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ABSTRACT: The antagonistic bacterium of Bacillus subtillis NS–03 was produced as a biological 
product of 3 formulas by using biochar powder mixed with talcum powder to be carriers. The 
different radios of biochar and talcum powers in the 100 g of biological product, formula 1 
containing 60 g of biochar powder and 10 g of talcum powder, formula 2 containing 40 g of 
biochar powder and 30 g of talcum powder, formula 3 containing 20 g of biochar powder and 
50 g of talcum powder. After storage at room temperature for 12 months found that biological 
products contained with the increased proportion of biochar had the increased survival of  
B. subtillis NS–03, which was significantly different (P < 0.01). Consequently, formula 1, 2, and 
3 had the population of B. subtillis NS–02 at 1.2 × 1010, 1.0 × 109, and 2.5 × 108 cfu/g, respectively. 
The results of biological products to inhibit the mycelial growth of Cercospora oryzae, the cause 
of Narrow brown spot of rice cv. Patumthanee 1 on potato dextrose agar, found that formula 
1 provided the highest inhibition of C. oryzae. The lower treatments were formula 2 and 3 that 
could inhibit C. oryzae by 51.20, 47.78, and 44.63%, respectively. The greenhouse experiment 
for controlling Narrow brown spot of Patumthanee 1 rice, the use of 3 biological products of 
antagonistic bacterium sprayed on Patumthanee 1 rice found that had a significant difference 
(P < 0.05) when compared with control treatment. Carbendazim chemicals, the biological 
products of formula 1, 2 and 3 were able to control the Narrow brown spot by 75.64, 69.33, 
56.29, and 41.87% respectively. In addition, the antagonistic bacteria of Bacillus spp. colonized 
rice leave by 62.30–89.26% after 2nd spray of biological products for 14 days.
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บทคัดย่อ
 
แบคทเีรยีปฏปัิกษ์ Bacillus subtillis NS–03 

ได้รับการผลิตเป็นชีวภัณฑ์ จำานวน 3 สูตร โดยใช้ผง
ถ่านชวีภาพผสมกับทลัคัมเป็นสารพา ในสดัส่วนผงถ่าน
ชีวภาพและผงทัลคัมที่ต่างกัน คือ ในผลิตภัณฑ์ 100 
กรัม สูตรที่ 1 มีผงถ่านชีวภาพ 60 กรัม และผงทัลคัม 
10 กรัม สูตรที่ 2 มีผงถ่านชีวภาพ 40 กรัม และผง
ทัลคัม 30 กรัม ส่วนสูตร 3 มีผงถ่านชีวภาพ 20 กรัม 
และผงทลัคมั 50 กรมั หลงัการเกบ็รกัษาทีอ่ณุหภมูห้ิอง 
เป็นเวลา 12 เดือน พบว่า ชีวภัณฑ์ที่มีสัดส่วนของผง
ถ่านชวีภาพเพิม่ขึน้ทำาให้แบคทเีรยี B. subtillis NS–03 
มีชีวิตรอดเพ่ิมขึ้น แตกต่างกันอย่างมีนัยสำาคัญยิ่งทาง
สถิติ (P < 0.01) โดย สูตรที่ 1, 2 และ 3 มีจำานวน
ประชากรของ B. subtillis NS–03 เท่ากบั 1.2 × 1010, 
1.0 × 109  และ 2.5 × 108 cfu/g ตามลำาดับ ผลของ
ชีวภัณฑ์ในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา 
Cercospora oryzae สาเหตุโรคใบขีดสีนำ้าตาลของ
ข้าวพันธุ ์ปทุมธานี 1 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ potato 
dextrose agar พบว่า สูตรที่ 1 สามารถยับยั้งเชื้อรา 
C. oryzae ได้สูงสุด รองลงมาคือ สูตรที่ 2 และ 3 
สามารถยับยั้งเชื้อรา C. oryzae ได้ เท่ากับ 51.20, 
47.78 และ 44.63% ตามลำาดับ สำาหรับการทดลองใน
โรงเรือนบนการควบคุมโรคใบขดีสนีำา้ตาลของข้าว การ
ใช้ชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ 3 สูตร พ่นต้นข้าวพันธุ์
ปทุมธานี 1 พบว่า มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำาคัญ
ทางสถติ ิ(P < 0.05) เมือ่เปรยีบเทยีบกบักรรมวธิคีวบคมุ
โดยกรรมวิธีการที่ใช้สารเคมีคาร์เบนดาซิม ชีวภัณฑ์
สตูร 1, สตูร 2 และ สูตร 3 สามารถควบคมุการเกดิโรค
ใบขีดสีนำ้าตาลได้ เท่ากับ 75.64, 69.33, 56.29 และ 
41.87% ตามลำาดับ นอกจากนี้พบแบคทีเรีย Bacillus 
spp. เจริญครอบครองใบข้าว 62.30–89.26% หลัง
การพ่นชีวภัณฑ์ครั้งที่ 2 เป็นเวลา 14 วัน

ค�าส�าคัญ: โรคใบขีดสีนำ้าตาล, ชีวภัณฑ์, แบคทีเรีย
บาซิลลัส, ข้าว, การควบคุมโดยชีวภาพ

