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Abstract 

In this study, an antagonistic bacterium, Bacillus subtilis strain BCB3-19, was evaluated for its 
effectiveness on the biological control of gray mold rot of tomato during storage under mimetic commercial 
conditions. Results from the pilot study showed that immersion of harvested tomato in cell suspension of BCB3-19 
could significantly reduce the incidence and severity of gray mold disease of tomato under both storage 
conditions at 4 °C and 20 °C. Results from this study led to the conclusion that the antagonistic bacterium BCB3-
19 had the potential to be used as a biocontrol agent against gray mold disease on tomato fruit after harvest.  
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บทคัดยอ 

การวิจัยนี้ไดทําการประเมินประสิทธิผลของเชื้อแบคทีเรียปฏิบักษ Bacillus subtilis สายพันธุ BCB3-19 ในการ
ควบคุมโรคเนาราสีเทาของมะเขือเทศระหวางเก็บรักษาภายใตสภาพเลียนแบบการเก็บรักษามะเขือเทศในระดับการคา ผล
การศึกษาพบวา การแชผลมะเชือเทศในเซลลแขวนลอยของเช้ือ BCB3-19 สามารถลดอัตราการเกิดโรคและความรุนแรงของ
โรคราสีเทาของมะเขือเทศหลังเก็บเก่ียวไดอยางมีนัยสําคัญ ทั้งภายใตสภาพการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเชียส และ 20 
องศาเซลเซียส จากผลการศึกษานี้จึงสรุปไดวา เช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ BCB3-19 มีศักยภาพที่จะนําไปใชควบคุมโรคราสีเทาบน
ผลมะเขือเทศหลังการเก็บเก่ียวได 
คําสําคัญ: แบคทีเรียปฏิปกษ ราสีเทา มะเขือเทศ 

 
คํานํา 

การควบคุมโรคเนาของผักและผลไมสดดวยจุลินทรียปฏิปกษจัดเปนวิธีควบคุมทางชีวภาพ ที่กําลังไดรับความสนใจ
เพิ่มขึ้น เพราะเปนวิธีที่มีความปลอดภัยและย่ังยืนกวากรรมวิธีทางเคมี ซึ่งในชวงทศวรรษท่ีผานมาไดมีความพยายามอยาง
ตอเนื่องในการคนหาจุลินทรียปฏิปกษสายพันธุที่เหมาะสม เพื่อนํามาใชในควบคุมโรคเนาของพืชผลตาง ๆ จนนํามาสูการ
คนพบจุลินทรียปฏิปกษสายพันธุใหม ๆ เพิ่มขึ้นเปนลําดับ 

Bacillus subtilis เปนแบคทีเรียปฏิปกษที่เคยมีการศึกษาพบวามีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมโรคพืชที่เกิดจากเชื้อ
รา เนื่องจากแบคทีเรียชนิดนี้สามารถผลิตสารยับย้ังเช้ือราท่ีมีฤทธิ์สูง โดยเฉพาะสารประเภทเพปไทดและไลโพเพปไทด 
(Leclère et al., 2005) และนอกจากคุณสมบัติดานการควบคุมโรคพืชแลว B. subtilis ยังมีคุณสมบัติอื่น ๆ ที่เหมาะแกการ
นําไปใชประโยชน โดยเฉพาะคุณสมบัติดานความปลอดภัย เนื่องจาก B. subtilis เปนเช้ือแบคทีเรียไดรับการยอมรับโดยทั่วไป
วามีความปลอดภัยตอมนุษย (generally recognized as safe: GRAS) (Teo and Tan, 2005) และยังมีการศึกษาพบวาเช้ือ 
B. subtilis บางสายพันธุมีสมบัติที่เหมาะจะใชเปนโปรไบโอติกสสําหรับมนุษยดวย (Pinchuk et al., 2001; Sorokulova  et 
al., 2008) จากคุณสมบัติดังกลาว ผูวิจัยจึงเห็นวาเช้ือ B. subtilis นาจะมีความเหมาะสมที่จะนํามาใชเปนหัวเช้ือจุลินทรีย
สําหรับควบคุมโรคเนาในพืชผักและผลไมสด การวิจัยนี้จึงไดนําเอาเช้ือ B. subtilis สายพันธุ BCB3-19 (Siriponvisal, 2010) 
มาทดสอบประสิทธิภาพการควบคุมโรคเนาราสีเทาบนมะเขือเทศหลังเก็บเก่ียวที่เกิดจากเช้ือ Botrytis cinerea ภายใตสภาพ
เลียนแบบการเก็บรักษามะเขือเทศในระดับการคา เพื่อประเมินศักยภาพการใชประโยชนในเชิงพาณิชยตอไป 

