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีเป็นทางเลือกหน่ึงท่ีจะลดการใชส้ารเคมีได ้แต่ท่ีผา่นมาการน าจุลินทรีย์
ปฏิปักษม์าควบคุมโรคพืชท่ีเกิดบนใบยงัมีขอ้จ ากดั เน่ืองจากจุลินทรียท่ี์น ามาใช้ไม่สามารถเจริญบน
พืชได ้ ยกเวน้แบคทีเรียกลุ่ม Bacillus ซ่ึงมีคุณสมบติัพิเศษในการสร้างสปอร์ซ่ึงมีความทนทานและ
สามารถเจริญไดดี้บนพืช จึงได้ท าการคดัเลือกสายพนัธ์ุ B. subtilis สายพนัธ์ุใหม่ท่ีมีศกัยภาพใน     
การควบคุมโรคใบจุดคะน้า ด าเนินการทดลองระหว่างเดือนตุลาคม 2554 – กนัยายน 2556  ท าการ
คดัเลือกเบ้ืองตน้ในระดบัห้องปฏิบติัการ โดยวิธี dual culture technique จาก Bacillus spp. จ  านวน 
135 ไอโซเลท ซ่ึงแยกจากดินปลูก ปุ๋ยคอก และวสัดุปลูกจากแหล่งต่าง ๆ พบว่า ไอโซเลท 20W1 
20W5  20W4  20W12  และ 17G18  มีศกัยภาพสูงสุด  น าทั้ง 5 ไอโซเลทไปทดสอบการควบคุมโรค
เบ้ืองตน้ในโรงเรือนโดยพ่น cell suspension ของ Bacillus spp. ก่อนปลูกเช้ือ A.  brassicicola   พบวา่ ทุก
ไอโซเลทสามารถลดการเกิดโรคได ้โดยมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์ความรุนแรงของโรคเท่ากบั 46.77  52.81 
59.99 60.45 และ 71.31 ตามล าดับ โดยท่ีกรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่นด้วย Bacillus spp. มีค่าเท่ากับ 73.79      
น าทั้ง 5 ไอโซเลทไปทดสอบในแปลงปลูกท่ี อ.ท่ามะกา จ.กาญจนบุรี โดยวิธีพ่นดว้ย cell suspension 
พบวา่ กรรมวิธีท่ีพ่นดว้ย cell suspension ของ Bacillus spp. ทุกไอโซเลท มีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วาม
รุนแรงของโรคต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่นอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ  จากนั้นน าทั้ง 5 ไอโซเลทมา
พฒันาเป็นชีวภัณฑ์สูตรผง  น าไปทดสอบในแปลงปลูกเดิม พบว่า กรรมวิธีท่ีพ่นด้วยชีวภัณฑ ์
Bacillus spp. ทั้ง 5 ไอโซเลทมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่น
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยชีวภณัฑ ์B. subtilis ไอโซเลท 20W1 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการควบคุม
โรคใบจุด สามารถลดการเกิดโรคไดเ้ท่ากบั 32.88%  การทดสอบอตัราการใชข้อง ชีวภณัฑ์ B.  subtilis 
ไอโซเลท 20W1  พบวา่  อตัรา 20 - 30 กรัม/น ้า 20 ลิตร ให้ผลดีเทียบเท่ากบัการพ่นดว้ยสาร mancozeb 
80%  WP และอตัรา 40 – 50 กรัม/น ้า 20 ลิตร ให้ผลดีกวา่การพ่นดว้ยสาร mancozeb 80% WP  อตัรา 
40 กรัม/น ้า 20 ลิตร อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ดงันั้นไอโซเลท 20W1 จึงเป็น B.  subtilis สายพนัธ์ุใหม่ท่ี
มีศกัยภาพ ท่ีสามารถน าไปพัฒนาเป็นชีวภณัฑ์ชนิดใหม่ใช้ควบคุมโรคใบจุดคะน้าในระดบัแปลง
เกษตรกร และสามารถน าไปขยายผลสู่เชิงพาณิชยต่์อไป  
 

ค าหลกั: คะนา้ โรคใบจุด จุลินทรียป์ฏิปักษ ์ 
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ค าน า 
ปัญหาหลกัของการปลูกคะนา้คือโรคและแมลงศตัรู โดยโรคพืชท่ีส าคญัคือ โรคใบจุดซ่ึงเกิด

จากเช้ือรา  Alternaria  brassicicola (Schw.) Wiltshire เป็นเช้ือราท่ีมกัท าให้เกิดโรคกบัพืชผกัตระกูล
ผกักาด เช่น คะนา้ ผกักาดขาว และกะหล ่าปลี เป็นตน้ อาการของโรคเกิดทุกส่วนของพืช ทั้งใบ กา้นใบ
และล าตน้  และพบไดทุ้กระยะการเจริญเติบโตของพืช อาการในตน้แก่มกัพบบนใบและกา้นใบ เป็น
แผลจุดเล็ก ๆ สีเหลือง ซ่ึงจะขยายใหญ่ข้ึน และเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลเขม้ถึงด า แผลมีลกัษณะเป็นวง
ค่อนขา้งกลม เรียงซ้อนกนัเป็นชั้น ๆ สปอร์ของเช้ือราแพร่ไปตามลม น ้ า แมลง สัตว ์มนุษย ์และติด
ไปกบัเคร่ืองมือ ระบาดมากในฤดูฝนหรือสภาพท่ีมีความช้ืนสูง (พรพิมล, 2552) โรคน้ีพบไดทุ้กแหล่ง
ปลูก สามารถแพร่ระบาดไดอ้ย่างรวดเร็ว ท าความเสียหายต่อผลผลิต ท าให้ผลผลิตลดลงหรือดอ้ย
คุณภาพ เกษตรกรจึงมกัเลือกใชส้ารเคมีในการป้องกนัก าจดัเป็นอนัดบัแรก และมกัใชอ้ยา่งผิดวิธีจึง
ท าให้เกิดผลกระทบของการใช้สารเคมีดงักล่าว  การป้องกนัก าจดัโรคพืชโดยชีววิธี เป็นทางเลือก
หน่ึงในการลดการใช้สารเคมี ซ่ึงมีการน ามาใช้กนัอย่างแพร่หลาย โดยเฉพาะในต่างประเทศมีการ
ผลิตจ าหน่ายในเชิงพาณิชยแ์ลว้ เช่น Bacillus subtilis  MBI 600 ; Integral ® หรือ Bacillus subtilis 
QST 713 ซ่ึงไดรั้บการข้ึนทะเบียนจากส านกังานปกป้องส่ิงแวดลอ้มสหรัฐอเมริกา หรือ Environment 
Protection Agency ; EPA (WWW.epa.gov/biotech_rule/pubs/fra/fra009.htm)   