บทน�า

ข้าว (Oryza sativa L.) เป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรต 
ท่ีสำาคัญของประชากรโลกและยังเป็นพืชเศรษฐกิจ
สำาคัญท่ีสร้างรายได้จำานวนมากให้แก่ประเทศไทย แต่
การผลิตข้าวในประเทศไทยยังประสบปัญหาการเข้า
ทำาลายจากเช้ือสาเหตุโรคพืชโดยเฉพาะในกลุ่มข้าว
พันธุ์ส่งเสริม (ปทุมธานี 1 ข้าวขาวดอกมะลิ 105 
สุพรรณบุรี 60 และชัยนาท 1) ที่มีคุณภาพดีและให้
ผลผลติสงู แต่อ่อนแอต่อโรคมากกว่าข้าวพนัธุพ์ืน้เมอืง 
(Intana et al., 2018) สำาหรับโรคข้าวที่สำาคัญ ได้แก่ 
โรคไหม้ โรคใบขีดสีนำ้าตาล โรคกาบใบเน่า และโรค
เมล็ดด่าง เป็นต้น ซึ่งโรคใบขีดสีนำ้าตาลนั้นเกิดจากรา 
Cercospora oryzae เป็นสาเหตุโรคของข้าวที่สำาคัญ
ชนดิหนึง่ทีพ่บการระบาดสร้างความเสยีหายให้แก่การ
ผลติข้าวในจงัหวดันครสวรรค์ทกุปี และเมือ่เกดิปัญหา
โรคพืชระบาดเกษตรกรนิยมแก้ปัญหาด้วยการใช้สาร
เคมทีีม่ากเกนิความจำาเป็น ทำาให้เกดิปัญหาด้านต้นทนุ
การผลติทีเ่พิม่สงูข้ึน เกิดการต้านทานต่อสารเคมกีำาจดั
โรคพืช และเกิดการปนเปื้อนของสารเคมีในผลผลิต
ข้าวตลอดจนการปนเป้ือนของสารเคม ีในสภาพแวดล้อม
อกีด้วย การควบคมุโรคของข้าวโดยชีววธิจีงึเป็นแนวทาง
เลอืกหนึง่ทีเ่กษตรกรในกลุม่ปลกูข้าวปลอดภยัจากสาร
เคมเีลือกใช้ ซึง่ในปัจจบัุนมงีานวจิยัการพฒันาชวีภณัฑ์
กำาจัดโรคของพืชทั้งที่เป็นรูปแบบผงและรูปแบบนำ้า 
Chen et al. (2019) พบว่า ชีวภัณฑ์รูปแบบนำ้าของ
แบคทีเรีย Bacillus subtilis 5 สามารถควบคุมโรค
ไหม้ของข้าว (Rice blast disease) ท่ีเกิดจาก 
Magnaporthe oryzae ได้ 31% ส่วน Noisai et al. 
(2018) พบว่า ชีวภัณฑ์ B. siamensis RRK1–Rif  
สูตรผงเปียกนำ้า หลังเก็บไว้ 11 เดือน ที่อุณหภูมิห้อง 
(25–30°C) สามารถลดการเกดิโรคกาบใบแห้งของข้าว
ท่ีเกิดจากเช้ือรา Rhizoctonia solani ได้ 36.56–
48.82% และ Dhitikiattipong et al. (2011) ใช้ผง
เชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. BAK–131 และ BAK–
088 ซึ่งให้ผลในการลดการเกิดโรคถอดฝักดาบที่เกิด
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จากเชื้อรา Fusarium moniliforme และเพิ่มผลผลิต
ของข้าวได้ ส่วนการใช้ชีวภัณฑ์แบคทีเรีย B. subtilis 
ในการควบคุมโรคใบขีดสีนำ้าตาลที่เกิดจากเชื้อรา  
C. oryzae พบว่า การใช้ Trichoderma asperellum 
NST−009 ร ่วมกับ B . subtilis NST−002 มี
ประสิทธิภาพในการลดความรุนแรงของโรคใบขีดสี
นำ้าตาลของข้าวพันธุ ์ปทุมธานี 1 ได้สูงถึง 73.17 
เปอร์เซ็นต์ (Intana et al., 2018) นอกจากนี้ 
Poralokanon et al. (2018) รายงานว่า ชีวภัณฑ์สูตร
ใหม่จากผงถ่านชวีภาพ โดยสตูร 3 (ผงถ่านชวีภาพ แป้ง
ทลัคมั โดโลไมต์ แคลเซยีมคาร์บอเนต คาร์บอกซเิมทลิ
เซลลโูลส และนำา้สกดัถวัเหลอืง) สามารถคงความมชีีวติ
รอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์สูงสุดที่ 2.8 × 1010 cfu/g 
หลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้องนาน 12 เดือน ดังนั้น 
การทดลองครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความมีชีวิต
รอดในชีวภัณฑ ์และประสิทธิภาพของชีวภัณฑ ์
แบคทีเรีย B. subtilis ที่เตรียมด้วยผงถ่านชีวภาพและ
ทัลคัม ในการควบคุมโรคใบขีดสีนำ้าตาลของข้าว