 

                                                           
1 คณะวทิยาศาสตรและเทคโนโลย ีมหาวิทยาลยัราชภัฏพระนครศรีอยธุยา เลขที่ 96 ถนนโรจนะ อ.พระนครศรีอยุธยา จ.พระนครศรีอยุธยา 13000 
1  Faculty of Science and Technology, Phranakhon Si Ayutthaya Rajabhat University,  96 Rojana Rd., Phranakhon Si Ayutthaya 13000 



 การประยุกตใช  ปที่ 42 ฉบับที่ 3 (พิเศษ) กันยายน-ธนัวาคม  2554   ว. วิทยาศาสตรเกษตร                       98 

อุปกรณและวิธีการ 
1. วิธีเตรียมกลาเช้ือจุลินทรีย 

นําเช้ือ B. subtilis BCB3-19 จากคลังเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ สาขาวิชาชีววิทยาประยุกต มหาวิทยาลัยราชภัฏ
พระนครศรีอยุธยา มาเตรียมเซลลแขวนลอยโดยใชน้ํากล่ันปราศจากเชื้อชะโคโลนีของเช้ือที่เล้ียงบนอาหาร PDA อายุ 48 
ชั่วโมง จากนั้นปรับความเขมขนของเซลลเปน 2 ระดับ คือ 5 X 106 และ 5 X 108 เซลลตอมิลลิลิตร 

นําเช้ือรา Botrytis cinerea จากคลังเช้ือราโรคพืช สาขาวิชาชีววิทยาประยุกต มหาวิทยาลัยราชภัฏพระนครศรีอยุธยา
นํามาเตรียมสปอรแขวนลอย โดยใชน้ํากล่ันปราศจากเชื้อที่ผสมสาร Tween 20 ความเขมขน  0.02 เปอรเซ็นต ชะสปอรของ
เช้ือ B. cinerea ที่เล้ียงบนอาหาร PDA อายุ 15 วัน จากนั้นกรองผานแผนกระดาษเช็ดเลนส แลวปรับความเขมขนของสปอร
แขวนลอยเปน 105 สปอรตอมิลลิลิตร 

 
2. การทดลอง 

เก็บผลมะเขือเทศที่ระยะเร่ิมสุก ที่มีสภาพสมบูรณ นํามาลางและฆาเช้ือที่ผิวโดยการแชในสารละลายโซเดียมไฮโป
คลอไรต (0.016 โมลตอลิตร) 3 นาที และลางดวยน้ําปะปา 3 รอบ จากนั้นนําผลมะเขือเทศทั้งหมดไปแชในสปอรแขวนลอยของ
เช้ือ B. cinerea นาน 1 นาที แลวนํามาผ่ึงอากาศใหแหง จากนั้นนําไปใชทดสอบใน 6 ตํารับการทดลอง ตํารับละ 50 ผล ดังนี้ 

1 ตํารับควบคุม นําไปจุมในน้ําเปลานาน 10 นาที สําหรับการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลลเซียส 
2 ตํารับทดลอง นําไปจุมในเซลลแขวนลอยของเช้ือปฎิปกษ ความเขมขน 5 X 106 เซลลตอมิลลิลิตร นาน 10 นาที 

สําหรับการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลลเซียส 
3 ตํารับทดลอง นําไปจุมในเชลลแขวนลอยของเช้ือปฎิปกษ ความเขมขน 5 X 108 เซลลตอมิลลิลิตร นาน 10 นาที 

สําหรับการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลลเซียส 
4 ตํารับควบคุม นําไปจุมในน้ําเปลานาน 10 นาที สําหรับการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลลเซียส 
5 ตํารับทดลอง นําไปจุมในเชลลแขวนลอยของเช้ือปฎิปกษ ความเขมขน 5 X 106 เซลลตอมิลลิลิตร นาน 10 นาที 

สําหรับการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลลเซียส 
6 ตํารับทดลอง นําไปจุมในเชลลแขวนลอยของเช้ือปฎิปกษ ความเขมขน 5 X 108 เซลลตอมิลลิลิตร นาน 10 นาที 

สําหรับการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลลเซียส 
นําผลมะเขือเทศแตละตํารับการทดลองมาผ่ึงอากาศใหหมาด แลวบรรจุในถวยพลาสติก ถวยละ 1 ผล ปดดวย