แบคทีเรียกลุ่ม  Bacillus  สามารถพบไดท้ัว่ไปในดินปลูก ปุ๋ยคอก วสัดุปลูก รากพืช และผวิใบ 
เจริญเติบโตไดโ้ดยใชส้ารอาหารจากการยอ่ยสลายของซากพืชและส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ เป็นแบคทีเรียประเภท 
aerobic bacteria ท่ีสร้างสปอร์ท่ีเรียกวา่ endospore ท่ีมีความทนทานต่อสภาพแวดลอ้ม สามารถอยูร่อด
ไดแ้มส้ภาพแวดลอ้มไม่เหมาะสม เช่น ความร้อนสูง ขาดแคลนอาหาร และแสงอุลตร้าไวโอเลต และ
เม่ือสภาพแวดลอ้มเหมาะสม B. subtilis ก็สามารถงอกกลบัเป็นเซลลแ์บคทีเรียไดใ้หม่โดยง่าย ท าให้
สามารถเพิ่มปริมาณไดดี้ในสภาพธรรมชาติ (Baker and Cook, 1974) นอกจากน้ี B. subtilis สามารถ
สร้างสารปฏิชีวนะ (antibiotic) ย ั้บย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรคพืช (Fiddaman and Rossal, 
1994) ไม่เป็นพิษต่อมนุษย ์สัตว ์และไม่มีพิษตกคา้งต่อส่ิงแวดลอ้ม (Shoda, 2000)  

ในประเทศไทยไดมี้การศึกษาวิจยัการน าจุลินทรียป์ฏิปักษม์าใชใ้นการควบคุมโรคพืชอยา่ง
ต่อเน่ือง จนสามารถพฒันาเป็นชีวนิทรียห์ลายชนิดท่ีใชใ้นการควบคุมศตัรูพืชไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ
เทียบเท่ากบัสารป้องกนัก าจดัศตัรูพืช แบคทีเรีย Bacillus หลายชนิดมีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือ
สาเหตุโรคพืชไดเ้ช่นเดียวกบั Pseudomonads ชนิดสร้างสารเรืองแสง (นิพนธ์, 2538)  พากเพียร และ
คณะ (2544) ไดท้ดสอบ เช้ือ Bacillus subtilis ซ่ึงไดรั้บการพฒันาเป็นผลิตภณัฑ์สูตรเหลว (TRF สูตร 
A และ TRF สูตร B) ในการควบคุมโรคกาบใบแห้งของขา้ว (Rhizoctonia solani Khun.) ในสภาพ
แปลงนาทดลองท่ีปลูกขา้วพนัธ์ุ กข 23 พบวา่ การใช ้ TRF สูตร A, TRF สูตร B, Larminar WP, 
Agroguard Liq. มีเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรค 50.48  52.53  54.59 และ 55.18 ตามล าดบั ต ่ากวา่
กรรมวิธีเปรียบเทียบซ่ึงมีเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรค 65.46% อยา่งนยัส าคญัทางสถิติ  ณัฏฐิมา
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และคณะ (2548) ไดแ้ยกเช้ือ Bacillus sp. จากดิน รากพืชและปุ๋ยคอก ไดจ้  านวน 525 ไอโซเลท น ามา
ทดสอบความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ R. solanacearum พบวา่ มี 4 ไอโซเลท ท่ีสามารถลด
การเกิดโรคเห่ียวของขิงได ้ 70-100%  วรรณวิไล และคณะ (2548) ไดท้ดลองพ่น Bacillus sp. ไอโซเลท 
WS 16 และWS 18  เพื่อควบคุมโรคใบจุดคะนา้ในแปลงปลูก พบวา่ ทั้งสองไอโซเลท สามารถลดการ
เกิดโรคไดอ้ยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกบัการพ่นดว้ยน ้ าน่ึง  ในปี พ.ศ. 2550 บุษราคมั 
และ ณัฏฐิมา (2550)  ไดท้ดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus ซ่ึงแยกจากดินปลูก ปุ๋ยคอก 
และวสัดุปลูกจากแหล่งต่างๆ พบวา่ Bacillus spp. ไอโซเลท 2G4  22W10  20W12 17G18 และ 20W4 
สามารถควบคุมโรคเห่ียวมะเขือเทศได้ 100% และไอโซเลท 17G18 มีศกัยภาพสูงสุดในการควบคุม
โรคเห่ียวแตงกวาท่ีเกิดจากเช้ือรา F. oxysporum และ F. solani  ได ้100%  

B. subtilis เป็นจุลินทรียท่ี์สามารถเพาะเล้ียงไดง่้าย  จุลินทรียช์นิดน้ีสามารถใชแ้หล่งคาร์บอน
และไนโตรเจนเชิงซอ้นท่ีมีอยูใ่นวตัถุดิบเหลือใชท้างการเกษตร เช่น กากเมล็ดฝ้าย และกากน ้ าตาลได ้
ส่วนเกลือแร่ต่างๆ มกัตอ้งการในปริมาณนอ้ย การเติมเกลือแร่บางชนิด เช่น แคลเซียมและแมงกานีส 
จะเพิ่มอตัราการสร้างสปอร์ได ้บุษราคมัและณัฏฐิมา (2553) ไดร้ายงานไวว้า่ สูตรท่ีเหมาะสมต่อการ
น ามาใชใ้นขบวนการแปรรูป B. subtilis คือสูตร FFS1 ซ่ึงเป็นส่วนผสมของ โปรตีนปลา (เศษปลา
หมกัหรือปุ๋ยปลา) 10 มิลลิลิตร ผสมกากถัว่เหลือง 10 กรัมในน ้ ากลัน่ 1,000 มิลลิลิตร เน่ืองจากส่วนผสม
มีราคาถูก หาซ้ือง่าย และใช้เวลาการเล้ียงในระยะสั้ นท่ีสุด และการเล้ียงแบคทีเรียในสภาพเขย่าท่ี
ความเร็วรอบ 150 และ 200 รอบต่อนาที เป็นสภาพท่ีเหมาะสมต่อการสร้างเอ็นโดสปอร์ของ  B. subtilis 

