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บทคััดย่่อ 
Trichoderma spp. เป็็นสาเหตุุของโรคราเขียีวในเห็ด็นางฟ้้าภูฐูาน การควบคุมุโรคด้ว้ยแบคทีเีรียีปฏิปัิักษ์์เป็็นการควบคุมุโดย

ชีวีวิธิีทีี่่�ปลอดภัยัต่่อมนุุษย์แ์ละเป็็นมิติรต่่อสิ่่�งแวดล้อ้ม งานวิจิัยันี้้�มีวีัตัถุุประสงค์เ์พื่่�อคัดัแยกแบคทีเีรียีปฏิปัิักษ์์ที่่�ยับัยั้้ �งการเจริญิ

ของ Trichoderma spp. และทดสอบประสิทิธิภิาพของแบคทีเีรียีปฏิปัิักษ์์ในการควบคุมุโรคราเขียีวระดับัโรงเรืือน โดยสามารถ

แยก Trichoderma spp. จากก้อ้นเชื้้�อเห็ด็ที่่�เป็็นโรคได้ ้3 ไอโซเลต เมื่่�อจำำ�แนกชนิดโดยการวิเิคราะห์ล์ำำ�ดับั นิิวคลีโีอไทด์บ์ริเิวณ 

ITS พบว่า่คืือ Trichoderma atroviride BM1.2, Trichoderma longibrachiatum GM3 และ Trichoderma longibrachiatum GM4 

ทำำ�การแยกแบคทีเีรียี Bacillus spp. จากก้อ้นเชื้้�อเห็ด็ได้ ้ 20 ไอโซเลต จากนั้้ �นทดสอบการยับัยั้้ �งการเจริญิของ Trichoderma 

spp. ด้ว้ยวิธิี ี dual culture พบว่า่ Bacillus sp. S3.1 ยับัยั้้ �งการเจริญิของ Trichoderma atroviride BM1.2, Trichoderma 

longibrachiatum GM3 และ Trichoderma longibrachiatum GM4 ได้สู้งูที่่�สุดุเท่า่กับัร้อ้ยละ 63.01, 55.99 และ 53.96 ตามลำำ�ดับั 

Bacillus sp. S3.1 สามารถสร้า้งสารระเหยที่่�สามารถยับัยั้้ �งการเจริญิและการสร้า้งสปอร์ข์องเชื้้�อราได้ ้เมื่่�อจำำ�แนกชนิดโดยวิเิคราะห์์

ลำำ�ดับันิิวคลีโีอไทด์ ์16s rDNA พบว่า่คืือ Bacillus tequilensis จากนั้้ �นทดสอบประสิทิธิภิาพการควบคุมุเชื้้�อราบนก้อ้นเชื้้�อเห็ด็ใน

ระยะบ่ม่เส้น้ใยและระยะเปิิดดอกในโรงเรืือน พบว่า่ชุดุการทดลองที่่�มี ีBacillus tequilensis S3.1 ร่ว่มกับั Trichoderma sp. มีคี่า่

ดัชันีการเกิดิโรคต่ำำ��กว่า่ในชุดุการทดลองที่่�มีเีชื้้�อราเพียีงอย่า่งเดียีวอย่า่งมีนีัยัสำำ�คัญัทางสถิติิ ิ และให้ผ้ลผลิติไม่แ่ตกต่่างจากชุดุ

ควบคุมุที่่�ไม่เ่ป็็นโรค จากผลการทดสอบทั้้ �งหมดแสดงให้เ้ห็น็ว่า่ Bacillus tequilensis S3.1 สามารถควบคุมุโรคราเขียีวและลด

การสูญูเสียีผลผลิติ สามารถพัฒันาเป็็นชีวีภัณัฑ์ส์ำำ�หรับัควบคุมุโรคราเขียีวในเห็ด็นางฟ้้าภูฐูานต่่อไป

คำำ�สำำ�คัญั: แบคทีเีรียีปฏิปัิักษ์์, การควบคุมุโดยชีวีวิธิี,ี โรคราเขียีว, เห็ด็นางฟ้้าภูฐูาน

Abstract 
Trichoderma spp. are important causative agents of green mold disease in the production of phoenix oyster mushroom. 

Disease control using antagonistic bacteria is one of the biological control methods that is safe for humans and 

environmentally friendly. This research aimed to screen antagonistic bacteria against Trichoderma spp. and investigate 

the efficiency of these bacteria in controlling Trichoderma spp. in the greenhouse. The three fungal isolates were 

isolated from infected cultivating bag samples. Based on morphological characteristics and sequence analysis of the 

ITS region, the results showed that they were identified as Trichoderma atroviride BM1.2, Trichoderma longibrachiatum 

GM3, and Trichoderma longibrachiatum GM4. Twenty isolates of Bacillus spp. were isolated and screened for their 

ability to control the pathogenic fungi. In dual culture testing, Bacillus sp. S3.1 exhibited the highest efficacy to inhibit 

the growth of Trichoderma atroviride BM1.2, Trichoderma longibrachiatum GM3, and Trichoderma longibrachiatum 
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GM4 by 63.01%, 55.99%, and 53.96, respectively. The volatile organic compounds (VOCs) production analysis of 

Bacillus sp. S3.1 showed the inhibition of the growth and sporulation of the tested fungi. Based on 16S rDNA gene 

analysis, isolate S3.1 was identified as Bacillus tequilensis. In vivo experiments, the spawning and cropping stages, 

all antagonist treatments reduced the disease incidence compared to the single pathogen treatments. In addition, the 

mushroom yields of antagonist treatments were not significantly different from those of uninfected treatments. This 

antagonist isolate could reduce the incidence of green mold disease and decrease the loss of fresh mushroom 

production. This study suggests Bacillus tequilensis S3.1 is a promising biocontrol agent and could be developed as 

a biological fungicide for oyster mushroom production.

Keywords: Antagonistic bacteria, Biological control, Green mold disease, Phoenix oyster mushroom 

โดยชีีววิิธีีถืือ เป็็นวิิธีีที่่�ปลอดภััยต่่อมนุุษย์์และสิ่่�งแวดล้้อม 

เมื่่�อเปรียีบเทียีบกับัการใช้ส้ารเคมีคีวบคุมุโรคในเห็ด็ โดยเฉพาะ 

จุุลิ ินทรียี์ป์ฏิปัิักษ์์มีกีลไกการควบคุุมเชื้้�อรา ได้แ้ก่่ การสร้า้ง

สารปฏิชิีวีนะ การแก่ง่แย่ง่อาหาร พื้้�นที่่�อาศัยั และกระบวนการ

เป็็นปรสิติ โดยแบคทีเีรียีปฏิปัิักษ์์ที่่�ผลิติในทางการค้้าเป็็น

แบคทีเีรียีในสกุุล Bacillus และ Pseudomonas (Stanojevic 

et al., 2016) Bacillus spp. เป็็นแบคทีเีรียีที่่�มีคีวามสามารถ

แข่ง่ขันักับัจุลุินิทรียี์อ์ื่่�นได้สู้งู สามารถผลิติสารเมแทบอไลต์ไ์ด้้

หลายชนิด เช่น่ สารปฏิชิีวีนะ แบคเทอริโิอซินิ สารประกอบ

อินิทรียี์ร์ะเหย (volatile organic com pounds: VOCs) เอนไซม์์

ย่อ่ยสลายผนังัเซลล์ ์(chitinase, galactanase, isoamylase) 

ไซเดอร์โ์รฟอร์ ์(siderophores) และสารประเภท lipopeptide 

เป็็นต้น้ (Calvo et al., 2020) โดยเฉพาะสารประเภท lipopeptide 

เช่น่ iturin, fengycin และ surfactin เป็็นต้น้ สามารถต่่อต้า้น

เชื้้�อราก่อ่โรคพืืชหลายชนิด เช่น่ Rhizoctonia solani, Pythium 

ultimum, Botrytis cinerea, Podosphaera fusca, Fusarium 

graminearum (Li et al., 2016) ทำำ�ให้้ Bacillus spp. 

มีีศักัยภาพในการควบคุุมโรคพืืชจากเชื้้�อราได้้ดีี ปััจจุุบันั 

Bacillus spp. เป็็นจุลุินิทรียี์ท์ี่่�ได้ร้ับัความนิิยมในการผลิติเป็็น

ชีีวภัณัฑ์์ทางการค้้า เน่ื่�องจากสามารถสร้้างเอนโดสปอร์ ์

(endospore) ที่่�ช่่วยให้้มีชีีวีิติรอดในระบบนิิเวศและสภาพ

แวดล้อ้มที่่�ไม่เ่หมาะสมได้ ้จึงึทำำ�ให้ช้ีวีภัณัฑ์จ์าก Bacillus spp. 

มีอีายุุการเก็็บรักัษาที่่�ยาวนาน นอกจากนี้้� Bacillus spp.  

หลายสายพันัธุ์์�ยังัคงปลอดภัยัต่่อสิ่่�งแวดล้อ้ม ไม่เ่ป็็นอันัตราย

ต่่อสุุขภาพของมนุุษย์์ และโดยทั่่ �วไปได้้รับัการยอมรับัว่่า

ปลอดภัยั (GRAS) (Potocnik et al., 2019) มีรีายงานการ

ศึกึษา Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis 

และ Bacillus subtilis ในการควบคุมุเชื้้�อร า Trichoderma spp. 