อุปกรณ์และวิธีการ

เชื้อราสาเหตุโรคและชีวภัณฑ์แบคทีเรียบาซิลลัส
เชื้อรา Cercospora oryzae แยกได้จากใบ

ข้าว ทำาให้เป็นเชื้อบริสุทธิ์ก่อนจำาแนกชนิดโดยอาศัย
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการสร้างสปอร์ แล้วนำา
มาทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคตามวิธี
ของ Koch (Koch’s postulation) ส่วนแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ Bacillus subtillis NS–03 จัดจำาแนกชนิด
ด้วยเครื่อง Biolog Microlog System, Release 4.2 
(Vos et al., 2009) ผ่านการทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา C. oryzae บน
จานอาหาร potato dextrose agar แล้วนำามาทำาการ
ผลิตเป็นชีวภัณฑ์รูปแบบผงโดยดัดแปลงวิธีการของ 
Muis (2006) ดังนี้ คือ นำาเชื้อแบคทีเรีย B. subtillis 
NS–03 ที่เลี้ยงบนอาหาร nutrient glucose agar 
(NGA) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ความเข้มข้น 1.0 × 108 

cfu/g โดยค่าความขุ่นของสารแขวนลอยเซลล์ เมื่อวัด
ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 
660 นาโนเมตร มีค่า optical density (OD) เท่ากับ 
0.2 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารเหลว NGA 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร พร้อมเขย่าบนเครื่องเขย่าด้วย
ความเร็ว 50 รอบต่อนาที (rpm) ที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 48 ช่ัวโมง แล้วนำา B. subtillis NS–03 ความเข้มข้น 
1.2 × 1015 cfu/ml (ตรวจนับด้วยเทคนิค ten–fold 
serial dilution) ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ใส่ลงใน 
สารพาท่ีมสีดัส่วนผงถ่านชีวภาพจากไม้ไผ่และผงทัลคมั 
ที่ต่างกัน คือ ในผลิตภัณฑ์ 100 กรัม สูตรที่ 1 มีผงถ่าน
ชีวภาพ 60 กรัม และผงทัลคัม 10 กรัม สูตรที่ 2 มีผง
ถ่านชีวภาพ 40 กรัม และผงทัลคัม 30 กรัม ส่วนสูตร 
3 มีผงถ่านชีวภาพ 20 กรัม และผงทัลคัม 50 กรัม โดย
ทุกสูตรเติมสารเพิ่มประสิทธิภาพโดโลไมท์ (ละลายนำ้า
และแขวนลอยในนำา้ได้ด)ี และแคลเซยีมคาร์บอเนต 10 
กรัม ซึ่งช่วยให้ Bacillus sp. ได้รับธาตุอาหารที่นำามา
ใช้ในการสร้างสปอร์ภายในเซลล์ (Gilbert et al., 
1990; Nikaji, 2016) และสารป้องกันเซลล์ carboxy 
methyl cellulose (CMC) ปริมาณ 8 กรัม และนำ้า
สกัดถัว่เหลอืง (สกดัด้วยเครือ่งโม่ถัว่เหลอืง รุน่ HY-08) 
ปริมาณ 2 มิลลิลิตร (ดัดแปลงสูตรจาก Poralokanon 
et al., 2018) จากนั้น นำาใส่ถาดอลูมิเนียมคลุมด้วย
ฟอยล์ปลอดเชื้อ เจาะฟอยล์ด้วยเข็มหมุด อบให้แห้งที่
อณุหภมู ิ45 องศาเซลเซยีสภายในตูอ้บลมร้อน และนำา
ใส่ซองฟอยล์ปลอดเช้ือ วางแผนการทดลองแบบสุ่ม
ตลอด Completely randomized design (CRD) 
ทำาการทดลอง จำานวน 3 ซำ้า ซำ้าละ 2 ซอง (ซองละ 50 
กรัม) หลังการเก็บรักษาในซองฟอยล์ท่ีอุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 12 เดือน ทำาการตรวจนับการมีชีวิตรอดของ
แบคทีเรีย B. subtillis NS–03 ในชีวภัณฑ์ด้วยวิธี
มาตรฐาน ten–fold serial dilution (Alcamo, 2001) 
บนอาหาร NGA
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ทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์แบคทีเรียในการ
ยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรค

เจาะชิ้นวุ้นเชื้อรา C. oryzae ที่มีอายุ 7 วัน
ด้วย cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 
เซนติเมตร แล้วย้ายชิ้นวุ้นของเชื้อราวางตรงกลางจาน
อาหาร PDA บ่มเชื้อไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 วัน 
จากนั้น จึงนำาชีวภัณฑ์แบคทีเรีย B. subtillis NS–03 
สูตร 1 สูตร 2 และสูตร 3 หลังการเก็บรักษาในซอง
ฟอยล์ทีอ่ณุหภมูห้ิอง เป็นเวลา 12 เดือน จำานวน 1 กรมั 
มาทำาการเจือจางด้วยนำ้า 9 มลิลิลิตร เทลงบนจานแก้ว 
แล้วนำาชิน้กระดาษปลอดเชือ้ (กระดาษกรอง Whatman 
เบอร์ 1 ทีถ่กูตดัด้วยทีเ่จาะกระดาษ และผ่านการนึง่ฆ่า
เชื้อ) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 3 มิลลิเมตร จุ่ม
เซลล์แขวนลอยของชีวภัณฑ์ นำามาวางบนจานเชื้อให้
ห่างจากปลายเส้นใยของเชื้อราสาเหตุโรคเท่ากับ 3 
เซนติเมตร จำานวน 4 จุด ในแนวกากบาท วางแผนการ
ทดลองแบบสุม่ตลอด CRD ทำาการทดลอง จำานวน 3 ซำา้ 
ซำ้าละ 2 จาน บ่มจานเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 
3 วัน บันทึกผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา
สาเหตุโรคโดยวัดรัศมีของโคโลนีเชื้อสาเหตุโรค และ
คำานวณหาค่า%การยับยั้งเปรียบเทียบกับกรรมวิธี
ควบคุม (นำ้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ) ตามสูตรการคำานวณดังนี้ 
การยบัยัง้ (%) =        × 100 เมือ่ A คือ รศัมขีองโคโลนี
เชือ้ราสาเหตโุรคพืชในกรรมวิธคีวบคมุ และ B คอื รัศมี
ของโคโลนีเชื้อราสาเหตุโรคพืชในกรรมวิธีทดสอบ 
(Jantasorn et al., 2016)

ทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์แบคทีเรียในการ
ควบคุมโรคในโรงเรือนปลูกพืช 

ปลูกข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 ในกระถางขนาด
กว้าง 12 นิ้ว จำานวน 3 ต้นต่อกระถาง เมื่อต้นข้าวมี 
อายุ 1 เดอืน ตดัใบข้าวออกให้เหลอืใบข้าวบรเิวณปลาย
ยอด จำานวน 4 ใบต่อต้น (เพื่อให้ได้ใบข้าวที่มีจำานวน 
ขนาด และอายุเท่ากัน) ตามวิธีการของ Intana et al. 
(2018) เตรียมสปอร์แขวนลอยโดยการเก็บเกี่ยว 
สปอร์ของเชือ้รา C. oryzae ด้วยการล้างและนำาสปอร์
เจือจางด้วยนำ้านึ่งฆ่าเชื้อ แล้ววัดความเข้มข้นด้วย 

haemacytometer จากนั้นจึงทำาการปลูกเช้ือรา  
C. oryzae โดยการฉดีพ่นสปอร์แขวนลอยท่ีความเข้มข้น 
1.8 x 104 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 10 มิลลิลิตรต่อ
ต้น (Srimai and Akarapisarn, 2014) คลุมต้นข้าว
ด้วยถุงพลาสติก เป็นเวลา 2 วัน แล้วนำาถุงพลาสติก
ออก และทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์แบคทีเรีย
ต่อการควบคุมโรคใบขีดสีนำ้าตาล หลังการเก็บรักษา 
ชวีภณัฑ์ท่ีอณุหภมูห้ิอง เป็นเวลา 12 เดอืน โดยการพ่น
เซลล์แขวนลอยของชีวภัณฑ์แบคทีเรีย B. subtillis 
NS–03 สูตร 1 สูตร 2 และสูตร 3 ซึ่งเตรียมโดยผสม
ชีวภัณฑ์ด้วยนำ้านึ่งฆ่าเชื้อในอัตรา 1 กรัม ต่อนำ้า 100 
มิลลิลิตร และสารเคมีคาร์เบนดาซิม (50%WP) ใน
อัตรา 1.5 กรัมต่อนำ้า 1 ลิตร ปริมาณ 10 มิลลิลิตร 
ต่อต้น จำานวน 2 ครั้ง หลังการปลูกเชื้อรา C. oryzae 
เป็นเวลา 0 และ 14 วัน วางแผนการทดลองแบบสุ่ม
ตลอด CRD ทำาการทดลอง จำานวน 4 ซำา้ ซำา้ละ 2 กระถาง 
เปรียบเทียบกับกรรมวิธีปลูกเฉพาะเชื้อรา C.oryzae 
(control) วิเคราะห์ดัชนีความรุนแรงของโรคของโรค
ใบขีดสนีำา้ตาลบนใบข้าวของแต่ละกรรมวธิหีลงัการพ่น
เซลล์แขวนลอยของชีวภัณฑ์แบคทีเรีย B. subtillis 
NS–03 เป็นเวลา 14 และ 28 วัน โดยให้คะแนนใน
ระดับ 0–10 ซึ่ง 0 = ไม่ได้แสดงอาการใด ๆ , 1 = แสดง
อาการ 1–10%, 2 = แสดงอาการ 11–20%, 3 = แสดง
อาการ 21–30%, 4 = แสดงอาการ 31–40%, 5 = 
แสดงอาการ 41–50%, 6 = แสดงอาการ 51–60%, 
7 = แสดงอาการ 61–70%, 8 = แสดงอาการ 71–80%, 
9 = แสดงอาการ 81–90% และ 10 = แสดงอาการ 
91–100% (Srimai and Akarapisarn, 2014) และ 
คำานวนเปอร์เซ็นต์การเกิดโรค ตามสูตร [1]