ไดมี้การศึกษาความปลอดภยัของ B. subtilis ต่อคน โดย อมรรัตน์ และ มณจนัทร์ (2539) ได้
ท าการศึกษาความเป็นพิษของชีวภณัฑ์ประเภทแบคทีเรีย  B. subtilis สายพนัธ์ุ AP-01 และ B. subtilis 
AP-04 ส าหรับป้องกนัก าจดัโรคพืช ในหนูถีบจกัรเพื่อยืนยนัความปลอดภยัน้ี ทดสอบความเป็นพิษ
ของแบคทีเรียน้ีชนิดผง 2 ชนิด โดยผสมกบัอาหารในอตัรา 1:10 โดยน ้ าหนกัซ่ึงเป็นอตัราท่ีแนะน าให้
ใชท้าแผลบนตน้พืช ท าการทดสอบให้อาหารกบัหนูทางปากในอตัรา 10 กรัมต่อวนัต่อตวั เป็นเวลา   
5 สัปดาห์ พบวา่หนูในกลุ่มทดลองท่ีไดรั้บชีวภณัฑ์แบคทีเรียผสมอาหารทั้ง 2 ชนิด มีอตัราการ
เจริญเติบโตไม่แตกต่างจากหนูกลุ่มท่ีได้รับอาหารปกติ และจากการตรวจทางพยาธิวิทยาไม่พบ
ลกัษณะรอยโรคท่ีอวยัวะภายใน และไม่มีการเปล่ียนแปลงท่ีผิดปกติใด ๆ ทางจุลพยาธิวิทยาของ
เน้ือเยือ่ตบั กระเพาะอาหาร และล าไส้ 

ดงันั้นงานวจิยัน้ี จึงมุ่งเนน้ท่ีจะพฒันาแบคทีเรีย Bacillus spp. โดยเฉพาะ B. subtilis สายพนัธ์ุ
ใหม่ ท่ีมีความทนทาน สามารถพฒันาและเพิ่มปริมาณไดดี้ในสภาพแวดลอ้ม  เพื่อใชใ้นการควบคุม
โรคใบจุดคะน้าในแปลงปลูกให้ได้ประสิทธิภาพสูงสุด เน่ืองจากท่ีผ่านมาการน าจุลินทรีย์มาใช้
ควบคุมโรคพืชท่ีระบบรากมกัประสบความส าเร็จ แต่การน ามาใช้ควบคุมโรคพืชท่ีเกิดบนใบมกัมี
ขอ้จ ากดั เน่ืองจากจุลินทรียท่ี์น ามาใชไ้ม่สามารถทนต่อสภาพอุณหภูมิสูง จึงไม่สามารถเพิ่มปริมาณ
ไดใ้นสภาพแปลงปลูก จึงตอ้งท าการคดัเลือกและพฒันาสายพนัธ์ุท่ีมีศกัยภาพสูงสุดในการควบคุมโรค 
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สามารถน าไปพฒันาเป็นชีวภณัฑ์ ตลอดจนขยายผลสู่เชิงพาณิชยไ์ดใ้นอนาคต เพื่อเป็นอีกทางเลือก
หน่ึงของเกษตรกรในการลดการใชส้ารเคมีต่อไปในอนาคต 

 

วธิกีารด าเนินการ 
อุปกรณ์ 

1. สารเคมีและอาหารเล้ียงเช้ือราและแบคทีเรีย ไดแ้ก่ PDA (Potato dextrose agar)  PSA  
 (Potato sucrose agar) PSB (Potato sucrose broth) และผงทลัคมั 
 2. เช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp. 135 ไอโซเลท 

3. อุปกรณ์ในหอ้งปฏิบติัการ เช่น จานอาหารเล้ียงเช้ือ หลอดทดสอบ เคร่ืองกวนสาร 
(magnetic stirrer)   และตูเ้ข่ียเช้ือ ฯลฯ 
4. วสัดุเกษตร เช่น ดินปลูก  กระถางปลูก ปุ๋ยเคมี และสารก าจดัแมลง 

  

วธีิการ: ประกอบดว้ย 5 การทดลอง ดงัน้ี  
การทดลองท่ี 1  ทดสอบศกัยภาพของ Bacillus  spp. ในการยบัย ั้งเช้ือรา  A.  brassicicola ใน 
              หอ้งปฏิบติัการ   
การทดลองท่ี 2  ทดสอบประสิทธิภาพของ  Bacillus  spp. ในการควบคุมโรคใบจุดคะนา้ ใน 
             โรงเรือนทดลอง  
การทดลองท่ี 3  ทดสอบประสิทธิภาพของ cell suspension ของ Bacillus  spp. ในการควบคุม 
             โรคใบจุดคะนา้  ในแปลงปลูก  
การทดลองท่ี 4   ทดสอบประสิทธิภาพของชีวภณัฑ ์ Bacillus  spp. สูตรผง ในแปลงปลูก 
การทดลองท่ี 5  ทดสอบอตัราท่ีเหมาะสมของชีวภณัฑ ์ B. subtilis ไอโซเลท  20W1 สูตรผง ในแปลงปลูก 
การทดลองที ่1 ทดสอบศักยภาพของ Bacillus  spp. ในการยบัยั้งเช้ือรา A.   brassicicola  ใน
ห้องปฏิบัติการ   
วธีิด าเนินการ 
 น าเช้ือแบคทีเรีย Bacillus spp. จากแหล่งเก็บจุลินทรียโ์รคพืช (culture collection) ของกลุ่ม
วจิยัโรคพืช ส านกัวจิยัพฒันาการอารักขาพืช กรมวชิาการเกษตร มาทดสอบศกัยภาพในการยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือรา A.  brassicicola โดยวธีิ dual culture technique (Morton and Stroube, 1955) ดงัน้ี 