ในเห็ด็ตระกูลูนางรมและเห็ด็กระดุมุ (Mwangi et al., 2017; 

Roberti et al., 2019; Stanojevic et al., 2016) การใช้เ้ซลล์์

แขวนลอยของผงเชื้้�อแบคทีเีรียี Bacillus sp. PB6 พ่น่ในก้อ้น

วัสัดุเุพาะเห็ด็นางฟ้้าภูฐูานสามารถลดการเกิดิโรคราดำำ�ได้ร้้อ้ย

บทนำ
เห็ด็นางฟ้้าภูฐูาน (phoenix oyster mushroom; Pleurotus 

pulmonarius) เป็็นเห็็ดเศรษฐกิิจที่่�สามารถเพาะได้้ง่่าย  

มีอีายุุการพักัเชื้้�อสั้้ �นและให้้ผลผลิิตที่่�ดีีในสภาพอากาศใน

ประเทศไทยได้ต้ลอดทั้้ �งปีี การเพาะเห็ด็นางฟ้้าภููฐานนิิยม

เพาะในถุุงพลาสติิกและวางในโรงเรืือน ปััญหาสำำ�คัญัของ 

การเพาะเห็ด็ในถุุงพลาสติกิคืือ เชื้้�อราที่่�ทำำ�ลายก้อ้นเชื้้�อเห็ด็ 

โดยเฉพาะโรคราเขียีวที่่�มีสีาเหตุุจาก Trichoderma spp. ซึ่่�ง

เส้น้ใยของเชื้้�อราชนิดนี้้�สามารถเจริญิแข่ง่ขันักับัเส้น้ใยของเห็ด็ 

ส่่งผลให้้ผลผลิิตดอกเห็็ดลดลงร้้อยละ 30-50 (Kumar & 

Sarathi, 2017) สายพันัธุ์์�ของ Trichoderma spp. ที่่�พบว่า่ 

ปนเปื้้� อนในก้้อนเชื้้�อเห็็ด เช่่น Trichoderma atroviride, 

Trichoderma harzianum, Trichoderma pleurotum และ 

Trichoderma pleuroticola เป็็นต้น้ (Cao et al., 2024; Qiu  

et al., 2017) โดยในช่ว่งแรก Trichoderma spp. สร้า้งเส้น้ใย

สีขีาวอัดัแน่่นที่่�มีลีักัษณะเหมืือนกับัเส้น้ใยของเห็ด็ ทำำ�ให้แ้ยก

ออกจากเส้น้ใยเห็ด็ได้ย้าก จากนั้้ �นจะสร้า้งปอร์ส์ีเีขียีวจำำ�นวน

มากเกิดิเป็็นบริเิวณสีเีขียีว เชื้้�อราจะเข้า้ทำำ�ลายวัสัดุเุพาะเห็ด็

อย่า่งรวดเร็ว็ สร้า้งเอนไซม์ย์่อ่ยสลายเส้น้ใยเห็ด็ ทำำ�ให้เ้ห็ด็ไม่่

สามารถออกดอกได้ ้และทำำ�ให้เ้กิดิจุดุสีนี้ำำ��ตาลบนดอกเห็ด็อีกี

ด้ว้ย (Shah et al., 2013; Sasic Zoric et al., 2023) การกำำ�จัดั

ก้อ้นเห็ด็ที่่�เป็็นโรคและการทำำ�ความสะอาดโรงเรืือนเป็็นวิธิีกีาร

ป้้องกันัและกำำ�จัดัโรคเชื้้�อราเขียีวที่่�ยังัไม่ม่ีปีระสิทิธิภิาพมากนักั 

สารเคมีทีี่่�ใช้ใ้นการป้้องกันัและกำำ�จัดัโรค เช่่น thiophanate-

methyl, carbendazim, prochloraz, hexaconazole, 

metrafenone และ tebuconazole เป็็นต้น้ (Zeng et al., 2022) 

ซึ่่�งการใช้ส้ารเคมีกีำำ�จัดัเชื้้�อราเป็็นวิธิีทีี่่�มีปีระสิทิธิภิาพ แต่่หาก

ใช้ใ้นความเข้ม้ข้น้สูงู จะส่ง่ผลต่่อการเจริญิของเส้น้ใยและการ

พัฒันาเป็็นดอกเห็ด็ (Potocnik et al., 2019)

ในปััจจุบุันัมีกีารศึกึษาการควบคุมุโรคในเห็ด็เศรษฐกิจิ 

โดยชีวีวิธิี ี(biological control) เช่น่ สารสกัดัจากพืืช จุลุินิทรียี์์

ปฏิปัิักษ์ห์รืือสารเมแทบอไลต์จ์ากจุลุินิทรียี์ ์เป็็นต้น้ การควบคุมุ 
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ละ 76.83 (Yenjit & Intana, 2016) ดังันั้้ �นงานวิิจัยันี้้�มีี

วัตัถุุประสงค์เ์พื่่�อแยกเชื้้�อรา Trichoderma spp. สาเหตุุของ

ของโรคราเขีียวจากก้้อนเชื้้�อเห็็ดนางฟ้้าภููฐาน คััดแยก 

Bacillus spp. ที่่�สามารถยับัยั้้ �งการเจริญิของ Trichoderma 

spp. และศึกึษาประสิทิธิภิาพของ Bacillus spp. สายพันัธุ์์�

ปฏิปัิักษ์์ในการควบคุุมโรคราเขียีวของเห็ด็นางฟ้้าภููฐานใน

ระดับัโรงเรืือน 

การทดลอง
การแยกเช้ื้�อราเขีียวจากก้้อนเช้ื้�อเห็ด็นางฟ้้าภูฐูาน

เก็บ็ตัวัอย่่างก้อ้นเชื้้�อเห็ด็นางฟ้้าภููฐานที่่�เป็็นโรครา

เขียีวจากโรงเพาะเห็ด็กลุ่่�มวิสิาหกิจิชุมุชนเกษตรพร้อ้มใจบ้า้น

โพธ์พ์ร้อ้มจิติ ตำำ�บลธารเกษม อำำ�เภอพระพุทุธบาท จังัหวัดั

สระบุรุี ีทำำ�การแยกเชื้้�อราโดยวิธิี ีdilution pour plate บนอาหาร

เลี้้�ยงเชื้้�อ Potato dextrose agar (PDA) (HiMedia, India) บ่ม่

ที่่�อุุณหภูมูิ ิ30 องศาเซลเซียีส เป็็นเวลา 5-7 วันั คัดัแยกเชื้้�อ

ราโคโลนีีสีเีขียีวมาทำำ�เชื้้�อบริสิุุทธิ์์ �บนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ PDA 

ตรวจสอบลักัษณะทางสัณัฐานวิทิยาของเส้น้ใยและสปอร์ภ์าย

ใต้ก้ล้อ้งจุลุทรรศน์ นำำ�ตัวัอย่า่งเชื้้�อราที่่�แยกได้ส้่ง่ไปวิเิคราะห์์

ลำำ�ดับันิิวคลีโีอไทด์ท์ี่่�บริษิัทั Macrogen Inc. ประเทศเกาหลี ี

โดยใช้ ้primer ITS4 และ ITS5 จากนั้้ �นนำำ�ลำำ�ดับันิิวคลีโีอไทด์์

ที่่�ได้ไ้ปเปรียีบทียีบความเหมืือนกับัฐานข้อ้มูลู GenBank บน

เว็บ็ไซต์ ์The National Center for Biotechnology Information 

(NCBI) ด้ว้ยโปรแกรม BLAST และสร้า้ง Phylogenetic tree 

ด้้วยโปรแกรม MEGA11 โดยวิธิี ี Neighbor-joining และ 

Bootstrap จำำ�นวน 1,000 ซ้ำำ��

การแยก Bacillus spp. จากก้้อนเช้ื้�อเห็ด็

แยก Bacillus spp. จากก้อ้นเชื้้�อเห็ด็นางฟ้้าภูฐูาน

ด้ว้ยวิธิี ีdilution pour plate โดยนำำ�วัสัดุเุพาะในก้อ้นเชื้้�อเห็ด็ 

10 กรัมั เจืือจางในสารละลาย NaCl เข้ม้ข้น้ร้อ้ยละ 0.85 

ปริมิาตร 90 มิลิลิิลิิตร จากนั้้ �นนำำ�ไปแช่่ในอ่่างน้ำำ��ควบคุุม

อุุณหภูมูิทิี่่� 80 องศาเซลเซียีส เป็็นเวลา 5 นาที ีทำำ�เจืือจางแบบ 

serial dilution และเพาะเลี้้�ยงด้ว้ยอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ Nutrient 

agar (NA) (HiMedia, India) บ่ม่ที่่�อุุณหภูมูิ ิ37 องศาเซลเซียีส 

เป็็นเวลา 48 ชั่่ �วโมง เลืือกโคโลนีีแบคทีเีรียีมาทำำ�เชื้้�อบริสิุทุธิ์์ �

บนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ NA ศึกึษาลักัษณะทางสัณัฐานวิทิยาใต้้