พลาสติกหออาหาร และนําไปบมในตูบมที่อุณหภูมิ 4 หรือ 20 องศาเซลเซียส ทําการตรวจผลในวันที่ 15 ของการเก็บรักษา 
และประเมินประสิทธิภาพในการควบคุมโรคราสีเทาโดยพิจารณาจากอัตราการติดโรค และความรุนแรงของโรค 

การประเมินอัตราการเกิดโรคใชวิธีนับจํานวนผลมะเขือเทศที่มีการติดโรค คํานวณเปอรเซ็นตการเกิดโรคและ
เปอรเซ็นตการลดการเกิดโรคเทียบกับตํารับควบคุมตามสมการท่ี (1) และ (2) ตามลําดับ 

 DI = 100
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โดยที่ DI = เปอรเซ็นตการเกิดโรค 
 ni = จํานวนผลมะเขือเทศท่ีเกิดโรคในตํารับทดลองน้ันๆ 
 50 = จํานวนผลมะเขือเทศท้ังหมดในตํารับการทดลอง 
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การประเมินความรุนแรงของโรคแบงออกเปน 6 ระดับ ไดแก ระดับ 0 ไมแสดงอาการของโรค ระดับ 1 แสดงอาการ

ของโรค 1-20% ระดับ 2 แสดงอาการของโรค 21-40% ระดับ 3 แสดงอาการของโรค 41-60% ระดับ 4 แสดงอาการของโรค 61-
80% และระดับ 5 แสดงอาการของโรค 81-100% จากนั้น คํานวณเปอรเซ็นตความรุนแรงของโรคและเปอรเซ็นตการลดความ
รุนแรงของโรคเทียบกับตํารับควบคุมตามสมการที่ (3) และ (4) ตามลําดับ 
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โดยที่ DS = เปอรเซ็นตความรุนแรงของโรค 
 ns = จํานวนผลมะเขือเทศท่ีเกิดโรคในระดับความรุนแรงน้ันๆ 
 s = ระดับความรุนแรงของการเกิดโรค 
 n = จํานวนผลมะเขือเทศท่ีใชในการทดสอบท้ังหมด 
 5 = ระดับการเกิดโรคสูงสุด 

%RDS = เปอรเซ็นตการลดความรุนแรงของโรค 
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3. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
การทดลองขางตนดําเนิน 3 รอบการทดลองท่ีเปนอิสระจากกัน นําขอมูลท่ีไดจากการทดลองวิเคราะหความแปรปรวน

ทางสถิติ (ANOVA) สําหรับเช้ือแตละชนิดหรือไอโซเลตดวยโปรแกรม SPSS เวอรชัน 10 
 

ผลและวิจารณผล 
กอนหนาน้ี ผูวิจัยเคยทําการศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือ B. subtilis BCB3-19 ในการควบคุมเช้ือรา B. cinerea เช้ือ

สาเหตุโรคเนาราสีเทาของมะเขือเทศหลังเก็บเก่ียว พบวาเช้ือ BCB3-19 สามารถยับย้ังเช้ือรา B. cinerea ไดอยางมี
ประสิทธิภาพ ท้ังในชุดทดลองแบบ in vitro และ in vivo (Siriponvisal, 2010) แตอยางไรก็ตามการศึกษาดังกลาวเปนเพียง
การทดลองระดับหองปฏิบัติการเทาน้ัน จึงยังไมสามารถระบุไดอยางชัดเจนวาเช้ือ BCB3-19 มีศักยภาพเพียงพอท่ีจะนําไป
ประยุกตใชในระดับการคาหรือไม ดังน้ัน การทดลองน้ีจึงเปนการขยายผลการทดลองสูระดับนํารอง โดยทําทดลองภายใต
สภาพเลียนแบบการเก็บรักษามะเขือเทศหลังเก็บเก่ียวในระดับการคา (mimetic commercial conditions) ประกอบดวย
สภาพแวดลอมการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิปกติ (20 องศาเซลเซียส) และสภาพแวดลอมการเก็บรักษาท่ีอุณหภมิูตํ่า (4 องศา
เซลเซียส) โดยทําการศึกษาเปรียบเทียบอัตราการเกิดโรคเนา (disease incidence: DI) และความรุนแรงของโรค (disease 
severity: DS) บนผลมะเขือเทศในตํารับควบคุมท่ีเก็บรักษาโดยผานการลางดวยนํ้าธรรมดา กับตํารับทดลองท่ีเก็บรักษาโดย
ผานการลางและจุมในเซลลแขวนลอยของเช้ือ BCB3-19 ผลการทดลองเม่ือสังเกตดวยตาเปลาดังแสดงใน Figure 1A พบวา 
การจุมผลมะเขือเทศในเซลลแขวนลอยของเช้ือ BCB3-19 สามารถลดอัตราการเกิดโรคราสีเทาได ท้ังท่ีระดับอุณหภูมิ 4 และ 
20 องศาเซลเซียส และเม่ือพิจารณาตาม Figure 1B ยังเห็นไดวา โรคราสีเทาที่เกิดกับผลมะเขือเทศในตํารับการทดลองท่ีจุม
เช้ือ BCB3-19 มีความรุนแรงนอยกวาตํารับควบคุมท่ีไมผานการจุมเช้ือกอนเก็บรักษา จึงเปนการบงช้ีในเบ้ืองตนวา การจุมผล
มะเขือเทศในเซลลแขวนลอยของเช้ือ BCB3-19 สามารถลดความรุนแรงของการเกิดโรคได 