- เล้ียงเช้ือรา A.  brassicicola บนอาหาร PDA และเล้ียงแบคทีเรีย Bacillus  spp. บนอาหาร PSA 
จนกระทัง่โคโลนีเจริญเต็มจานเล้ียงเช้ือ จากนั้นใช ้cork borer  เจาะเส้นใยของเช้ือรา A.  brassicicola  
วางลงบนก่ึงกลางของจานเล้ียงเช้ือท่ีเทอาหาร PDA ไวแ้ลว้ ใช้ Loop แตะเบา ๆ ท่ีโคโลนีของ 
Bacillus  spp. ท่ีจะน ามาทดสอบ ซ่ึงเล้ียงไวบ้นอาหาร PSA เป็นเวลา 48 ชัว่โมง  น ามาขีดเป็นเส้นตรง
ขนานกบัโคโลนีของเช้ือราทดสอบ 4 ดา้น โดยมีระยะห่างประมาณ  2.5 เซนติเมตร โดยใช ้Bacillus  spp.  
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1 ไอโซเลทต่อ 1 จานอาหารเล้ียงเช้ือ มีกรรมวิธีเปรียบเทียบ (control) ท่ีใชน้ ้ าเปล่าน่ึงฆ่าเช้ือแทนแบคทีเรีย 
Bacillus  spp.  ท่ีทดสอบ น าไปบ่มไวท่ี้อุณหภูมิประมาณ 25 + 3 องศาเซลเซียส  
การบนัทึกขอ้มูล : บนัทึกผลโดยวดั inhibition zone  ซ่ึงเป็นบริเวณใสๆ ท่ีเช้ือรา A.  brassicicola  ไม่
เจริญเติบโต โดยวดัระยะห่างจากแนวเส้น Bacillus spp. ถึงขอบเช้ือรา A.  brassicicola  ทั้งส่ีดา้น น ามา
ค านวณเป็นค่าเฉล่ียของ inhibition zone โดยตรวจผลเม่ือกรรมวิธีเปรียบเทียบ เช้ือรา  A.  brassicicola  
เจริญเตม็จานอาหารเล้ียงเช้ือ PDA  

จากนั้นคดัเลือกไอโซเลท 5 ไอโซเลท ท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด ไปทดสอบประสิทธิภาพใน
ระดบัโรงเรือนต่อไป 
การทดลองที ่2  ทดสอบประสิทธิภาพของ  Bacillus  spp. 5 ไอโซเลท ในการควบคุมโรคใบจุดคะน้า  
ในโรงเรือนทดลอง  

น าเช้ือ Bacillus  spp. ท่ีคดัเลือกไดจ้ากการทดลองท่ี 1 จ านวน 5 ไอโซเลท ไดแ้ก่  20W1 20W5 
20W4  20W12 และ 17G18 มาทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคใบจุดคะนา้ ในโรงเรือนทดลอง  
วธีิด าเนินการ: 

ปลูกคะนา้ในกระถางดินเผาขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 12 น้ิว 5 ตน้ต่อกระถาง จ านวน 20 กระถาง
ต่อกรรมวธีิ รวมทั้งส้ิน 140 กระถาง  

น า cell suspension ของ Bacillus spp. 5 ไอโซเลท ท่ีเล้ียงโดยวธีิเดียวกบัการทดลองท่ี 1 ความ
เขม้ขน้ 107 โคโลนี/มิลลิลิตร พ่นลงบนคะนา้ท่ีมีอายุประมาณ 60 วนั ให้ชุ่มทั้งใบและตน้ ดว้ยกระบอก
ฉีดน ้ าแบบอดัลม เม่ือครบ 24 ชัว่โมง แลว้จึงพ่น cell suspension เช้ือรา A. brassicicola  ความเขม้ขน้
ประมาณ 105 สปอร์/มิลลิลิตร ส่วนกรรมวิธีเปรียบเทียบ (Control -) พ่นดว้ย และกรรมวิธีเปรียบเทียบ 
(Control +) พน่ดว้ย A.  brassicicola   
การบันทึกข้อมูล  : บันทึกความรุนแรงของโรคโดยประเมินพื้นท่ีใบและต้นคะน้าท่ีถูกท าลาย
เปรียบเทียบกบัพื้นท่ีใบและตน้ทั้งหมด แลว้น ามาค านวณเป็นเปอร์เซ็นต ์โดยสุ่มนบัจ านวน 25 ตน้/ซ ้ า 
ตรวจดูใบคู่ท่ี 2 นบัจากโคนตน้ จ านวน 4 ใบ/ตน้  ตรวจเช็คท่ี 21 วนัหลงัการทดสอบ 
การทดลองที ่3  ทดสอบประสิทธิภาพของ cell suspension ของแบคทเีรีย Bacillus  spp.  ในการ
ควบคุมโรคใบจุดคะน้า  ในแปลงปลูก  
การวางแผนการทดลอง : วางแผนการทดลองแบบ RCB จ านวน 4 ซ ้ า  มี 8 กรรมวธีิ ประกอบดว้ย 

กรรมวธีิท่ี 1  พน่ดว้ย cell suspension ของ  Bacillus  spp.  ไอโซเลท 20W4   
กรรมวธีิท่ี 2  พน่ดว้ย cell suspension ของ  Bacillus  spp.  ไอโซเลท 20W12         
กรรมวธีิท่ี 3  พน่ดว้ย cell suspension ของ  Bacillus  spp. ไอโซเลท 20W1               
กรรมวธีิท่ี 4  พน่ดว้ย cell suspension ของ  Bacillus  spp.  ไอโซเลท 17G18   
กรรมวธีิท่ี 5  พน่ดว้ยน ้าเปล่า (Control -)   
กรรมวธีิท่ี 6  พน่ดว้ย cell suspension ของ  Bacillus  spp.  ไอโซเลท 20W5  
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กรรมวธีิท่ี 7  พน่ดว้ยสาร mancozeb 80% WP  อตัรา 40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร  
กรรมวธีิท่ี 8   พน่ดว้ย A.  brassicicola  (Control +) 

วธีิด าเนินการ: 
การเตรียมพืชและแปลงทดลอง : เตรียมแปลงขนาดกวา้ง 1.2 เมตร ยาว 5 เมตร ระยะห่าง

ระหว่างแปลงประมาณ 80 เซนติเมตร หวา่นเมล็ดคะน้า และถอนแยกให้มีระยะห่างระหว่างตน้
ประมาณ 10 เซนติเมตรและระยะห่างระหวา่งแถวประมาณ 25 เซนติเมตร เม่ือคะนา้มีอายุ 35 วนั จึง
เร่ิมด าเนินการทดลอง 