การเกิดโรค (%)                       × 100 ………….[1]

เมื่อ N คือ จำานวนใบที่ติดโรคในแต่ละระดับคะแนน  S 
คือ ระดับคะแนนต่าง ๆ (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 
และ 10)  T คือ จำานวนใบทั้งหมดเท่ากับ 12 และ M 
คอื ระดบัคะแนนสงูสดุเท่ากบั 10 (Chen et al., 2019)

×
×
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นอกจากนี ้คำานวณ % การควบคุมโรค ตามสตูร [2] 

 การควบคุมโรค (%) = (A–B)/A×100 …… [2]

เมือ่ A คอื ความรนุแรงของโรคในกรรมวธิคีวบคมุทีฉ่ดี
เฉพาะเชื้อรา C. Oryzae และ B คือ ความรุนแรงของ
โรคในกรรมวิธีทดสอบ (Jantasorn et al., 2016) 

บันทึกปริมาณและการครอบครองใบข้าวของ
แบคทีเรีย

หลังพ่นชีวภัณฑ์ครั้งที่ 2 เป็นเวลา 14 วัน นำา
ใบข้าวพันธุ ์ปทุมธานี 1 ในแต่ละกรรมวิธีมาตรวจ
ปริมาณและการครอบครองใบข้าวโดยจุลินทรีย์ ซึ่งใน
การตรวจปริมาณจุลินทรีย์ใช้วิธีการ dilution spread 
plate technique โดยนำาตัวอย่างใบข้าวในแต่ละ
กรรมวิธีปริมาณ 5 กรมั มาผสมในนำา้นึง่ฆ่าเชือ้ปรมิาตร 
45 มลิลลิติร ก่อนเขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าดิจิตอล ความเรว็ 
120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที จากนั้น เจือจาง
สารแขวนลอยใบข้าวที่ 10−4−10−5 เท่า ดูดสาร
แขวนลอยใบข้าวปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มาเกลี่ยบน
อาหารเลี้ยงชื้อ Nutrient glucose agar (NGA) ก่อน
บ่มเชือ้ท่ีอณุหภมูห้ิอง เป็นเวลา 2 วนั จงึบนัทกึปรมิาณ
แบคทีเรีย Bacillus spp. ในแต่ละกรรมวิธี (Intana  
et al., 2009)

การครอบครองใบข้าวตรวจโดยนำาใบข้าวใน
แต่ละกรรมวิธีมาตัดเป็นสีเ่หลีย่มจตุัรสัขนาด 0.5 x 0.5 
เซนติเมตร จำานวน 40 ชิ้น (ซำ้าละ 10 ชิ้น จำานวน 4 
ซำ้า) ก่อนนำาไปใส่ในขวดแก้วรูปชมพู่ที่บรรจุนำ้านึ่งฆ่า
เชือ้ ปริมาตร 100 มลิลลิติร พร้อมเขย่าด้วยเคร่ืองเขย่า
ดิจิตอล ความเร็ว 300 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที 
นำาชิ้นใบข้าวมาซับให้แห้งด้วยกระดาษทิชชูนึ่งฆ่าเชื้อ 
ก่อนนำาใบข้าววางบนอาหารเลีย้งเชือ้ NGA โดยวางจาน
เลี้ยงเชื้อละ 5 ชิ้น จำานวน 8 จานเลี้ยงเชื้อต่อกรรมวิธี 
บ่มจานเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 วัน ทำาการ
แยกเชื้อแบคทีเรียออกจากชิ้นพืชนำามาทำาการ cross 
streak บนอาหาร NGA เพื่อดูลักษณะโคโลนีและย้อม

สปอร์เพือ่ดลูกัษณะสปอร์ของแบคทีเรีย Bacillus spp. 
ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ จากนัน้ จงึคำานวน %การครอบ
ครองใบข้าว จากเปรียบเทียบชิ้นใบข้าวที่มีแบคทีเรีย 
Bacillus spp. และชิ้นใบข้าวทั้งหมดในแต่ละซำ้า ตาม
สูตร การครอบครองใบข้าว (%) = B/A  × 100 เมื่อ A 
คือ ชิ้นใบข้าวทั้งหมดในแต่ละซำ้า และ B คือ ชิ้นใบข้าว
ที่มีโคโลนีของแบคทีเรีย Bacillus spp. (ดัดแปลงจาก 
Intana et al., 2009)
 
การวิเคราะห์ข้อมูล 

วิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of 
variance: ANOVA) และทดสอบความแตกต่างของ 
ค่าเฉลีย่ด้วยวธีิ Duncan’s new multiple range test 
(DMRT) ด้วยโปรแกรมสถติ ิSirichai_6 (Yenjit et al., 
2018)