 
 
Figure 1  Photographs demonstrate the incidence and severity of gray mold rot on tomato fruits from un-

inoculated and inoculated treatements; (A) compare the incidence of gray mold rot on tomato fruits 
from an un-inoculated treatment and from an inoculated treatment which 106 cfu/ml of BCB-19 was 
applied; (A) compare the severity of gray mold rot on tomato fruits from an un-inoculated treatment and 
from an inoculated treatment which 106 cfu/ml of BCB-19 was applied. 
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เม่ือนําขอมูลจากการสังเกตมาคํานวณเปนประสิทธิภาพการควบคุมโรคดังท่ีระบุ Table 1 และ Table 2 จะเห็นไดวา
การจุมมะเขือเทศในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย BCB3-19 สามารถลดความอัตราการเกิดโรค และระดับความรุนแรงของ
โรคไดอยางมีนัยสําคัญ โดยประสิทธิภาพการควบคุมโรคจะขึ้นอยูกับความเขมขนเช้ือปฏิปกษ ซ่ึงในการวิจัยน้ี พบวาความ
เขมขนของเช้ือ BCB3-19 ท่ีระดับ 108 เซลลตอมิลลิลิตร สามารถลดอัตราการเกิดโรคราสีเทาได 100 เปอรเซ็นต ท้ังท่ีอุณหภูมิ 
4 และ 20 องศาเซลเซียส ซ่ึงเปนการบงช้ีวาเช้ือ BCB3-19 สามารถควบคุมโรคราสีเทาบนมะเขือเทศไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 
Table 1 Effectiveness of BCB3-19 in the control of tomato gray mold under at 4 °C 

Treatments Disease control indices 
DI (%) RDI (%) DS (%) RDS (%)

un-inoculated (control) 75.7a 0.0a 56.4a 0.0a

inoculated (106 cfu/ml) 25.3b 66.6b 10.0b 82.3b

inoculated (108 cfu/ml) 0.0c 100.0c 0.0c 100.0c

Data of the same column marked with different letters are significantly different (P<0.05)  
DI = disease incidence; RDI = reduction of disease incidence;  
DS = disease severity; RDS, (reduction of disease severity) 

 
Table 2 Effectiveness of BCB3-19 in the control of tomato gray mold under at 20 °C 

Treatments Disease control indices 
DI (%) RDI (%) DS (%) RDS (%)

un-inoculated (control) 50.3a 0.0a 38.0a 0.0a

inoculated (106 cfu/ml) 17.7b 64.8b 7.2b 81.1b

inoculated (108 cfu/ml) 0.0c 100.0c 0.0c 100.0c

Data of the same column marked with different letters are significantly different (P<0.05) 
DI = disease incidence; RDI = reduction of disease incidence;  
DS = disease severity; RDS, (reduction of disease severity) 

 
สรุป 

จากผลการศึกษาท้ังหมดจึงสรุปไดวาเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis BCB3-19 สามารถควบคุมโรคราสีเทาบนมะเขือเทศ
ไดอยางมีประสิทธิภาพ และมีศักยภาพท่ีจะนําไปใชควบคุมโรคราสีเทาบนผลมะเขือเทศหลังการเก็บเก่ียวในระดับการคา 

 
คําขอบคุณ 

ผูวิจัยขอขอบคุณ ศูนยวิทยาศาสตรแหงมหาวิทยาลัยราชภัฏพระนครศรีอยุธยา สําหรับความเอื้อเฟอดานเคร่ืองมือ
และสถานท่ีในการดําเนินงานวิจัย งานวิจัยน้ีไดรับการสนับสนุนงบประมาณจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ (วช) 
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