กล้อ้งจุุลทรรศน์ด้ว้ยการย้อ้มแกรม ศึกึษาการสร้า้งเอนโดส

ปอร์ ์ โดยการย้อ้มด้ว้ย malachite green ทดสอบการสร้า้ง

เอนไซม์ค์ะตะเลส (catalase) ด้ว้ยไฮโดรเจนเพอร์อ์อกไซด์ ์

(H
2
O

2
) ความเข้ม้ข้น้ร้อ้ยละ 3 

ศึกึษาการจัดัจำำ�แนกชนิดของ Bacillus spp. ที่่�แยก

ได้โ้ดยส่ง่ไปวิเิคราะห์ล์ำำ�ดับันิิวคลีโีอไทด์ท์ี่่�บริษิัทั Macrogen 

Inc. ประเทศเกาหลี ีโดยใช้ ้primer 27F และ 1492R จากนั้้ �น

นำำ�ลำำ�ดับันิิวคลีโีอไทด์ท์ี่่�ได้ไ้ปเปรียีบทียีบความเหมืือนกับัฐาน

ข้อ้ม�ล GenBank บนเว็บ็ไซต์ ์NCBI ด้ว้ยโปรแกรม BLAST 

และสร้า้ง Phylogenetic tree โดยใช้โ้ปรแกรม MEGA11 โดย

วิธิี ีNeighbor-joining และ Bootstrap จำำ�นวน 1,000 ซ้ำำ��

การทดสอบประสิิทธิิภาพของ Bacillus spp. ในการยับัยั้้ �ง

เช้ื้�อราเขีียวในระดับัห้้องปฏิิบัติัิการ

	 การทดสอบการยับัยั้้ �งเชื้้�อราด้ว้ยวิธิี ี dual culture 

โดยนำำ�โคโลนีีของ Bacillus spp. มาขีดีเป็็นเส้น้ตรงบนอาหาร

เลี้้�ยงเชื้้�อ PDA โดยมีรีะยะห่่างจากขอบจานเพาะเชื้้�อ 2.5 

เซนติเิมตร บ่่มที่่�อุุณหภูมูิ ิ 37 องศาเซลเซียีส เป็็นเวลา 24 

ชั่่ �วโมง หลังัจากนั้้ �นตัดัปลายเส้น้ใยเชื้้�อราอายุ ุ7 วันัด้ว้ย cork-

borer ขนาดเส้น้ผ่า่นศูนูย์ก์ลาง 5 มิลิลิเิมตร วางบนอาหาร

เลี้้�ยงเชื้้�อ PDA ในแนวตรงข้า้มกับัแบคทีเีรียี โดยมีรีะยะห่า่ง

จากขอบจานเลี้้�ยงเชื้้�อ 2.5 เซนติเิมตร บ่ม่ที่่�อุุณหภูมูิ ิ30 องศา

เซลเซียีส เป็็นเวลา 7 วันั ในขณะที่่�ชุดุควบคุมุมีเีชื้้�อราเพียีง

อย่า่งเดียีว ทำำ�การทดลองจำำ�นวน 3 ซ้ำำ�� วัดัขนาดของรัศัมีโีค

โลนีีเชื้้�อราและคำำ�นวณร้อ้ยละการยับัยั้้ �งการเจริญิ (percent 

inhibition of radial growth: PIRG) จากสูตูร R1 – R2/R1 x 

100 เมื่่�อ R1 = รัศัมีขีองเชื้้�อราในชุดุควบคุมุ และ R2 = รัศัมีี

ของเชื้้�อราที่่�เพาะเลี้้�ยงร่ว่มกับั Bacillus spp.

การทดสอบการสร้้างสารประกอบอิินทรีีย์ร์ะเหย

เตรียีมเซลล์แ์ขวนลอยของ Bacillus spp. โดยเพาะ

เลี้้�ยงในอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ Nutrient Broth (HiMedia, India) บ่ม่

ที่่�อุุณหภูมูิหิ้อ้งบนเครื่่�องเขย่า่ความเร็ว็ 180 รอบต่อ่นาที ี(rpm) 

เป็็นเวลา 48 ชั่่ �วโมง จากนั้้ �นปั่่ �นเหวี่่�ยงที่่�ความเร็ว็ 8,000 รอบ

ต่่อนาที ีเป็็นเวลา 15 นาที ีแยกส่ว่นตะกอนเซลล์ไ์ปละลายใน

สารละลาย NaCl เข้ม้ข้น้ร้อ้ยละ 0.85 และปรับัให้ม้ีคีวามเข้ม้

ข้น้ 1 x 108 เซลล์ต์่่อมิลิลิลิิติร 

ทดสอบการสร้า้งสารประกอบอินิทรียี์ร์ะเหยโดยวิธิี ี

double petri-dish assay (Calvo et al., 2020) โดยปิิเปตเซลล์์

แขวนลอยของ Bacillus spp. 20 ไมโครลิติร เกลี่่�ยบนอาหาร

เลี้้�ยงเชื้้�อ NA บ่ม่ที่่�อุุณหภูมูิ ิ37 องศาเซลเซียีส เป็็นเวลา 24 

ชั่่ �วโมง ตัดัปลายเส้น้ใยเชื้้�อราอายุ ุ7 วันัด้ว้ย cork-borer ขนาด

เส้น้ผ่า่นศูนูย์ก์ลาง 5 มิลิลิเิมตร วางบนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ PDA 

อีกีจานหนึ่่�ง จากนั้้ �นนำำ�จานเลี้้�ยงเชื้้�อ Bacillus spp. และเชื้้�อ

รามาประกบกันัแล้ว้พันัด้ว้ยพาราฟิิล์ม์ให้แ้น่่น ทำำ�การทดลอง

จำำ�นวน 3 ซ้ำำ�� บ่่มที่่�อุุณหภููมิ ิ 30 องศาเซลเซียีส เป็็นเวลา 
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7 วันั จากนั้้ �นวัดัขนาดเส้น้ผ่า่นศูนูย์ก์ลางของโคโลนีีเชื้้�อราใน

แต่่ละชุดุการทดสอบ เปรียีบเทียีบกับัชุดุควบคุมุ และคำำ�นวณ

หาค่า่ร้อ้ยละการยับัยั้้ �งการเจริญิของเชื้้�อราจากสูตูร จากสูตูร 

R1 – R2/R1 x 100 เมื่่�อ R1 = รัศัมีขีองเชื้้�อราในชุดุควบคุมุ 

และ R2 = รัศัมีขีองเชื้้�อราที่่�เพาะเลี้้�ยงร่ว่มกับั Bacillus spp.

การทดสอบปฏิิสัมัพันัธ์ข์อง Bacillus sp. ต่่อการเจริิญ

ของเส้้นใยเห็ด็ในก้้อนเช้ื้�อเห็ด็

	 นำำ�ก้อ้นเชื้้�อเห็ด็นางฟ้้าภููฐานที่่�ฆ่า่เชื้้�อแล้ว้มาหยอด

หัวัเชื้้�อเห็ด็ในเมล็ด็ข้า้วฟ่่างและบ่ม่ไว้เ้ป็็นเวลา 7 วันั จากนั้้ �น

เปิิดกระดาษที่่�ปิิดบริเิวณปากถุุงอออก เติมิเซลล์แ์ขวนลอย

ของ Bacillus spp. ปริมิาตร 5 มิลิลิลิิติรบริเิวณปากถุุงด้ว้ย 

ไซริงิ (syringe) ปราศจากเชื้้�อ บ่ม่ก้อ้นเชื้้�อที่่�อุุณหภูมูิหิ้อ้ง เป็็น

เวลา 30 วันั สังัเกตการเจริญิของเส้น้ใยเห็ด็ในก้อ้นเชื้้�อ

การทดสอบประสิิทธิิภาพของ Bacillus spp. ในการ

ควบคุมุโรคราเขีียวในระดับัโรงเรืือน

การเตรีียมก้้อนเชื้้�อเห็็ดนางฟ้้าภููฐานที่่�ใช้้ในการ

ทดสอบ โดยในงานวิิจัยันี้้�นำำ�ก้้อนเชื้้�อเห็็ดที่่�ผลิิตจากกลุ่่�ม

วิสิาหกิจิชุุมชนเกษตรพร้อ้มใจบ้า้นโพธ์พ์ร้อ้มจิติ ตำำ�บลธาร

เกษม อำำ�เภอพระพุุทธบาท จังัหวัดัสระบุุรี ี โดยมีสี่่วนผสม 

ได้แ้ก่่ ขี้้�เลื่่�อยไม้ย้างพารา 100 กิโิลกรัมั รำ��ข้า้ว 6 กิโิลกรัมั  

โดโลไมท์ ์2 กิโิลกรัมั แป้้งข้า้วเหนีียว 1 กิโิลกรัมั และยิปิซัมั 

2 กิโิลกรัมั นำำ�ส่ว่นผสมทั้้ �งหมดคลุุกเคล้า้ให้เ้ข้า้กันัในเครื่่�อง

ผสม เติมิน้ำำ��จนให้ม้ีคีวามชื้้�นประมาณร้อ้ยละ 60 (สังัเกตจาก

การใช้ม้ืือกำำ�ขี้้�เลื่่�อยขึ้้�นมาบีบีจนแห้ง้ โดยที่่�ขี้้�เลื่่�อยรวมกันัเป็็น