ผลการทดลองและวิจารณ์

เชือ้ราสาเหตโุรคและชวีภณัฑ์แบคทเีรยีบาซลิลสัหลงั
การเก็บรักษา

เชื้อรา Cercospora oryzae ที่แยกได้จาก
ใบข้าวเป็นเชือ้สาเหตโุรคใบขดีสนีำา้ตาลของข้าวตามวธิี
การทดสอบของ Koch (Koch’s postulation) ส่วน
การผลติชวีภณัฑ์แบคทเีรยีปฏปัิกษ์ Bacillus subtillis 
NS–03 พบว่า การอยูร่อดของแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ลดลง
เมื่อระยะเวลาการเก็บรักษานานขึ้น และชีวภัณฑ์สูตร
ที่มีสัดส่วนของผงถ่านชีวภาพมากขึ้นจะมีการอยู่รอด
ของแบคทีเรียปฏิปักษ์มากขึ้นด้วย โดยชีวภัณฑ์สูตร 1 
ท่ีมีสัดส่วนของผงถ่านชีวภาพต่อผงทัลคัม (60 : 10) 
สูงสุดมีชีวิตรอดของแบคทีเรียปฏิปักษ์สูงสุดในช่วง  
1.3 × 1017 ถึง 1.2 × 1010 cfu/g หลังการเก็บรักษาที่
อุณหภูมิห้องในช่วงเวลา 1–12 เดือน รองลงมาคือ  
ชวีภณัฑ์สตูร 2 มชีวีติรอดของแบคทเีรยีปฏิปักษ์ในช่วง 
2.4 × 1016 ถึง 1.0 × 109 cfu/g ในขณะที่ ชีวภัณฑ์
สูตร 3 มีสัดส่วนของผงถ่านชีวภาพต่อผงทัลคัม (20 : 
70) ตำา่สดุ จงึมชีวีติรอดของแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ตำา่สดุใน
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ช่วง 1.5 × 1015 ถึง 2.5 × 108 cfu/g หลังการเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิห้องในช่วงเวลา 1–12 เดือน แตกต่าง
กันอย่างมีนัยสำาคัญยิ่งทางสถิติ (Table 1) ซึ่งผงถ่าน 
ชีวภาพจากไม้ไผ่มีรูพรุนจึงสามารถกักเก็บแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ไว้เพื่อทำาหน้าที่ครอบครองผิวพืชและควบคุม
โรคพชื (Poralokanon et al., 2018) อกีท้ังถอืเป็นการ

ลดการใช้ผงทลัคมั (แร่หนิทลัค์) ซึง่เป็นสารพาทีล่ะลาย
นำ้าและทำาให้เชื้อปฏิปักษ์จับใบพืชได้ดี (Anan and 
Athinuwat, 2016) แต่องค์การอนามยัโลก (WHO) จดั
ให้เป็นสารท่ีอาจก่อให้เกดิโรคมะเรง็ต่อมนษุย์และเสีย่ง
ต่อการก่อให้เกิดมะเร็งรังไข่ของผู้หญิงท่ีใช้แป้งทัลคัม 
ประมาณ 30–60% (Amy Keller, 2020)

Table 1  Amount of Bacillus subtillis NS–03 antagonist survived in three biological product formulas 
after stored at room temperature for 1, 3, 6 and 12 months

Biological products1 Amount of B. subtillis NS–03 in three biological products (cfu/g)

1st month 3rd month 6th month 12th month

Formula 1
Formula 2
Formula 3

1.3 × 1017a 

2.4 × 1016b

1.5 × 1015c

1.1 × 1014a

2.7 × 1013b

3.2 × 1012c

1.4 × 1012a

2.1 × 1011b

2.8 × 1010c

1.2 × 1010a

1.0 × 109b

2.5 × 108c

F–test
CV (%)

**
17.26

**
12.17

**
14.33

**
16.42

1  Formula 1 = 60 g biochar, 10 g talcum, 10 g dolomite, 10 g calcium carbonate, 8 g Carboxy methyl 
cellulose, and 2 g soybean extract mixed with B. subtillis NS–03 (1015 cfu/ml) at a ratio 50 ml: 50 g 
of bio–product. Formula 2 = 40 g biochar, 30 g talcum, 10 g dolomite, 10 g calcium carbonate, 8 g 
Carboxy methyl cellulose, and 2 g soybean extract mixed with B. subtillis NS–02 (1015 cfu/ml) at a 
ratio 50 ml: 50 g of biological product. Formula 3 = 20 g biochar, 50 g talcum, 10 g dolomite, 10 g 
calcium carbonate, 8 g Carboxy methyl cellulose, and 2 g soybean extract mixed with B. subtillis 
NS–02 (1015 cfu/ml) at a ratio 50 ml: 50 g of biological product.

a, b, c  Mean values within the same columns followed by the different superscript letters are significantly 
different according to the Duncan’s new multiple range test (P < 0.01)

ประสทิธิภาพของชวีภณัฑ์แบคทเีรยีในการยบัยัง้เช้ือ
ราสาเหตุโรค
 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์
แบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtillis NS–03 ในการยับยั้ง
การเจริญของเชื้อรา C. oryzae หลังจากการบ่มไว้บน
จานอาหารเลี้ยงเชื้อ เป็นเวลา 7 วัน พบว่า ชีวภัณฑ์