การเตรียมแบคทีเรียและเช้ือราทดสอบ: เล้ียงเช้ือแบคทีเรีย Bacillus  spp. จ านวน 5ไอโซเลท 
บนอาหาร PSA เป็นเวลา  2 วนั น ามาท าเป็น cell suspensionโดยเติมน ้ าน่ึงฆ่าเช้ือ 20 มิลลิลิตรต่อ    
1 จานเล้ียงเช้ือ ขดูเอาเซลล์แบคทีเรียท่ีเจริญบนอาหารออก จากนั้นน าไปกวนให้เขา้กนัดว้ยเคร่ือง
กวนสาร(magnetic stirrer)  ปรับความเขม้ขน้โดยเติมน ้ าน่ึงฆ่าเช้ือลงไป เพื่อให้ได ้cell suspension 
ท่ีมีความเขม้ขน้ประมาณ 108 โคโลนี/มิลลิลิตรส าหรับเช้ือรา A.  brassicicola เตรียมโดยเล้ียงบน
อาหาร PDA เป็นเวลา 14 วนั จากนั้นน ามาท าเป็น cell suspension โดยใช้น ้ าน่ึงฆ่าเช้ือเช่นเดียวกบั 
Bacillus  spp.  ปรับความเขม้ขน้ใหไ้ดป้ระมาณ 104 โคโลนี/มิลลิลิตร 

การทดสอบ: พ่น cell suspension ของเช้ือ Bacillus  spp.ท่ีเตรียมไวล้งบนตน้คะนา้ โดยใช้
เคร่ืองพ่นชนิดอดัลม พ่นเช้ือ Bacillus  spp.  2 คร้ังๆ ท่ี 1 ก่อนพ่นเช้ือ A.  brassicicola เป็นเวลา 2 วนั 
และคร้ังท่ี 2 หลงัจากพน่ A.  brassicicola เป็นเวลา 2 วนั  
การบนัทึกขอ้มูล :  บนัทึกความรุนแรงของโรค โดยประเมินพื้นท่ีใบและตน้ท่ีถูกท าลายเปรียบเทียบ
กับพื้นท่ีใบและต้นทั้งหมด แล้วน ามาค านวณเป็นเปอร์เซนต์โดยสุ่มต้นคะน้าจ านวน 25 ต้น/ซ ้ า 
ตรวจดูใบคู่ท่ี 2 นบัจากโคนตน้ จ านวน 4 ใบ/ตน้  ตรวจเช็คท่ี 3  5 และ 7 วนั หลงัการทดสอบ 
การทดลองที ่4   ทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์  Bacillus  spp. สูตรผง ในแปลงปลูก 

การวางแผนการทดลอง : วางแผนการทดลองแบบ RCB มี 8 กรรมวธีิ 4 ซ ้ าประกอบดว้ย 
กรรมวธีิท่ี 1 พน่ดว้ยชีวภณัฑ์สูตรผง Bacillus spp. ไอโซเลท 20W1                 

      อตัรา  40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 2 พน่ดว้ยชีวภณัฑ์สูตรผง Bacillus spp. ไอโซเลท 20W4  

       อตัรา 40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 3 พน่ดว้ยชีวภณัฑ์สูตรผง Bacillus spp. ไอโซเลท  20W5 
         อตัรา 40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 4 พน่ดว้ยชีวภณัฑ์สูตรผง Bacillus spp. ไอโซเลท  17G18 
        อตัรา 40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 5 พน่ดว้ยชีวภณัฑ์สูตรผง Bacillus spp. ไอโซเลท   20W12 
        อตัรา 40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร 
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กรรมวธีิท่ี 6  พน่ดว้ยสาร mancozeb 80% WP  อตัรา 40 กรัมต่อน ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 7 พน่ดว้ยน ้าเปล่า (Control -)   
กรรมวธีิท่ี 8 พน่ดว้ย A.  brassicicola (Control +) 

วธีิด าเนินการ: 
การเตรียมชีวภณัฑ์ Bacillus spp. สูตรผง  
- เล้ียงเช้ือแบคทีเรีย Bacillus spp. ในอาหาร PSB  บนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 72 ชัว่โมง เม่ือครบ 72 ชัว่โมงแลว้  เติม Methyl cellulose 2.5 % อตัรา 1:1 ลงไป เติม
ผงทลัคมั (Talcum) ลงไป 4 เท่าของปริมาตรอาหารเล้ียงเช้ือ Bacillus spp. ท่ีเตรียมได ้คนให้เขา้กนั 
น าไปผึ่งในท่ีร่ม จนกระทัง่ผงแป้งแห้งสนิท (ประมาณ 2 สัปดาห์) น ามาบดให้ละเอียด เก็บในขวด
แกว้และถุงพลาสติก ปิดปาก วางไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง เพื่อน าไปใชท้ดสอบ ต่อไป  (Figure2) 

การทดสอบ : 
การเตรียมพืชและแปลงทดลอง ปฏิบติัเช่นเดียวกับการทดลองท่ี 3 ด าเนินการทดลองท่ี        

อ.ท่ามะกา จ.กาญจนบุรี  โดยน าชีวภณัฑ ์Bacillus spp. สูตรผง ละลายน ้ า อตัรา 40 กรัมต่อน ้ า 20 ลิตร 
พ่นลงบนตน้คะนา้ท่ีเตรียมไว ้2 คร้ังโดยพ่นชีวภณัฑ์ Bacillus spp. ก่อน การพ่นเช้ือรา A. brassicicola    
2 วนั และหลงัการพน่ A. brassicicola  2 วนั  พน่ดว้ยถงัพน่ชนิดอดัลม 
การบนัทึกขอ้มูล :บนัทึกความรุนแรงของโรค โดยประเมินพื้นท่ีใบและตน้ท่ีถูกท าลายเปรียบเทียบ
กับพื้นท่ีใบและต้นทั้งหมด แล้วน ามาค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์โดยสุ่มต้นคะน้าจ านวน 25 ต้น/ซ ้ า 
ตรวจดูใบคู่ท่ี 2 นบัจากโคนตน้ จ านวน 4 ใบ/ตน้  ตรวจเช็คท่ี 3 5 และ 7 วนัหลงัการทดสอบ 
การทดลองที ่5  ทดสอบอตัราทีเ่หมาะสมของชีวภัณฑ์  B. subtilis ไอโซเลท 20W1 สูตรผง ใน 
              แปลงปลูก 