ก้อ้นแล้ว้แตกออก) จากนั้้ �นบรรจุใุนถุุงพลาสติกิน้ำำ��หนักั 900 

กรัมัต่่อถุุง เมื่่�ออัดัก้อ้นแน่่นดีแีล้ว้ ใส่ค่อขวดพลาสติกิ อุุดด้ว้ย

สำำ�ลี ี ปิิดด้ว้ยกระดาษ และรัดัยางให้แ้น่่น ทำำ�การฆ่า่เชื้้�อก้อ้น

วัสัดุุเพาะเห็ด็ในถังันึ่่�ง เป็็นเวลา 3-4 ชั่่ �วโมงหลังัน้ำำ��เดืือด  

ทิ้้�งให้ก้้อ้นวัสัดุเุพาะเย็น็ลง จากนั้้ �นเติมิหัวัเชื้้�อเห็ด็นางฟ้้าภูฐูาน

ในเมล็ด็ข้า้วฟ่่างลงในก้อ้นเชื้้�อ ปิิดปากถุุงด้ว้ยสำำ�ลีแีละกระดาษ 

และทำำ�การบ่ม่ก้อ้นวัสัดุเุพาะเห็ด็ต่่อไป 

การทดสอบประสิิทธิิภาพของ Bacillus spp. ในการ

ควบคุมุโรคราเขีียวในระยะบ่ม่เส้้นใย

	 หลังัจากหยอดหัวัเชื้้�อเห็ด็เมล็ด็ข้า้วฟ่่างลงในก้อ้น

เชื้้�อเห็ด็และบ่ม่ไว้เ้ป็็นเวลา 7 วันัแล้ว้ ใช้ไ้ซริงิขนาด 5 มิลิลิลิิติร 

เติมิสปอร์แ์ขวนลอ ยของเชื้้�อราเขียีว (1 x 105 สปอร์ต์่่อมิลิลิิ

ลิติร) ปริมิาตร 3 มิลิลิลิิติรลงบริเิวณปากถุุงก้อ้นเชื้้�อเห็ด็ จาก

นั้้ �นใช้ไ้ซริงิเติมิเซลล์แ์ขวนลอยของ Bacillus spp. 5 มิลิลิลิิติร

ลงในถุุง วางแผนการทดลองแบบสุ่่�มสมบููรณ์์ (Completely 

randomized design; CRD) ชุุดทดลอง (treatment) ละ 3  

ซ้ำำ�� ๆ ละ 10 ก้อ้น บ่ม่ก้อ้นเห็ด็ที่่�อุุณหภูมูิหิ้อ้งต่่ออีกี 21 วันั 

ประเมินิพื้้�นที่่�การเกิดิโรคโดยให้ค้ะแนน 0 ถึงึ 5 (Rassami et 

al., 2020) คะแนน 0 คืือ ไม่เ่กิดิโรค คะแนน 1 คืือ พื้้�นที่่�เกิดิ

โรคร้อ้ยละ 1-20 คะแนน 2 คืือ พื้้�นที่่�เกิดิโรคร้อ้ยละ 21-40 

คะแนน 3 คืือ พื้้�นที่่�เกิดิโรคร้อ้ยละ 41-60 คะแนน 4 คืือ พื้้�นที่่�

เกิดิโรคร้อ้ยละ 61-80 และคะแนน 5 คืือ พื้้�นที่่�เกิดิโรคร้อ้ยละ 

81-100 และคำำ�นวณหาร้อ้ยละดัชันีการเกิดิโรค (Disease 

Severity Index; % DSI) ในแต่่ละชุดุการทดลองโดยใช้สู้ตูร

ดังันี้้� (Tummarattanapong et al., 2021)

เมื่่�อ 	 Ni	คืื อ จำำ�นวนก้อ้นเชื้้�อเห็ด็ที่่�เกิดิโรคในแต่ล่ะระดับั

คะแนน 

Vi	คืื อ ระดับัคะแนนต่่าง ๆ (0, 1, 2, 3, 4, 5)

N 	คืื อ จำำ�นวนก้อ้นเชื้้�อทั้้ �งหมด

V 	คืื อ ระดับัคะแนนสูงูสุดุ

การทดสอบประสิิทธิิภาพของ Bacillus sp. ในการควบคุมุ

เช้ื้�อราเขีียวในระยะเปิิดดอก

หลังัการเติมิหัวัเชื้้�อเมล็ด็ข้า้วฟ่่างและบ่่มก้้อนเชื้้�อ

เห็ด็เป็็นเวลา 30 วันั เป็็นระยะเปิิดดอก ใช้ไ้ซริงิเติมิสปอร์์

แขวนลอยของเชื้้�อราเขียีว (1 x 105 สปอร์์ต่่อมิิลลิิลิิตร)  

3 มิลิลิลิิติรลงบริเิวณปากถุุง จากนั้้ �นเติมิเซลล์แ์ขวนลอยของ 

Bacillus spp. 5 มิลิลิลิิติร วางแผนการทดลองแบบ CRD ชุดุ

ทดลองละ 3 ซ้ำำ�� ๆ  ละ  10 ก้อ้น นำำ�ก้อ้นเห็ด็วางในโรงเรืือน ฉีดี

พ่่นละอองน้ำำ��ช่่วงเวลาเช้้าและเย็็น บันัทึึกน้ำำ��หนัักสดของ

ผลผลิติต่่อก้อ้นเชื้้�อเห็ด็ และการเกิดิโรคบนก้อ้นเชื้้�อเห็ด็หลังั

การเปิิดดอกวันัที่่� 30 และคำำ�นวณหาร้อ้ยละดัชันีการเกิดิโรค

การวิิเคราะห์ข้์้อมูลูทางสถิิติิ

นำำ�ค่่าเฉลี่่�ยแต่่ละการทดลองมาวิเิคราะห์ค์่่า ความ

แตกต่่างทางสถิติิดิ้ว้ยวิธิี ี Duncan’s multiple range test 

(DMRT) ที่่�ระดัับนััยสำำ�คััญ P<0.05 โดยใช้้ โปรแกรม 

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)

ผลการทดลอง
การแยกเช้ื้�อราเขีียวจากก้้อนเช้ื้�อเห็ด็นางฟ้้าภูฐูาน

ผลการนำำ�ตัวัอย่า่งก้อ้นเชื้้�อเห็ด็ที่่�เป็็นโรคราเขียีวมา

แยกเชื้้�อราโดยวิธิี ีdilution pour plate พบว่า่สามารถแยกเชื้้�อ

ราที่่�มีเีส้น้ใยสีขีาวและสร้า้งสปอร์ส์ีเีขียีวได้ ้3 ไอโซเลต ได้แ้ก่่ 
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BM1.2, GM3 และ GM4 โดยโคโลนีีของไอโซเลต BM2.1  

มีสีปอร์อ์ัดัแน่่นเป็็นเม็ด็มีสีีเีขียีวสลับักับัสีขีาวเป็็นวงซ้อ้นกันั 

ส่ว่นโคโลนีีของ GM3 และ GM4 กลุ่่�มของสปอร์อ์ัดัแน่่นจาก

บริเิวณกลางโคโลนีีมีสีีเีขียีวอ่อ่นถึงึสีเีขียีวเข้ม้ ผลการจำำ�แนก

ชนิดของเชื้้�อราด้ว้ยวิธิีกีารทางลักัษณะสัณัฐานวิทิยา พบว่่า

เส้น้ใยระยะแรกมีสีีขีาว มีลีักัษณะเรียีบและเปลี่่�ยนเป็็นสีเีขียีว

เมื่่�ออายุมุากขึ้้�น เส้น้ใยมีผีนังักั้้ �น โคนิิเดียี (conidia) มีรีูปูร่า่ง

ค่อ่นข้า้งกลม สีเีขียีวใส ไฟอะไลด์ ์ (phialides) แตกกิ่่�งก้า้น

คล้า้ยเขาสัตัว์ ์ ซึ่่�งเมื่่�อเปรียีบเทียีบโครงสร้า้งทางจุุลภาคกับั 

Barnett and Hunter (1972) สามารถบ่ง่ชี้้�ว่า่เชื้้�อราดังักล่า่ว

จัดัอยู่่�ในสกุุล Tricho derma เมื่่�อทำำ�การจัดัจำำ�แนกชนิิดของ 

เชื้้�อราโดยการนำำ�ลำำ�ดับันิิวคลีโีอไทด์บ์ริเิวณ internal transcribed 

spacer (ITS) ของเชื้้�อรา 3 ไอโซเลตไปเปรียีบเทียีบกับัฐาน

ข้อ้มูลู NCBI โดยโปรแกรม BLAST พบว่า่ไอโซเลต BM1.2 

มีคีวามคล้า้ยคลึงึกับั Trichoderma atroviride โดยมีคี่า่ร้อ้ยละ

ความเหมืือน (% similarity) เท่า่กับัร้อ้ยละ 100 ส่ว่น ไอโซเลต 

GM3 และ GM4 มีีความคล้้ายคลึึงกัับ  Trichoderma 

longibrachiatum โดยมีีค่่าร้้อยละความเหมืือนเท่่ากัับ 

ร้อ้ยละ 100.00 และ 99.50 ตามลำำ�ดับั เมื่่�อแสดงแผนภาพ 

Phylogenetic tree ด้ว้ยวิธิี ี Neighbor-joining (Figure 1)  