แบคทีเรีย B. subtillis NS–03 สูตร 1 สามารถยับยั้ง
การเจริญของเชื้อรา C. oryzae สูงสุดที่ 51.20% รอง
ลงมาคือ ชีวภัณฑ์แบคทีเรีย B. subtillis NS–03 สูตร 
2 และ สูตร 3 ซ่ึงมีการยับยั้ง เท่ากับ 47.78 และ 
44.63% ตามลำาดบั แตกต่างกนัอย่างมนียัสำาคญัยิง่ทาง
สถติ ิ(Table 2) ทัง้นีเ้นือ่งจากชวีภณัฑ์สตูร 1 มจีำานวน
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แบคทเีรยี B. subtillis NS–03 มากกว่าสตูร 2 และสตูร 
3 สอดคล้องกับการทดลองของ Poralokanon et al. 
(2018) ทีพ่บว่า ชีวภณัฑ์ (สูตร 3) ทีม่จีำานวนแบคทเีรีย 
Bacillus subtillis TU-Orga 13 มากกว่าสามารถยบัยัง้
และควบคมุเชือ้สาเหตโุรคได้สงูกว่าสตูรอืน่ ๆ  กลไกใน
การยับยั้งการเจริญเติบโตเส้นใยของเชื้อราสาเหตุโรค

ด้วยเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. เกิดจาก 
การสร้างเอนไซม์และสารปฏิชีวนะ (Antibiotics) ซ่ึง 
Nagy et al. (2012) รายงานว่า Bacillus spp. 
สามารถสร้างสารปฏิชีวนะหลายชนิด ได้แก่ Iturin A, 
Bacilomycin, Mycosubtilin Fungistatin และ 
Subsporin เป็นต้น

Table 2  Efficacy of Bacillus subtillis NS–03 biological products to inhibit the growth of Cercospora oryzae

Treatments Inhibition of C. oryzae (%)1

Formula 1 
Formula 2 
Formula 3 
Control (Sterile distilled water)

51.20a

47.78ab

44.63b

  0.00c

F–test
CV (%)

  *
21.78

1   Inhibition (%) = (A – B)/A ×100, when A is the mycelial growth of C. oryzae in a control treatment 
and B is the mycelial growth of C. oryzae in the testing treatments

a,b,c Mean values within the same columns followed by the different superscript letters are significantly 
different according to the Duncan’s new multiple range test (P < 0.05)

ประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์แบคทีเรียในการควบคุม
โรคในโรงเรือนปลูกพืช

การทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑ ์
แบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtillis NS–03 ในการควบคุม
โรคใบขีดสีนำ้าตาลของข้าวที่เกิดจากเชื้อรา C. oryzae 
ในสภาพโรงเรือน พบว่า หลังการพ่นชีวภัณฑ์ครั้งที่ 2 
เป็นเวลา 14 วนั พบว่า ชวีภณัฑ์แบคทเีรยี B. subtillis 
NS–03 สามารถควบคุมการเกิดโรคใบขีดสีนำ้าตาลได้ 
41.87–69.33% เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
และมีความรุนแรงของโรคใบขีดสีนำ้าตาลในช่วง 
21.53–40.81% ในขณะท่ีกรรมวิธีที่ ใช ้สารเคมี 
คาร์เบนดาซิม สามารถควบคุมโรคใบขีดสีนำ้าตาลได้ที่ 

75.64% แตกต่างกันอย่างมีนัยสำาคัญทางสถิติ (Table 
3) ซึ่งมีรายงานว่า ผงเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp.  
(รูปแบบผงทัลคัมของ Bacillus firmus E65) สามารถ
ลดความรุนแรงโรคไหม้ (Blast disease) และกาบใบ
แห้ง (Sheath blight) ของข้าวในโรงเรือนปลูกพืช 
(Suryadi et al., 2013) ส่วน Dhitikiattipong et al. 
(2011) พบว่า แบคทีเรีย Bacillus spp. สามารถ
ควบคมุโรคเมลด็ด่างของข้าวได้ นอกจากนี ้Srimai and 
Akarapisarn (2014) ยังพบว่า แบคทีเรีย B. subtilis 
สามารถควบคมโุรคพืชท่ีเกิดจากราในกลุม่ Cercospora 
spp. ได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยมีกลไกในการสร้าง
สารปฏิชีวนะไปทำาลายเส้นใยและสปอร์ของเชื้อรา 
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Table 3  Efficacy of Bacillus subtillis NS–03 biological products to control narrow brown spot disease 
caused by Cercospora oryzae

Treatments Severity index1 Disease control (%)2

Formula 1 (1 g/100 mL)
Formula 2 (1 g/100 mL)
Formula 3 (1 g/100 mL)
Carbendazim 50%WP (1.5 g/L)
Sterile distilled water (Control)

F–test
CV (%)

21.53de

30.69c

40.81b

17.10e

70.21a

*
28.11

69.33b

56.29c

41.87d

75.64a

 0.00e

*
31.02

1  Severity index of narrow brown-spot disease on the rice plants was defined as the percentage of 
diseased leaf area, where 0: plants did not show any symptoms, 1: 1–10%, 2: 11–20%, 3: 21–30%, 
4: 31–40%, 5: 41–50%, 6: 51–60%, 7: 61–70%, 8: 71–80%, 9: 81–90% and 10: 91–100%

