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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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บทคัดยอ 

การวิจัยนี้ไดทําการประเมินประสิทธิผลของเชื้อแบคทีเรียปฏิบักษ Bacillus subtilis สายพันธุ BCB3-19 ในการ
ควบคุมโรคเนาราสีเทาของมะเขือเทศระหวางเก็บรักษาภายใตสภาพเลียนแบบการเก็บรักษามะเขือเทศในระดับการคา ผล
การศึกษาพบวา การแชผลมะเชือเทศในเซลลแขวนลอยของเช้ือ BCB3-19 สามารถลดอัตราการเกิดโรคและความรุนแรงของ
โรคราสีเทาของมะเขือเทศหลังเก็บเก่ียวไดอยางมีนัยสําคัญ ทั้งภายใตสภาพการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเชียส และ 20 
องศาเซลเซียส จากผลการศึกษานี้จึงสรุปไดวา เช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ BCB3-19 มีศักยภาพที่จะนําไปใชควบคุมโรคราสีเทาบน
ผลมะเขือเทศหลังการเก็บเก่ียวได 
คําสําคัญ: แบคทีเรียปฏิปกษ ราสีเทา มะเขือเทศ 

 
คํานํา 

การควบคุมโรคเนาของผักและผลไมสดดวยจุลินทรียปฏิปกษจัดเปนวิธีควบคุมทางชีวภาพ ที่กําลังไดรับความสนใจ
เพิ่มขึ้น เพราะเปนวิธีที่มีความปลอดภัยและย่ังยืนกวากรรมวิธีทางเคมี ซึ่งในชวงทศวรรษท่ีผานมาไดมีความพยายามอยาง
ตอเนื่องในการคนหาจุลินทรียปฏิปกษสายพันธุที่เหมาะสม เพื่อนํามาใชในควบคุมโรคเนาของพืชผลตาง ๆ จนนํามาสูการ
คนพบจุลินทรียปฏิปกษสายพันธุใหม ๆ เพิ่มขึ้นเปนลําดับ 

Bacillus subtilis เปนแบคทีเรียปฏิปกษที่เคยมีการศึกษาพบวามีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมโรคพืชที่เกิดจากเชื้อ
รา เนื่องจากแบคทีเรียชนิดนี้สามารถผลิตสารยับย้ังเช้ือราท่ีมีฤทธิ์สูง โดยเฉพาะสารประเภทเพปไทดและไลโพเพปไทด 
(Leclère et al., 2005) และนอกจากคุณสมบัติดานการควบคุมโรคพืชแลว B. subtilis ยังมีคุณสมบัติอื่น ๆ ที่เหมาะแกการ
นําไปใชประโยชน โดยเฉพาะคุณสมบัติดานความปลอดภัย เนื่องจาก B. subtilis เปนเช้ือแบคทีเรียไดรับการยอมรับโดยทั่วไป
วามีความปลอดภัยตอมนุษย (generally recognized as safe: GRAS) (Teo and Tan, 2005) และยังมีการศึกษาพบวาเช้ือ 
B. subtilis บางสายพันธุมีสมบัติที่เหมาะจะใชเปนโปรไบโอติกสสําหรับมนุษยดวย (Pinchuk et al., 2001; Sorokulova  et 
al., 2008) จากคุณสมบัติดังกลาว ผูวิจัยจึงเห็นวาเช้ือ B. subtilis นาจะมีความเหมาะสมที่จะนํามาใชเปนหัวเช้ือจุลินทรีย
สําหรับควบคุมโรคเนาในพืชผักและผลไมสด การวิจัยนี้จึงไดนําเอาเช้ือ B. subtilis สายพันธุ BCB3-19 (Siriponvisal, 2010) 
มาทดสอบประสิทธิภาพการควบคุมโรคเนาราสีเทาบนมะเขือเทศหลังเก็บเก่ียวที่เกิดจากเช้ือ Botrytis cinerea ภายใตสภาพ
เลียนแบบการเก็บรักษามะเขือเทศในระดับการคา เพื่อประเมินศักยภาพการใชประโยชนในเชิงพาณิชยตอไป 
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อุปกรณและวิธีการ 
1. วิธีเตรียมกลาเช้ือจุลินทรีย 

นําเช้ือ B. subtilis BCB3-19 จากคลังเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ สาขาวิชาชีววิทยาประยุกต มหาวิทยาลัยราชภัฏ
พระนครศรีอยุธยา มาเตรียมเซลลแขวนลอยโดยใชน้ํากล่ันปราศจากเชื้อชะโคโลนีของเช้ือที่เล้ียงบนอาหาร PDA อายุ 48 
ชั่วโมง จากนั้นปรับความเขมขนของเซลลเปน 2 ระดับ คือ 5 X 106 และ 5 X 108 เซลลตอมิลลิลิตร 