พบว่่าไอโซเลต BM1.2 สามารถระบุุได้เ้ป็็น Trichoderma 

atroviride และไอโซเลต GM3 และ GM4 สามารถระบุุได้เ้ป็็น 

Trichoderma longibrachiatum

การแยก Bacillus spp. จากก้้อนเช้ื้�อเห็ด็

จากการแยกแบคทีีเรียีจากตัวัอย่่างก้้อนเชื้้�อเห็็ด

นางฟ้้าภููฐานโดยวิธิี ี dilution pour plate สามารถคัดัแยก

แบคทีเีรียีแกรมบวก รููปร่่างท่่อน และสร้า้งเอนโด-สปอร์ใ์น

สภาวะที่่�มีอีากาศได้ท้ั้้ �งหมด 20 ไอโซเลต โดยเอนโดสปอร์ม์ีี

รููปร่่างกลมรี ี เมื่่�อทำำ�การทดสอบการสร้า้งเอนไซม์ค์ะตะเลส 

พบว่า่ทุกุไอโซเลตสามารถสร้า้งเอนไซม์ค์ะตะเลสได้ ้ ซึ่่�งจาก

คุณุสมบัตัิทิั้้ �งหมดดังักล่า่วแบคทีเีรียีที่่�แยกได้ท้ั้้ �งหมดจัดัอยู่่�ใน

สกุุล Bacillus (Al-Dhabaan, 2019; Holt et al., 1994) 

Figure 1 Neighbor-joining phylogenetic tree of Trichoderma isolate BM1.2, GM3 and GM4 based on ITS region 

sequence analysis.

จากนั้้ �นนำำ� Bacillus spp. ที่่�แยกได้ท้ั้้ �งหมดไปทดสอบ

การยับัยั้้ �งเชื้้�อรา Trichoderma atroviride BM1.2, Trichoderma 

longibrachiatum GM3 และ Trichoderma longibrachiatum 

GM4 โดยวิธิี ีdual culture บนอาหารเลี้้�ยงเชื้้�อ PDA ผลการ

ทดสอบพบว่า่มี ีBacillus spp. เพียีง 3 ไอโซเลต คืือ B1, S1.4 

และ S3.1 ที่่�พบบริเิวณใสยับัยั้้ �งการเจริญิระหว่า่งเชื้้�อราและ

แบคทีเีรียี ซึ่่�งแสดงถึงึความสามารถในการยับัยั้้ �งการเจริญิของ

เชื้้�อรา โดย Bacillus sp. S3.1 สามารถยับัยั้้ �งการเจริญิของ

เชื้้�อราทั้้ �ง 3 ชนิดได้สู้งูที่่�สุดุ โดยมีคีวามสามารถในการยับัยั้้ �ง

การเจริญิของ Trichoderma atroviride BM1.2 เท่า่กับัร้อ้ยละ 

63.01 และยับัยั้้ �ง Trichoderma longibrachiatum GM3 และ 

GM4 เท่า่กับัร้อ้ยละ 55.99 และ 53.96 ตามลำำ�ดับั (Figure 2 

และ Figure 3) ดังันั้้ �นงานวิจิัยันี้้�จึงึเลืือก Bacillus sp. S3.1 ไป

ทำำ�การทดลองในขั้้ �นตอนต่่อไป
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Figure 2 Dual culture assay of Bacillus sp. S3.1 

against: (a) Trichoderma longibrachiatum GM3; (b)

Trichoderma longibrachiatum GM4; (c) Trichoderma 

atroviride BM1.2 (right) in comparison to controls (left).

Figure 3 Antagonistic activities against  

Trichoderma longibrachiatum GM3 and GM4, 

Trichoderma atroviride BM1.2 of the Bacillus sp.  

isolate B1, S1.4 and S3.1.

การทดสอบการสร้้างสารประกอบอิินทรีีย์ร์ะเหย

จากการทดสอบการสร้า้งสารประกอบอินิทรียี์ร์ะเหย

ของ Bacillus sp. S3.1 ต่่อการยัับยั้้ �งการเจริิญของ 

Trichoderma atroviride BM1.2, T. longibrachiatum GM3 

และ Trichoderma longibrachiatum GM4 พบว่า่โคโลนีีของ

เชื้้�อรามีขีนาดเล็ก็กว่า่ชุดุควบคุมุ เส้น้ใยเจริญิบางและไม่ส่ร้า้ง

สปอร์ส์ีเีขียีว (Figure 4) โดย Bacillus sp. S3.1 สามารถยับัยั้้ �ง

การเจริญิของ Trichoderma atroviride BM1.2, Trichoderma 

longibrachiatum GM3 และ Trichoderma longibrachiatum 

GM4 เท่า่กับัร้อ้ยละ 33.62 ± 1.79, 13.56 ± 0.38 และ 11.62 

± 1.66 ตามลำำ�ดับั จากการทดสอบชี้้�ให้เ้ห็น็ว่า่ Bacillus sp. 

S3.1 สามารถสร้้างสารอินิทรียี์์ระเหยยับัยั้้ �งการเจริญิและ 

การสร้า้งสปอร์ข์องเชื้้�อราได้้

การจัดัจำำ�แนกชนิดของ Bacillus sp. S3.1

ผลการศึกึษาลักัษณะโคโลนีีของ Bacillus sp. S3.1 

พบว่า่โคโลนีีมีรีูปูร่า่งกลม ขอบเรียีบ แบนราบกับัอาหาร มีสีีี

ขาวขุ่่�นและผิวิหน้้าทึบึแสง จากการนำำ�ลำำ�ดับันิิวคลีโีอไทด์์

บริเิวณ 16S rDNA ของ Bacillus sp. S3.1 ไปเปรียีบเทียีบ

กับัฐานข้อ้มูลูออนไลน์์ NCBI โดยโปรแกรม BLAST Bacillus 

sp. S3.1 มีคี่า่ร้อ้ยละความเหมืือน (% similarity) มากกว่า่ร้อ้ย

ละ 99 กับั Bacillus หลายสายพันัธุ์์� เช่น่ B. subtilis ELBS012, 

Bacillus tequilensis TN147 และ Bacillus inaquosorum T1 

เป็็นต้น้ โดยค่า่ความเหมืือนเท่า่กับัร้อ้ยละ 99.80, 99.73 และ 

99.87 ตามลำำ�ดับั เมื่่�อพิจิารณาจาก Phylogenetic tree มีคีวาม

ใกล้เ้คียีงกับั Bacillus tequilensis TN147 (Figure 5)
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Figure 2 Dual culture assay of Bacillus sp. S3.1 
against: (a) T. longibrachiatum GM3; (b) T. 
longibrachiatum GM4; (c) T. atroviride BM1.2 
(right) in comparison to controls (left). 

 
Figure 3 Antagonistic activities against T. 
longibrachiatum GM3 and GM4, T. atroviride BM1.2 of 
the Bacillus sp. isolate B1, S1.4 and S3.1. 

 
การทดสอบการสร้างสารประกอบอินทรียร์ะเหย 

จากการทดสอบการสรา้งสารประกอบอนิทรยี์
ระเหยของ Bacillus sp. S3.1 ต่อการยบัยัง้การเจริญ
ของ  T. atroviride BM1.2, T. longibrachiatum GM3 
และ T. longibrachiatum GM4 พบว่าโคโลนีของเชื้อรา
มขีนาดเลก็กว่าชุดควบคุม เสน้ใยเจรญิบางและไม่สรา้ง
สป อ ร์ สี เขี ย ว  (Figure 4) โด ย  Bacillus sp. S3.1 
สามารถยับยัง้การเจรญิของ T. atroviride BM1.2, T. 
longibrachiatum GM3 และ T. longibrachiatum GM4 
เท่ ากับ ร้อ ย ล ะ  33.62 ± 1.79, 13.56 ± 0.38 แ ละ 
11.62 ± 1.66 ตามล าดบั จากการทดสอบชี้ให้เห็นว่า 
Bacillus sp. S3.1 สามารถสร้างสารอินทรีย์ระเหย
ยบัยัง้การเจรญิและการสรา้งสปอรข์องเชือ้ราได ้
 
การจดัจ าแนกชนิดของ Bacillus sp. S3.1 

ผลการศกึษาลกัษณะโคโลนีของ Bacillus sp. 
S3.1 พบว่าโคโลนีมรีปูร่างกลม ขอบเรยีบ แบนราบกบั
อาหาร มสีขีาวขุน่และผวิหน้าทบึแสง จากการน าล าดบั
นิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของ Bacillus sp. 
S3.1 ไปเปรยีบเทยีบกบัฐานขอ้มลูออนไลน์ NCBI โดย
โปรแกรม BLAST Bacillus sp. S3.1 มคี่ารอ้ยละความ
เหมอืน (% similarity) มากกว่ารอ้ยละ 99 กบั Bacillus 
ห ล า ย ส า ย พั น ธุ์  เช่ น  B. subtilis ELBS012, B. 
tequilensis TN147 และ B. inaquosorum T1 เป็นต้น 
โดยค่าความเหมือนเท่ากบัร้อยละ 99.80, 99.73 และ 
99.87 ตามล าดบั เมื่อพจิารณาจาก Phylogenetic tree 
มคีวามใกลเ้คยีงกบั B. tequilensis TN147 (Figure 5) 

 

 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 Effect of VOCs of Bacillus sp. S3.1 on the growth of T. atroviride BM1.2 (b), T. longibrachiatum GM3 
(d), and T. longibrachiatum GM4 (f) in comparison to controls (a, c and e) after 7 days of incubation. 
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Figure 4 Effect of VOCs of Bacillus sp. S3.1 on the growth of Trichoderma atroviride BM1.2 (b), Trichoderma 

longibrachiatum GM3 (d), and Trichoderma longibrachiatum GM4 (f) in comparison to controls (a, c and e)  

after 7 days of incubation.