2   Disease control = (A – B)/A × 100, when A is the severity index in a control treatment and B is the 
severity index in the testing treatments

a, b, c, d, e  Mean values within the same columns followed by the different superscript letters are significantly 
different according to the Duncan’s new multiple range test (P < 0.05)

ปริมาณและการครอบครองใบข้าวของแบคทีเรีย
จากการตรวจนับจำานวนประชากรของ

แบคทีเรียบนใบข้าวพบแบคทีเรีย Bacillus spp. อยู่
ในช่วง 2.9 × 104 ถึง 3.2 × 105 cfu/g ในกรรมวิธี
ที่ทำาการฉีดพ่นชีวภัณฑ์แบคทีเรีย B. subtillis NS–03 
ในขณะที่กรรมวิธีการพ่นสารเคมีคาร์เบนดาซิมไม่พบ
แบคทีเรีย Bacillus spp. นอกจากนี้ พบการครอบ
ครองใบข้าวของแบคทีเรีย Bacillus spp. อยู่ในช่วง 
62.30–89.26% (Table 4) ซึ่งมีความเป็นไปได้สูงว่ามี
แบคทีเรีย B. subtillis NS–03 อยู่ด้วย เน่ืองจาก
ปริมาณแบคทีเรีย Bacillus spp. และการเจริญครอบ
ครองใบข้าวทุกกรรมวิธีมีค่าสูงกว่ากรรมวิธีควบคุม 
(control) อย่างชดัเจน นอกจากนี ้ควรมกีารศกึษาเพิม่

เตมิเก่ียวกบัความมชีวีติอยูร่อดของ B. subtillis NS-03 
บนใบข้าว โดยการใช้เทคนิคด้านโมเลกุลหรือการใช้
แบคทเีรยี B. subtillis NS-03 สายพันธุท์ีต้่านทานสาร
ปฏชิวีนะ ตามเทคนคิวิธกีารของ Chamswarng et al. 
(2017) ที่พบแบคทีเรีย B. siamensis RRK1–Rif มี
ชีวติอยูร่อดบนใบข้าว 63.33–93.33% หลงัพ่นชีวภัณฑ์
บนต้นข้าว 24 ช่ัวโมง ส่วน Wiwattanapatapee  
et al. (2007) รายงานการตรวจพบแบคทีเรีย  
B. megaterium ในปริมาณ 106 cfu/g บนใบข้าวหลัง
พ่นชีวภัณฑ์ เป็นเวลา 7 วัน ซ่ึงแสดงให้เห็นว่า 
แบคทีเรีย Bacillus spp. สามารถปรับตัวให้เข้ากับ
สภาพแวดล้อมที่มีความแปรผันสูงบนส่วนที่อยู่เหนือ
ดินของพืชได้ (Demoz and Korsten, 2006)
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Table 4 Populations of Bacillus spp. on rice leaf and rice leaf colonization at 14 days after second 
spraying under greenhouse conditions

Treatments Bacillus spp. population (cfu/g)1 Rice leaf colonization (%)2

Formula 1 (1 g/100 mL)
Formula 2 (1 g/100 mL)
Formula 3 (1 g/100 mL)
Carbendazim 50%WP (1.5 g/L)
Sterile distilled water (Control)

3.2 × 105a

1.3 × 105ab

2.9 × 104b

0.0 × 100d

1.1 × 101c

89.26a

71.54ab

62.30b

0.00d

7.15c

F–test
CV (%)

*
29.51

*
34.22

1 Population of Bacillus spp. on rice leaf when assay by dilution spread plate technique using nutrient 
glucose agar 

2 Rice leaf colonization was defined as the percentage of rice leaf piece that found Bacillus spp. 
colonies from measuring colony on nutrient glucose agar  

a,b,c,d Mean values within the same columns followed by the different superscript letters are significantly 
different according to the Duncan’s new multiple range test (P < 0.05)

สรุป

ชวีภัณฑ์แบคทเีรียปฏปัิกษ์ Bacillus subtillis 
NS–03 ที่มีสัดส่วนของผงถ่านชีวภาพเพิ่มขึ้นทำาให้
แบคทีเรีย B. subtillis NS–03 มีชีวิตรอดเพิ่มขึ้นหลัง
การเกบ็รกัษาทีอ่ณุหภูมห้ิองเป็นเวลา 12 เดอืน ชวีภณัฑ์
สูตรที่ 1 ซ่ึงมีส่วนผสมของผงถ่านชีวภาพสูง (60%) 
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Cercospora 
oryzae สาเหตุโรคใบขีดสีนำ้าตาลของข้าวพันธุ ์
ปทุมธานี 1 ได้สูงสุด การใช้สารเคมีคาร์เบนดาซิม 
มีประสิทธิภาพควบคุมโรคใบขีดสีนำ้าตาลของข้าวได้
สูงสุด รองลงมาคือ ชีวภัณฑ์สูตร 1 และสูตร 2  
นอกจากน้ี ตรวจพบแบคทเีรยี Bacillus spp. สามารถ
มีชีวิตรอดและเจริญครอบครองใบข้าวได้หลังการพ่น
ชีวภัณฑ์ 14 วัน
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