การวางแผนการทดลอง: วางแผนการทดลองแบบ RCB มี 8 กรรมวธีิ 4 ซ ้ า ดงัน้ี 
กรรมวธีิท่ี 1 ชีวภณัฑ ์ B. subtilis สูตรผง อตัรา 20 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 2 ชีวภณัฑ ์ B. subtilis สูตรผง  อตัรา 30 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 3 ชีวภณัฑ ์ B. subtilis สูตรผง  อตัรา 40 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 4 ชีวภณัฑ ์ B. subtilis สูตรผง อตัรา 50 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 5 ชีวภณัฑ ์ B. subtilis สูตรผง อตัรา 60 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี 6 สารป้องกนัก าจดัโรคพืช mancozeb 80% WP อตัรา 40 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
กรรมวธีิท่ี  7 Control (+) พน่ เช้ือรา A. brassicicola   
กรรมวธีิท่ี 8 Control (-) พน่น ้าเปล่า  
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วธีิด าเนินการ: 
การเตรียมพืชและแปลงทดสอบ: 

- เตรียมแปลงปลูกคะนา้ ท่ี อ. ท่าม่วง จ.กาญจนบุรี  จ านวน 16 แปลง โดยมีขนาดแปลง เท่ากบั 
1.50 x 30 เมตร ปลูกคะน้าโดยวิธีหยอดเมล็ด เม่ือคะน้าอายุได้ 60 วนั ท าการพ่นสารละลายชีวภณัฑ ์         
B. subtilis ไอโซเลท 20W1 อตัราต่างๆ ตามกรรมวธีิ โดยใชว้ธีิปฏิบติัเช่นเดียวกบัการทดลองท่ี 4 
การบนัทึกขอ้มูล: บนัทึกความรุนแรงของโรค โดยประเมินพื้นท่ีใบและตน้ท่ีถูกท าลายเปรียบเทียบ
กับพื้นท่ีใบและต้นทั้งหมด แล้วน ามาค านวณเป็นเปอร์เซนต์โดยสุ่มต้นคะน้าจ านวน 25 ต้น/ซ ้ า 
ตรวจดูใบคู่ท่ี 2 นบัจากโคนตน้ จ านวน 4 ใบ/ตน้  ตรวจเช็คท่ี  7 วนัหลงัการทดสอบ 
การจัดจ าแนกสปีช่ีส์ Bacillus :  จดัจ าแนกดว้ยชุดจดัจ าแนกส าเร็จรูป  API ® strip range technique
               (แหล่งท่ีมา: https://hal.archives-ouvertes.fr/hal-00891240/document) 
เวลาและสถานที่ 

เร่ิมตน้ ตุลาคม 2554 ส้ินสุด กนัยายน 2556 
สถานท่ีด าเนินการทดลอง กลุ่มวจิยัโรคพืช ส านกัวจิยัพฒันาการอารักขาพืช และ  
แปลงเกษตรกร อ. ท่ามะกา และ อ.ท่าม่วง จ.กาญจนบุรี 

 

ผลการทดลองและวจิารณ์ 
1. ทดสอบศักยภาพของ Bacillus  spp. ในการยบัยั้งเช้ือรา  A.   brassicicola  ในห้องปฏิบัติการ   

ผลการทดสอบศกัยภาพของ Bacillus spp. จ านวน 135 ไอโซเลท พบวา่ มีแบคทีเรีย Bacillus spp. 
จ านวน 90 ไอโซเลท ท่ีสามารถยบัย ั้งเช้ือรา A. brassicicola  บนอาหาร PDA โดยมี 5 ไอโซเลทท่ีมี
ประสิทธิภาพสูงสุดในการยบัย ั้งการเจริญเส้นใยของเช้ือรา  A. brassicicola  ไดแ้ก่ 20W4 20W1 20W5  
20W12  และ 17G18 โดยมีค่าเฉล่ียความกวา้งของ Inhibition zone เท่ากบั 1.68 1.60 1.58 1.46 และ       
1.36  เซนติเมตร ตามล าดบั โดยไอโซเลท 17G18  มีศกัยภาพในการยบัย ั้งเส้นใยเช้ือรา  A. brassicicola ได้
สูงสุด (Table1) 
2. ทดสอบประสิทธิภาพของ  Bacillus  spp. 5 ไอโซเลท ในการควบคุมโรคใบจุดคะน้า  ในโรงเรือน
ทดลอง 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus spp.ในการควบคุมโรคใบจุดคะน้าในโรงเรือน
ทดลอง พบว่า Bacillus  spp. ทั้ง 5 ไอโซเลท สามารถลดการเกิดโรคไดเ้ม่ือเปรียบเทียบกบักรรมวิธี
เปรียบเทียบท่ีไม่มีการพน่ดว้ย Bacillus  spp.  (C+)  โดยไอโซเลท 20W1 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการลด
การเกิดโรค รองลงมา ไดแ้ก่ 20W5  20W4  20W12  และ 17G18 โดยมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรง
ของโรคเท่ากบั 46.77  52.81  59.99  60.45  และ 71.31 ตามล าดบั ขณะท่ีกรรมวิธีเปรียบเทียบมีค่าเฉล่ีย
เปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคเท่ากบั 73.79 (Table 2) 
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3. ทดสอบประสิทธิภาพของ cell suspension  ของแบคทีเรีย Bacillus  spp.  ในการควบคุมโรคใบจุด
คะน้า  ในแปลงปลูก  

หลงัการทดสอบ 3 วนั  พบวา่ Bacillus  spp.ไอโซเลท 20W1 มีประสิทธิภาพสูงสุดโดยมีค่าเฉล่ีย
เปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่าสุดเท่ากบั 2.70 และเทียบเท่ากบักรรมวิธีท่ีพ่นดว้ย mancozeb  ซ่ึงมี
ค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคเท่ากบั 1.40 รองลงมาไดแ้ก่ 20W4 และ 20W12 โดยมีค่าเฉล่ีย
เปอร์เซ็นต์ความรุนแรงของโรคเท่ากับ 2.91 และ 6.44 ตามล าดับ โดยทั้ ง 3 ไอโซเลท มีค่าเฉล่ีย
เปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่นดว้ย Bacillus  spp. ซ่ึงมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์
ความรุนแรงของโรคเท่ากบั 13.36 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ   