Figure 5 Neighbor-joining phylogenetic tree of Bacillus sp. S3.1 based on 16S rDNA sequences analysis.

การทดสอบปฏิิสัมัพันัธ์ข์อง Bacillus tequilensis S3.1 

ต่่อการเจริิญของเห็ด็นางฟ้้าภูฐูานในก้้อนเช้ื้�อเห็ด็

	ทำำ�การทดสอบการเจริิญร่่วมกัันของ Bacillus 

tequilensis S3.1 กัับเส้้นใยของเห็็ด โดยการเติิมเซลล์์

แขวนลอย Bacillus tequilensis S3.1 ลงในก้อ้นเชื้้�อที่่�มีกีาร

หยอดหัวัเชื้้�อเห็ด็แล้ว้เป็็นเวลา 7 วันั จากนั้้ �นบ่ม่ที่่�อุุณหภูมูิหิ้อ้ง

ต่่อจนครบ 30 วันั พบว่่าชุุดการทดลองที่่�มีเีติมิ Bacillus 

tequilensis S3.1 มีเีส้น้ใยเห็ด็มีสีีขีาวเจริญิจนถึงึด้า้นล่า่งของ

ถุุงก้อ้นเชื้้�อเห็ด็ และมีเีม็ด็เส้น้ใยสีขีาวกระจายเต็ม็ถุุง ในขณะ

ที่่�ในชุุดควบคุุมที่่�เติมิน้ำำ��กลั่่ �นเส้น้ใยเห็ด็มีกีารเจริญิประมาณ

ร้อ้ยละ 80 ของพื้้�นที่่�ถุุงก้อ้นเชื้้�อ แสดงให้เ้ห็น็ว่่า Bacillus 

tequilensis S3.1 ไม่ข่ัดัขวางการเจริญิของเส้น้ใยเห็ด็ 

การทดสอบประสิิทธิิภาพของ Bacillus tequilensis S3.1 

ต่่อการควบคุมุโรคราเขีียวของเห็ด็ในระยะบ่ม่เส้้นใย

ผลการเติิมเซลล์์แขวนลอยของ Trichoderma 

atroviride BM1.2, Trichoderma longibrachiatum GM3 และ 

Trichoderma longibrachiatum GM4 บริเิวณปากถุุงก้อ้น 

เชื้้�อเห็ด็ และเติมิเซลล์แ์ขวนลอย Bacillus tequilensis S3.1 

บ่ม่ก้อ้นเชื้้�อเป็็นเวลา 30 วันั พบว่า่ในชุดุควบคุมุที่่�ไม่ม่ีกีารเติมิ

เชื้้�อราพบว่่าบริเิวณปากถุุงก้อ้นเชื้้�อเห็ด็ที่่�มีหีัวัเชื้้�อเมล็ด็ข้า้ว

ฟ่่างจะมีเีส้น้ใยสีขีาวเจริญิกระจายสม่ำำ��เสมอ เส้น้ใยเจริญิลงไป

ถึงึก้น้ถุุง ส่ว่นในชุดุการทดลองที่่�เติมิเชื้้�อราอย่า่งเดียีวพบว่า่มีี

เส้น้ใยสีเีขียีวเจริญิที่่�ปากถุุงของก้้อนเชื้้�อบริเิวณที่่�มีหีัวัเชื้้�อ

เมล็ด็ข้า้วฟ่่าง บริเิวณคอพลาสติกิที่่�สวมปากถุุง และบริเิวณ

ไหล่ข่องก้อ้นเชื้้�อ (Figure 6) ในขณะที่่�ชุดุการทดลองที่่�มีกีาร

เติมิ Bacillus tequilensis S3.1 ร่ว่มกับั Trichoderma sp. ทั้้ �ง 

3 ชนิดพบว่า่ก้อ้นเชื้้�อเห็ด็มีเีส้น้ใยสีเีขียีวเจริญิบริเิวณปากถุุง

ของก้อ้นเชื้้�อเท่า่นั้้ �น โดยเฉพาะบริเิวณหัวัเชื้้�อเมล็ด็ข้า้วฟ่่าง

จากผลการทดสอบประสิิทธิิภาพการควบคุุม 

Trichoderma sp. ของ Bacillus tequilensis S3.1 (Table 1) 

พบว่่าชุุดการทดลองที่่�เติมิเชื้้�อ Bacillus tequilensis S3.1  

ร่่วมกับั Trichoderma atroviride BM1.2, Trichoderma  

longibrachiatum GM3 และ Trichoderma longibrachiatum 

GM4 มีคี่า่ดัชันีการเกิดิโรคในช่ว่งร้อ้ยละ 30.00 - 41.67 ใน

ขณะที่่�ชุดุการทดลองที่่�มีเีชื้้�อราอย่า่งเดียีวมีคี่า่ดัชันีการเกิดิโรค

ในช่ว่งร้อ้ยละ 58.33 - 63.33 ซึ่่�ง Bacillus tequilensis S3.1 

ทำำ�ให้ค้่า่ดัชันีการเกิดิโรคต่ำำ��กว่า่ชุดุการทดลองที่่�มีเีชื้้�อราเพียีง

อย่่างเดียีวอย่่างมีนีัยัสำำ�คัญัทางสถิติิ ิ แสดงถึงึความสามารถ

ของ Bacillus tequilensis S3.1 ในการควบคุมุ Trichoderma 

sp. ทั้้ �งสามชนิดในระยะบ่ม่เส้น้ใยได้้
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Figure 6 Effect of B. tequilensis S3.1 on controlling 
Trichoderma sp. in the spawning stage; control (a), B. 
tequilensis S3.1 (b), T. longibrachiatum GM3 (c), T. 
longibrachiatum GM3 + B. tequilensis S3.1 (d), T. 
longibrachiatum GM4 (e), T. longibrachiatum GM4 + 
B. tequilensis S3.1 (f), T. atroviride BM1.2 (g), and T. 
atroviride BM1.2 + B. tequilensis S3.1 (h). 
 

การทดสอบประสิทธิภาพของ B. tequilensis S3.1 
ต่อการควบคมุโรคราเขียวของเหด็ในระยะเปิดดอก 

ผลการทดสอบพบว่าในชุดการทดลองทีม่กีาร
เตมิเชื้อรา Trichoderma sp. ทัง้ 3 ชนิด พบว่าบรเิวณ
ปากถุงของก้อนเหด็มเีสน้ใยสขีาวนวลหรอืเหลอืงอ่อน
กระจายทัว่ถุง และมบีรเิวณสเีขยีวกระจายอยู่บรเิวณ
ปากถุงและไหล่ของก้อนเชื้อ สามารถสงัเกตเห็นรอย
โรคสีเขียวได้หลังวันที่ 20 ของการบ่มก้อน ทัง้นี้ใน
ช่วงแรกของการเจรญิเส้นใยเชื้อรา Trichoderma sp. 
จะมีสีขาวเหมือนกับเส้นใยของเห็ดท าให้ไม่สามารถ
สงัเกตเหน็ความแตกต่างได ้เมื่อรอยโรคสเีขยีวปรากฏ
ขึน้ท าใหด้อกเห็ดที่เกิดขึน้มามขีนาดเล็ก มอีาการเน่า 
หรอืบางถุงไม่มดีอกเหด็เกดิขึน้มา 

ผลการศึกษาพบว่าชุดการทดลองที่เติม B. 
tequilensis S3.1 ร่ ว ม กั บ  T.  atroviride BM1.2, T. 
longibrachiatum GM3 และ T. longibrachiatum GM4 
มีค่าดชันีการเกิดโรคต ่ากว่าชุดการทดลองที่มีเชื้อรา
เพียงอย่างเดียวอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (Table 2) 
จากการทดสอบผลการใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์ควบคุม
โรคราเขียวต่อปริมาณผลผลิตเห็ดสด พบว่าชุดการ
ทดลองเติม เชื้ อราร่วมกับแบคทีเรียปฏิ ปักษ์  B. 
tequilensis S3.1 ให้ผลผลิตเห็ดสดสูงกว่าชุดการ
ทดลองที่ฉีดพ่นเชื้อราเพียงอย่างเดียว โดยที่ชุดการ
ทดลอง T. atroviride BM1.2 ร่วมกับ  B. tequilensis 
S3.1 ใหผ้ลผลติเห็ดเฉลี่ยสูงทีสุ่ด 120.76 กรมัต่อก้อน 
และมปีรมิาณไม่แตกต่างอย่างมนีัยส าคญัทางสถติิกบั
ชุดควบคุมที่ไม่มีการเติมเชื้อและชุดการทดลองที่เติม
แบคทเีรยีปฏปัิกษ์เพยีงอย่างเดยีว แสดงใหเ้หน็ว่าการ
ใช้ B. tequilensis S3.1 สามารถควบคุมการเกิดโรค
และไม่ส่งผลกระทบต่อการเจรญิเป็นดอกเหด็ 