นําเช้ือรา Botrytis cinerea จากคลังเช้ือราโรคพืช สาขาวิชาชีววิทยาประยุกต มหาวิทยาลัยราชภัฏพระนครศรีอยุธยา
นํามาเตรียมสปอรแขวนลอย โดยใชน้ํากล่ันปราศจากเชื้อที่ผสมสาร Tween 20 ความเขมขน  0.02 เปอรเซ็นต ชะสปอรของ
เช้ือ B. cinerea ที่เล้ียงบนอาหาร PDA อายุ 15 วัน จากนั้นกรองผานแผนกระดาษเช็ดเลนส แลวปรับความเขมขนของสปอร
แขวนลอยเปน 105 สปอรตอมิลลิลิตร 

 
2. การทดลอง 

เก็บผลมะเขือเทศที่ระยะเร่ิมสุก ที่มีสภาพสมบูรณ นํามาลางและฆาเช้ือที่ผิวโดยการแชในสารละลายโซเดียมไฮโป
คลอไรต (0.016 โมลตอลิตร) 3 นาที และลางดวยน้ําปะปา 3 รอบ จากนั้นนําผลมะเขือเทศทั้งหมดไปแชในสปอรแขวนลอยของ
เช้ือ B. cinerea นาน 1 นาที แลวนํามาผ่ึงอากาศใหแหง จากนั้นนําไปใชทดสอบใน 6 ตํารับการทดลอง ตํารับละ 50 ผล ดังนี้ 

1 ตํารับควบคุม นําไปจุมในน้ําเปลานาน 10 นาที สําหรับการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลลเซียส 
2 ตํารับทดลอง นําไปจุมในเซลลแขวนลอยของเช้ือปฎิปกษ ความเขมขน 5 X 106 เซลลตอมิลลิลิตร นาน 10 นาที 

สําหรับการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลลเซียส 
3 ตํารับทดลอง นําไปจุมในเชลลแขวนลอยของเช้ือปฎิปกษ ความเขมขน 5 X 108 เซลลตอมิลลิลิตร นาน 10 นาที 

สําหรับการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลลเซียส 
4 ตํารับควบคุม นําไปจุมในน้ําเปลานาน 10 นาที สําหรับการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลลเซียส 
5 ตํารับทดลอง นําไปจุมในเชลลแขวนลอยของเช้ือปฎิปกษ ความเขมขน 5 X 106 เซลลตอมิลลิลิตร นาน 10 นาที 

สําหรับการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลลเซียส 
6 ตํารับทดลอง นําไปจุมในเชลลแขวนลอยของเช้ือปฎิปกษ ความเขมขน 5 X 108 เซลลตอมิลลิลิตร นาน 10 นาที 

สําหรับการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลลเซียส 
นําผลมะเขือเทศแตละตํารับการทดลองมาผ่ึงอากาศใหหมาด แลวบรรจุในถวยพลาสติก ถวยละ 1 ผล ปดดวย

พลาสติกหออาหาร และนําไปบมในตูบมที่อุณหภูมิ 4 หรือ 20 องศาเซลเซียส ทําการตรวจผลในวันที่ 15 ของการเก็บรักษา 
และประเมินประสิทธิภาพในการควบคุมโรคราสีเทาโดยพิจารณาจากอัตราการติดโรค และความรุนแรงของโรค 

การประเมินอัตราการเกิดโรคใชวิธีนับจํานวนผลมะเขือเทศที่มีการติดโรค คํานวณเปอรเซ็นตการเกิดโรคและ
เปอรเซ็นตการลดการเกิดโรคเทียบกับตํารับควบคุมตามสมการท่ี (1) และ (2) ตามลําดับ 
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โดยที่ DI = เปอรเซ็นตการเกิดโรค 
 ni = จํานวนผลมะเขือเทศท่ีเกิดโรคในตํารับทดลองน้ันๆ 
 50 = จํานวนผลมะเขือเทศท้ังหมดในตํารับการทดลอง 
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การประเมินความรุนแรงของโรคแบงออกเปน 6 ระดับ ไดแก ระดับ 0 ไมแสดงอาการของโรค 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 คํานวณเปอรเซ็นตความรุนแรงของโรคและเปอรเซ็นตการลดความ
รุนแรงของโรคเทียบกับตํารับควบคุมตามสมการที่ (3) และ (4) ตามลําดับ 
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 (3) 
โดยที่ DS = เปอรเซ็นตความรุนแรงของโรค 
 ns = จํานวนผลมะเขือเทศท่ีเกิดโรคในระดับความรุนแรงน้ันๆ 
 s = ระดับความรุนแรงของการเกิดโรค 
 n = จํานวนผลมะเขือเทศท่ีใชในการทดสอบท้ังหมด 
 5 = ระดับการเกิดโรคสูงสุด 

%RDS = เปอรเซ็นตการลดความรุนแรงของโรค 
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3. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
การทดลองขางตนดําเนิน 3 รอบการทดลองท่ีเปนอิสระจากกัน นําขอมูลท่ีไดจากการทดลองวิเคราะหความแปรปรวน