หลงัการทดสอบ  5 วนั พบว่า กรรมวิธีท่ีพ่นด้วยไอโซเลท  20W4 มีประสิทธิภาพสูงสุด  
เทียบเท่ากบักรรมวิธีท่ีพ่นดว้ย mancozeb  รองลงมาไดแ้ก่ ไอโซเลท  20W1 ซ่ึงมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์
ความรุนแรงของโรคเท่ากบั 2.79  6.23 และ 1.90 ตามล าดบั โดยท่ีไอโซเลท 20W4  20W1 และ 20W12 
มีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่นดว้ย Bacillus  spp. ซ่ึงมีค่าเฉล่ีย
เปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคเท่ากบั 21.68 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

หลงัการทดสอบ 7 วนั พบว่า กรรมวิธีท่ีพ่นด้วยไอโซเลท  20W4 มีประสิทธิภาพสูงสุด 
เทียบเท่ากบักรรมวิธีท่ีพ่นดว้ย mancozeb โดยมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์ความรุนแรงของโรคเท่ากบั 1.23 
และ 2.42 ตามล าดบั โดยทุกไอโซเลท มีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มี
การพ่น Bacillus spp. ซ่ึงมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคเท่ากบั 23.50 อยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (Table 3)  
4.  ทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์  Bacillus  spp. สูตรผง ในแปลงปลูก 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพของชีวภณัฑ์สูตรผง Bacillus spp. ในการควบคุมโรคใบจุด 
คะนา้ในสภาพแปลงปลูก พบวา่ หลงัการทดสอบ 7 วนั กรรมวิธีท่ีมีการพ่น Bacillus spp. ทั้ง 5 ไอโซเลท
มีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่น Bacillus spp. อยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ โดยการพ่น Bacillus spp. ไอโซเลท 20W1 20W5 17G18 และ 20W4  มีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์
ความรุนแรงของโรคเท่ากบั  41.26 43.55 43.88 และ 48.52 ตามล าดบั ซ่ึงต ่ากวา่กรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่น
ดว้ย Bacillus spp. อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยไอโซเลท 20W1 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการควบคุม
โรคใบจุด โดยสามารถลดการเกิดโรคไดเ้ท่ากบั 32.88% (Table 4) 
5. ทดสอบอตัราทีเ่หมาะสมของชีวภัณฑ์  B. subtilis ไอโซเลท 20W1 สูตรผง ในแปลงปลูก 

ผลการทดสอบ พบว่า การพ่นดว้ยชีวภณัฑ์ B. subtilis ไอโซเลท 20W1 ทุกอตัราท่ีทดสอบ 
ไดแ้ก่ 20 30 40 50 และ 60 กรัม/น ้า 20 ลิตร สามารถลดการเกิดโรคไดเ้ม่ือเปรียบเทียบกบัการไม่พ่น  
B. subtilis  โดย อตัรา 20-30 กรัม/น ้า 20 ลิตร ให้ผลดีเทียบเท่ากบัการพ่นดว้ยสาร mancozeb 80%  WP 
และอตัรา 40 – 50 กรัม/น ้า 20 ลิตร ให้ผลดีกวา่การพ่นดว้ยสาร mancozeb 80% WP อตัรา 40 กรัม/น ้า 
20 ลิตร อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (Table 5)  
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การจัดจ าแนก Bacillus : ผลการการจดัจ าแนก Bacillus spp. 5 ไอโซเลท ดว้ยวิธี API ® strip range 
technique พบว่า 20W5 20W12 20W4 และ 20W1 (Figure 1) เป็น B. subtilis ส าหรับไอโซเลท   
17G18 เป็น B. licheniformis ซ่ึงเป็นสปีชีส์หน่ึงท่ีไดรั้บการข้ึนทะเบียนในต่างประเทศ ให้จ  าหน่ายเพื่อ
ป้องกนัก าจดัโรคพืช เช่นกนั (http://cdn.intechopen.com/pdfs-wm/21989.pdf ) 

จากผลการทดลอง จะเห็นวา่ ในการทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus spp. 5 ไอโซเลท โดย
การพ่นดว้ย cell suspension นั้น ไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด คือ 20W4 แต่เม่ือน าทั้ง 5 ไอโซเลท 
มาพฒันาเป็นชีวภณัฑ์สูตรผง พบว่า ไอโซเลท 20W1 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการควบคุมโรคใบจุด 
เน่ืองจากมีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตค์วามรุนแรงของโรคต ่าสุดเท่ากบั  41.26 โดยท่ี  B. subtilis ไอโซเลท  20W5 
และ 20W4 มีค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์ความรุนแรงของโรคเท่ากบั 43.55 และ 43.88 ตามล าดบั และไม่
แตกต่างทางสถิติ กบั 20W1 ก็ตาม แต่ในการคดัเลือกสายพนัธ์ุของจุลินทรียแ์อนทาโกนิสต์ โดยเฉพาะ
แบคทีเรียท่ีจะสามารถน าไปใชใ้นแปลงปลูกซ่ึงแต่ละพื้นท่ีปลูกอาจจะมีสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสม
ต่อการพฒันาของจุลินทรียน์ั้น จ  าเป็นจะตอ้งคดัเลือกสายพนัธ์ท่ีมีศกัยภาพสูงสุด เม่ือมีการน าไปผสม
ปรุงแต่งให้เป็นผลิตภณัฑ์ในรูปแบบท่ีเกษตรกรสามารถใช้ได้สะดวก ง่าย ไม่ยุ่งยากนั้น  จุลินทรีย์
ดงักล่าวจะตอ้งสามารถด ารงชีวิตอยู่ได ้และเพิ่มปริมาณในสภาพธรรมชาติไดดี้ จึงจะมีประสิทธิภาพ
ในการควบคุมโรคไดสู้งสุด  ดงันั้นในงานทดลองการคดัเลือกสายพนัธ์ุใหม่ของจุลินทรียแ์อนทาโกนิสต ์
จึงจ าเป็นท่ีจะตอ้งมีการทดสอบประสิทธิภาพของจุลินทรียจ์นถึงระดบัท่ีท าเป็นสารชีวภณัฑ์ได ้จึงจะ
ประสบผลส าเร็จ ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัหลายงานท่ีจ าเป็นตอ้งคดัเลือกจนไดไ้อโซเลทหรือสายพนัธ์ุ
ท่ีดีท่ีสุดเพียงหน่ึงเดียว ซ่ึงก็เพียงพอต่อการน าไปพฒันาเป็นชีวภณัฑ์ เช่น Yun et al. (2013) ไดท้  าการ
คดัเลือก B. subtilis ท่ีมีศกัยภาพสูงสุดจากแบคทีเรีย Bacillus จ  านวน 60 ไอโซเลทท่ีแยกได้จาก
ธรรมชาติ เพื่อน ามาควบคุมโรคเห่ียวมะเขือเทศท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum  
   