 
Table 1 The effects of B. tequilensis S3.1 on controlling Trichoderma sp. of phoenix oyster mushrooms in the spawning 

stage. 
Treatments Disease Severity Index (%) * 

T. longibrachiatum GM3  60.00 ± 8.66a** 
T. longibrachiatum GM3 + B. tequilensis S3.1 41.67 ± 5.77b 
T. longibrachiatum GM4  63.33 ± 12.58a 
T. longibrachiatum GM4 + B. tequilensis S3.1 30.00 ± 5.00b 
T. atroviride BM1.2 58.33 ± 7.64a 
T. atroviride BM1.2 + B. tequilensis S3.1 31.67 ± 2.88b 

(e) (f) 
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Figure 6 Effect of Bacillus tequilensis S3.1 on 

controlling Trichoderma sp. in the spawning stage; 

control (a), Bacillus tequilensis S3.1 (b), Trichoderma 

longibrachiatum GM3 (c), Trichoderma longibrachiatum 

GM3 + Bacillus tequilensis S3.1 (d), Trichoderma 

longibrachiatum GM4 (e), Trichoderma longibrachiatum 

GM4 + Bacillus tequilensis S3.1 (f), Trichoderma 

atroviride BM1.2 (g), and Trichoderma atroviride BM1.2 

+ Bacillus  tequilensis S3.1 (h).

การทดสอบประสิิทธิิภาพของ Bacillus tequilensis S3.1 

ต่่อการควบคุมุโรคราเขีียวของเห็ด็ในระยะเปิิดดอก

ผลการทดสอบพบว่่าในชุุดการทดลองที่่�มีกีารเติมิ

เชื้้�อรา Trichoderma sp. ทั้้ �ง 3 ชนิด พบว่า่บริเิวณปากถุุงของ

ก้อ้นเห็ด็มีเีส้น้ใยสีขีาวนวลหรืือเหลืืองอ่อ่นกระจายทั่่ �วถุุง และ

มีบีริเิวณสีเีขียีวกระจายอยู่่�บริเิวณปากถุุงและไหล่ข่องก้อ้นเชื้้�อ 

สามารถสังัเกตเห็น็รอยโรคสีเีขียีวได้ห้ลังัวันัที่่� 20 ของการบ่ม่

ก้อ้น ทั้้ �งนี้้�ในช่ว่งแรกของการเจริญิเส้น้ใยเชื้้�อรา Trichoderma 

sp. จะมีสีีขีาวเหมืือนกับัเส้น้ใยของเห็ด็ทำำ�ให้ไ้ม่ส่ามารถสังัเกต

เห็น็ความแตกต่า่งได้ ้เมื่่�อรอยโรคสีเีขียีวปรากฏขึ้้�นทำำ�ให้ด้อก

เห็ด็ที่่�เกิดิขึ้้�นมามีขีนาดเล็ก็ มีอีาการเน่่า หรืือบางถุุงไม่ม่ีดีอก

เห็ด็เกิดิขึ้้�นมา

ผลการศึึกษาพบว่่าชุุดการทดลองที่่�เติิม Bacillus 

tequilensis S3.1 ร่ว่มกับั Trichoderma atroviride BM1.2, 

Trichoderma longibrachiatum GM3 และ Trichoderma 

longibrachiatum GM4 มีคี่่าดัชันีการเกิดิโรคต่ำำ��กว่่าชุุดการ

ทดลองที่่�มีเีชื้้�อราเพียีงอย่่างเดียีวอย่่างมีนีััยสำำ�คัญัทางสถิติิ ิ

(Table 2) จากการทดสอบผลการใช้แ้บคทีเีรียีปฏิปัิักษ์ค์วบคุมุ

โรคราเขียีวต่่อปริมิาณผลผลิติเห็ด็สด พบว่า่ชุดุการทดลองเติมิ

เชื้้�อราร่่วมกับัแบคทีเีรียีปฏิปัิักษ์์ Bacillus tequilensis S3.1  

ให้ผ้ลผลิติเห็ด็สดสููงกว่่าชุุดการทดลองที่่�ฉีีดพ่่นเชื้้�อราเพียีง

อย่่างเดียีว โดยที่่�ชุุดการทดลอง Trichoderma atroviride 

BM1.2 ร่ว่มกับั Bacillus tequilensis S3.1 ให้ผ้ลผลิติเห็ด็เฉลี่่�ย

สูงูที่่�สุดุ 120.76 กรัมัต่่อก้อ้น และมีปีริมิาณไม่แ่ตกต่่างอย่า่งมีี

นัยัสำำ�คัญัทางสถิติิกิับัชุดุควบคุมุที่่�ไม่ม่ีกีารเติมิเชื้้�อและชุดุการ

ทดลองที่่�เติมิแบคทีเีรียีปฏิปัิักษ์์เพียีงอย่า่งเดียีว แสดงให้เ้ห็น็

ว่า่การใช้ ้Bacillus tequilensis S3.1 สามารถควบคุมุการเกิดิ

โรคและไม่ส่่ง่ผลกระทบต่่อการเจริญิเป็็นดอกเห็ด็

Table 1	The effects of Bacillus tequilensis S3.1 on controlling Trichoderma sp. of phoenix oyster mushrooms in the 

spawning stage.

Treatments Disease Severity Index (%) *

Trichoderma longibrachiatum GM3 60.00 ± 8.66a**

Trichoderma longibrachiatum GM3 + Bacillus tequilensis S3.1 41.67 ± 5.77b

Trichoderma longibrachiatum GM4 63.33 ± 12.58a

Trichoderma longibrachiatum GM4 + Bacillus tequilensis S3.1 30.00 ± 5.00b

Trichoderma atroviride BM1.2 58.33 ± 7.64a

Trichoderma atroviride BM1.2 + Bacillus tequilensis S3.1 31.67 ± 2.88b

Bacillus tequilensis S3.1 0.00c

Untreated 0.00c

* Data are means ± standard deviations (SD) of five replicates 

** Values with different letters within the same column are significantly different at P≤0.05 according to Duncan’s multiple range test 
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Table 2	The effects of Bacillus tequilensis S3.1 on controlling Trichoderma sp. of phoenix oyster mushrooms in the 

cropping stage.

Treatments Disease Severity Index (%) * Yields (g per bag) *

Trichoderma longibrachiatum GM3 43.33±5.77a** 84.73±7.22b

Trichoderma longibrachiatum GM3 + Bacillus tequilensis S3.1 23.33±5.77b 105.00±15.55aab

Trichoderma longibrachiatum GM4 38.33±10.40a 83.43±7.48b

Trichoderma longibrachiatum GM4 + Bacillus tequilensis S3.1 22.33±5.77b 107.97±15.37ab

Trichoderma atroviride BM1.2 35.00±5.00a 85.60±13.25b

Trichoderma atroviride BM1.2 + Bacillus tequilensis S3.1 18.33±2.89b 120.76±16.85a

Bacillus tequilensis S3.1 0.00c 125.93±15.77a

Untreated 0.00c 121.40±16.21a

* Data are means ± standard deviations (SD) of five replicates 

** Values with different letters within the same column are significantly different at P≤0.05 according to Duncan’s multiple range test 

วิิจารณ์์ผลการวิิจััย 
โรคราเขียีวที่่�มีสีาเหตุุจาก Trichoderma spp. เป็็นโรคที่่�มีี

ความสำำ�คัญักับัเห็ด็เศรษฐกิจิหลายชนิด เช่่น เห็ด็กระดุุม 

(Agaricus spp.) เห็ด็ฟาง (Volvariella volvacea) รวมทั้้ �งเห็ด็

สกุุลนางรม (Pleurotus spp.) (Fu et al., 2023) โดยสายพันัธุ์์�

ของ Trichoderma spp. ที่่�มีีการพบอย่่างกว้้างขวางคืือ 

Trichoderma harzianum ในการวิจิัยันี้้�สามารถคัดัแยกเชื้้�อรา 

Trichoderma spp. จากวัสัดุเุพาะเห็ด็นางฟ้้าภูฐูานจากฟาร์ม์

เพาะเห็ด็ในจังัหวัดัสระบุุรีไีด้ ้3 ไอโซเลต เมื่่�อจำำ�แนกโดยอาศัยั

ลักัษณะสัณัฐานวิทิยาและการวิเิคราะห์์ลำำ�ดับันิิวคลีโีอไทด์์

บริเิวณ ITS สามารถระบุุได้้คืือ Trichoderma atroviride 

BM1.2, Trichoderma longibrachiatum GM3 และ 

Trichoderma longibrachiatum GM4 โดยมีรีายงานการตรวจ

พบ Trichoderma longibrachiatum ก่่อโรคราเขียีวในวัสัดุุ

เพาะเห็ด็สกุุลนางรมและเห็ด็กระดุมุ (Schuster & Schmoll, 

2010) ในขณะที่่� Trichoderma atroviride ก่อ่ให้เ้กิดิโรคราเขียีว

ในเห็ด็หอม (Lentinula edodes) (Cao et al., 2024) และเห็ด็ 

Morel (Morchella spp.) (Fu et al., 2023)