ทางสถิติ (ANOVA) สําหรับเช้ือแตละชนิดหรือไอโซเลตดวยโปรแกรม SPSS เวอรชัน 10 
 

ผลและวิจารณผล 
กอนหนาน้ี ผูวิจัยเคยทําการศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือ B. subtilis BCB3-19 ในการควบคุมเช้ือรา B. cinerea เช้ือ

สาเหตุโรคเนาราสีเทาของมะเขือเทศหลังเก็บเก่ียว พบวาเช้ือ BCB3-19 สามารถยับย้ังเช้ือรา B. cinerea ไดอยางมี
ประสิทธิภาพ ท้ังในชุดทดลองแบบ in vitro และ in vivo (Siriponvisal, 2010) แตอยางไรก็ตามการศึกษาดังกลาวเปนเพียง
การทดลองระดับหองปฏิบัติการเทาน้ัน จึงยังไมสามารถระบุไดอยางชัดเจนวาเช้ือ BCB3-19 มีศักยภาพเพียงพอท่ีจะนําไป
ประยุกตใชในระดับการคาหรือไม ดังน้ัน การทดลองน้ีจึงเปนการขยายผลการทดลองสูระดับนํารอง โดยทําทดลองภายใต
สภาพเลียนแบบการเก็บรักษามะเขือเทศหลังเก็บเก่ียวในระดับการคา (mimetic commercial conditions) ประกอบดวย
สภาพแวดลอมการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิปกติ (20 องศาเซลเซียส) และสภาพแวดลอมการเก็บรักษาท่ีอุณหภมิูตํ่า (4 องศา
เซลเซียส) โดยทําการศึกษาเปรียบเทียบอัตราการเกิดโรคเนา (disease incidence: DI) และความรุนแรงของโรค (disease 
severity: DS) บนผลมะเขือเทศในตํารับควบคุมท่ีเก็บรักษาโดยผานการลางดวยนํ้าธรรมดา กับตํารับทดลองท่ีเก็บรักษาโดย
ผานการลางและจุมในเซลลแขวนลอยของเช้ือ BCB3-19 ผลการทดลองเม่ือสังเกตดวยตาเปลาดังแสดงใน Figure 1A พบวา 
การจุมผลมะเขือเทศในเซลลแขวนลอยของเช้ือ BCB3-19 สามารถลดอัตราการเกิดโรคราสีเทาได ท้ังท่ีระดับอุณหภูมิ 4 และ 
20 องศาเซลเซียส และเม่ือพิจารณาตาม Figure 1B ยังเห็นไดวา โรคราสีเทาที่เกิดกับผลมะเขือเทศในตํารับการทดลองท่ีจุม
เช้ือ BCB3-19 มีความรุนแรงนอยกวาตํารับควบคุมท่ีไมผานการจุมเช้ือกอนเก็บรักษา จึงเปนการบงช้ีในเบ้ืองตนวา การจุมผล
มะเขือเทศในเซลลแขวนลอยของเช้ือ 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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เม่ือนําขอมูลจากการสังเกตมาคํานวณเปนประสิทธิภาพการควบคุมโรคดังท่ีระบุ Table 1 และ Table 2 จะเห็นไดวา
การจุมมะเขือเทศในเซลลแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย BCB3-19 สามารถลดความอัตราการเกิดโรค และระดับความรุนแรงของ
โรคไดอยางมีนัยสําคัญ โดยประสิทธิภาพการควบคุมโรคจะขึ้นอยูกับความเขมขนเช้ือปฏิปกษ ซ่ึงในการวิจัยน้ี พบวาความ
เขมขนของเช้ือ BCB3-19 ท่ีระดับ 108 เซลลตอมิลลิลิตร สามารถลดอัตราการเกิดโรคราสีเทาได 100 เปอรเซ็นต ท้ังท่ีอุณหภูมิ 
4 และ 20 องศาเซลเซียส ซ่ึงเปนการบงช้ีวาเช้ือ BCB3-19 สามารถควบคุมโรคราสีเทาบนมะเขือเทศไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 
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 

จากผลการศึกษาท้ังหมดจึงสรุปไดวาเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis BCB3-19 สามารถควบคุมโรคราสีเทาบนมะเขือเทศ
ไดอยางมีประสิทธิภาพ และมีศักยภาพท่ีจะนําไปใชควบคุมโรคราสีเทาบนผลมะเขือเทศหลังการเก็บเก่ียวในระดับการคา 

 
คําขอบคุณ 

ผูวิจัยขอขอบคุณ ศูนยวิทยาศาสตรแหงมหาวิทยาลัยราชภัฏพระนครศรีอยุธยา สําหรับความเอื้อเฟอดานเคร่ืองมือ
และสถานท่ีในการดําเนินงานวิจัย งานวิจัยน้ีไดรับการสนับสนุนงบประมาณจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ (วช) 
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