สรุปผลการทดลอง 
จากผลการทดสอบศกัยภาพเบ้ืองตน้ของแบคทีเรีย Bacillus spp. 135 ไอโซเลท คดัเลือกได ้    

5 ไอโซเลท  ท่ีมีศกัยภาพสูงสุด เพื่อน าไปทดสอบการควบคุมโรคใบจุดในแปลงปลูกคะน้า พบว่า        
B. subtilis ไอโซเลท 20W1 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการน ามาผลิตเป็นชีวภณัฑ์สูตรผงเพื่อใชค้วบคุม
โรคใบจุดคะน้าสาเหตุจากเช้ือรา  A. brassicicola  ซ่ึงสามารถลดการเกิดโรคไดเ้ท่ากบั 32.88% เม่ือ
เปรียบเทียบกบักรรมวิธีท่ีไม่มีการพ่น B. subtilis โดยอตัราการใชท่ี้เหมาะสมคือ 40 – 50 กรัม/น ้า 20 ลิตร 
พน่เม่ือเร่ิมพบการเกิดโรค 

ดงันั้นไอโซเลท 20W1 จึงเป็น B subtilis สายพนัธ์ุใหม่ซ่ึงคดัไดจ้ากเศษวสัดุเกษตรมีศกัยภาพ
ท่ีสามารถน าไปพฒันาเป็นชีวภณัฑ์ชนิดใหม่ใช้ควบคุมโรคใบจุดคะน้าในระดบัแปลงปลูก และมี
แนวโนม้ท่ีสามารถน าไปขยายผลสู่เชิงพาณิชยต่์อไปในอนาคต 

 

 



12
12 

 

การน าไปใช้ประโยชน์ 
1. เจา้หนา้ท่ีส่งเสริม และเกษตรกรสามารถน าไปปรับใชใ้นการควบคุมโรคใบจุดคะนา้ และพืช

ตระกลูกะหล ่าอ่ืนในแปลงปลูก  
2. นกัวชิาการท่ีเก่ียวขอ้งสามารถน าไปเป็นตน้แบบในการพฒันา หรือต่อยอดกบังานวจิยัในการ

ควบคุมโรคพืชโดยชีววธีิ เพื่อขยายผลสู่เชิงพาณิชย ์
3. เป็นทางเลือกในการน าไปใชใ้นการผลิตพืชผกัอินทรีย ์ 
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Table 1  Five isolates of Bacillus spp. that could highly inhibited the mycelial growth of  
Alternaria   brassicicola, a causal pathogen of chinese kale leaf spot,  in laboratory.  

Bacillus spp. isolates Average of Inhibition zone (cm.) 
20W4 1.68 
20W1 1.60 
20W5 1.58 
20W12 1.46 
17G18 1.36 
Control1 0.00 

                      1compare to sterile water 
 

Table  2   Percentage of leaf area infected by Alternaria brassicicola , 21 days after applied  
with cell suspension of 5 isolates of Bacillus sp.,  compared  to  Alternaria brassicicola 

inoculation ( C+) and water ( C-), in  screen house. 
Bacillus spp. isolates Infected leaf area (%)  

20W1 46.77 
20W5 52.81 
20W4 59.99 

20W12 60.45 
17G18 71.31 

Control ( - ) 0.00 
Control ( + ) 73.79 
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Table 3  Percentage of leaf area infected by Alternaria brassicicola , 3 5  and 7 days after 
applied with cell suspension of 5 isolates of Bacillus spp.,  compared  to mancozeb 

fungicide, Alternaria brassicicola inoculation ( C+) and water ( C-), at  farmer‘s farm in 
Kanchanaburi province,Thailand. 

Bacillus spp. isolates Infected leaf area (%)  
3 DAI1/   5 DAI1/   7 DAI1/   

20W4 2.91 a 2.79 a 1.23 a  
20W12 6.44 ba 10.38 cb 12.86 c 
20W1 2.70 a 6.23 ba 8.72 cb 
17G18 10.82 cb 15.24 dc 14.02 c 
20W5 12.70 cb 14.60 dc 13.93 c 
mancozeb 80% WP 1.40 a  1.90 a 2.42 ba 
Control (-) 0.00 a 0.12 a 0.14 a 
Control (+) 13.36 c 21.68 d 23.50 d 
CV (%) 68.33 50.73 40.60 

1/  Days after inoculation  
 

Table 4   Percentage of leaf area infected by Alternaria  brassicicola , 7 days after applied with  
wettable powder suspension of 5 isolates of Bacillus spp., compared to mancozeb 
fungicide, Alternaria brassicicola inoculation ( C+) and water ( C-), at farmer‘s farm in 
Kanchanaburi province,Thailand. 

Bacillus spp. isolates Infected leaf area (%) 
20W1 41.26 c 
20W5 43.55 c 
17G18 43.88 c 
20W4 48.52 c 
20W12 61.70 d 
mancozeb 80% WP 23.37 b 
Control (-) 0.00 a 
Control (+) 79.70 e 
CV (%)  11.21 
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Table 5  Percentage of leaf area infected by Alternaria  brassicicola , 7 days after  
applied with wettable powder suspension of  Bacillus subtilis 20W1 , 20 30 40 50 and 60 
grams/20 liters of water compared  to mancozeb 80 % WP, Alternaria  brassicicola  
inoculation ( C+) and water ( C-), at farmer‘s farm in  Kanchanaburi province, Thailand. 

Bacillus subtilis 20W1  wettable powder  
(grams/20 liters of water) 

Infected leaf area (%) 
 

20  7.79 b 
30  5.76 b 
40 1.88 a 
50 0.91 a 
60  5.85 b 
mancozeb 40 grams  7.29 b 
Control (-) 0.40 a  
Control (+) 24.00 c                 
CV (%) 36.92                                                                    

 

 
 

Figure 1 The colonies of Bacillus subtilis 20W1, on Potato Sucrose Agar medium 
 

                                                                                 
 

 Figure 2   The wettable powder of Bacillus subtilis 20W1  