จากการคัดัแยก Bacillus spp. จากก้อ้นเชื้้�อเห็ด็และ

ทดสอบประสิทิธิภิาพการเป็็นแบคทีเีรียีปฏิปัิักษ์ใ์นการควบคุมุ

โรคราเขียีวโดยวิธิี ีdual culture พบว่า่ Bacillus sp. ไอโซเลต 

B1, S1.4 และ S3.1 มีคีวามสามารถในการเป็็นปฏิปัิักษ์์โดย

การเกิดิบริเิวณใสระหว่า่ง Bacillus spp. และเชื้้�อรา แสดงถึงึ

กลไกการสร้า้งสารยับัยั้้ �งออกมานอกเซลล์ ์ มีรีายงานว่่าโดย

ทั่่ �วไป Bacillus spp. หลายชนิิดสามารถสร้า้งสารปฏิชิีวีนะ

ประเภท lipopeptide หลายชนิด เช่น่ iturin, fengycin และ 

surfactin เป็็นต้น้ รวมถึงึเอนไซม์ท์ี่่�สามารถยับัยั้้ �งเชื้้�อราได้ ้

(Hussain et al., 2024; Li et al., 2016) จาการทดสอบพบว่า่ 

Bacillus sp. S3.1 มีศีักัยภาพในการยับัยั้้ �งเชื้้�อรา Trichoderma 

atroviride BM1.2 เท่า่กับัร้อ้ยละ 63.01 และยับัยั้้ �ง Trichoderma 

longibrachiatum GM3 และ GM 4 เท่า่กับัร้อ้ยละ 55.99 และ 

53.96 ตามลำำ�ดับั ซึ่่�งใกล้เ้คียีงกับัการศึกึษาของ Potocnik et 

al. (2019) พบว่่า Bacillus spp. ที่่�แยกจากวัสัดุุเพาะเห็ด็

นางฟ้้า 10 ไอโซเลต สามารถยับัยั้้ �งเชื้้�อรา Trichoderma 

pleuroti ในช่ว่งร้อ้ยละ 54.44-62.22 และยับัยั้้ �ง Trichoderma 

pleuroticola ในช่ว่งร้อ้ยละ 55.56-69.62 

จากการทดสอบผลของสารประกอบอินิทรียี์ร์ะเหย

ของ Bacillus sp. S3.1 ต่่อการยับัยั้้ �งการเจริญิของเชื้้�อรา 

Trichoderma sp. ทั้้ �ง 3 ชนิด พบว่า่สามารถทำำ�ให้โ้คโลนีีของ

เชื้้�อรามีขีนาดเล็ก็ลงและไม่ส่ามารถสร้า้งเม็ด็สปอร์ส์ีเีขียีวได้ ้

มีรีายงานที่่�แสดงถึงึความสามารถของ Bacillus spp. ในการ

ผลิติสารประกอบอินิทรียี์ร์ะเหยหลายชนิดที่่�ยับัยั้้ �งการเจริญิ

ของเชื้้�อรา ได้แ้ก่่ alcohols, aldehydes, ketones, phenolic 

compounds และ sulfides (Song et al., 2024) โดยมีรีายงาน

ถึงึผลของสารประกอบอินิทรียี์ร์ะเหยที่่�ผลิติจาก Bacillus spp. 

สามารถยับัยั้้ �งการเจริญิของเชื้้�อราได้ห้ลายชนิดเช่น่ Colletotrichum 

gloeosporioides, Fusarium oxysporum, Botryosphaeria 

spp., Trichoderma spp., และ Penicillium spp. (Calvo et 

al., 2020; He et al., 2020) จากการทดสอบความสามารถใน

การยับัยั้้ �งเชื้้�อราในระดับัห้้องปฏิิบัตัิิการ แสดงให้้เห็็นว่่า 

Bacillus sp. S3.1 สามารถสร้า้งสารประกอบชนิดต่่าง ๆ ที่่�

หลั่่ �งออกมานอกเซลล์ ์ รวมทั้้ �งสารประกอบอินิทรียี์ร์ะเหยใน

การยับัยั้้ �งการเจริญิของเชื้้�อราได้ ้

เมื่่�อทำำ�การจัดัจำำ�แนกชนิดของ Bacillus sp. S3.1 

โดยการวิเิคราะห์ล์ำำ�ดับันิิวคลีโีอไทด์บ์ริเิวณยีนี 16S rDNA 

และ Phylogenetic tree พบว่่ามีคีวามคล้้ายกับั Bacillus 

tequilensis โดยมีรีายงานการศึกึษา Bacillus tequilensis 

สามารถยัับยั้้ �ง เชื้้� อ รา ก่่อโรคพืืชได้้หลายชนิด เช่่น 
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Colletotrichum acutatum ที่่�เป็็นสาเหตุุของโรคแอนแทรคโนส

ในพริกิแดง (red pepper) (Kwon et al., 2022), Fusarium 

solani สาเหตุุรากเน่่าในโกฐขี้้�แมว (Rehmannia glutinosa) 

(Wang et al., 2023), Magnaporthe oryzae สาเหตุุของโรค

ไหม้ใ้นข้า้ว (Zhou et al., 2021) รวมถึงึสามารถยับัยั้้ �งเชื้้�อรา

สกุุล Fusarium ที่่�ก่อ่โรคในพืืชได้ ้ได้แ้ก่ ่Fusarium oxysporum, 

Fusarium proliferatum, Fusarium culmorum และ Fusarium 

verticillioides (Baard et al., 2023)

การทดสอบประสิทิธิภิาพของ Bacillus tequilensis  

S3.1 ต่่อการควบคุมุเชื้้�อรา Trichoderma atroviride BM1.2 

และ Trichoderma longibrachiatum GM3 และ Trichoderma 

longibrachiatum GM4 ในระยะบ่่มเส้น้ใยพบว่่า Bacillus 

tequilensis S3.1 ทำำ�ให้ค้่า่ดัชันีการเกิดิโรคต่ำำ��กว่า่ชุดุควบคุมุ

ที่่�ปลููกเชื้้�อราเพีียงอย่่างเดีียว แสดงให้้เห็็นว่่า Bacillus  

tequilensis S3.1 สามารถควบคุมุโรคราเขียีวในเห็ด็นางฟ้้า

ภูฐูานในระยะบ่ม่เส้น้ใยได้ ้ในขณะที่่�ผลการทดสอบประสิทิธิภิาพ 

ในระยะเปิิดดอกพบว่า่ชุดุการทดลองที่่�มี ีBacillus  tequilensis 

S3.1 ร่ว่มกับัเชื้้�อรา Trichoderma longibrachiatum GM3, 

Trichoderma longibrachiatum GM4 และ Trichoderma 

atroviride BM1.2 มีคี่า่ดัชันีการเกิดิโรคต่ำำ��กว่า่ชุดุการทดลอง

ที่่�มีเีชื้้�อราเพียีงอย่่างเดียีวอย่่างมีนีััยสำำ�คัญัทางสถิติิ ิ และชุุด

การทดลองเติมิเชื้้�อราร่ว่มกับัแบคทีเีรียีปฏิปัิักษ์ ์ให้ผ้ลผลิติเห็ด็

สูงูกว่า่ชุดุการทดลองที่่�เติมิเชื้้�อราเพียีงอย่า่งเดียีวและใกล้เ้คียีง

กับัชุดุควบคุมุ ดังันั้้ �น Bacillus  tequilensis S3.1 สามารถลด

ความรุนุแรงของโรคราเขียีวและช่ว่ยให้ผ้ลผลิติเห็ด็ไม่แ่ตกต่่าง

จากชุดุควบคุมุ 

สรุุปผลการวิิจััย 
การทดสอบประสิทิธิิภาพของแบคทีีเรียีปฏิิปัักษ์ ์ 

Bacillus  tequilensis S3.1 ต่อ่การควบคุมุเชื้้�อรา Trichoderma 

atroviride BM1.2, Trichoderma longibrachiatum GM3 และ 

Trichoderma longibrachiatum GM4 ทั้้ �งในระดับัห้อ้งปฏิบิัตัิิ

การและในระดับัโรงเรืือน พบว่า่ Bacillus  tequilensis S3.1 

สามารถควบคุุมการเจริญิของเชื้้�อรา ช่่วยลดการเกิดิโรครา

เขียีวในก้อ้นเชื้้�อเห็ด็ได้ ้และให้ผ้ลผลิติเห็ด็ไม่แ่ตกต่่างกับัการ

ใช้ ้ Bacillus  tequilensis S3.1 อย่่างเดียีวและชุุดควบคุุม 

อย่า่งไรก็ต็ามควรมีกีารทดสอบอีกีครั้้ �งในสภาพโรงเรืือนของ

เกษตรกร รวมถึึงศึึกษาการพัฒันาการผลิิตชีีวภัณัฑ์์จาก 

Bacillus  tequilensis S3.1 เพื่่�อนำำ�ไปเป็็นควบคุมุโรคราเขียีว

โดยชีวีวิธิีตี่่อไป
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