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บทคัดยŠอ 

งานวิจัยนี้มีจุดมุŠงหมายในการแยกรา Bipolaris maydis ที่กŠอโรคใบไหมšแผลเล็กในขšาวโพด และ

คัดกรองแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้งรากŠอโรคพืชชนิดนี ้โดยใชšแบคทีเรีย 10 สายพันธุŤที่ไดšจาก

งานวิจัยกŠอนหนšา   จากการคัดแยกรากŠอโรคจากใบขšาวโพดที่เปŨนโรค และตรวจสอบลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาพบวŠาไดšราที่มีลักษณะของ B. maydis คือ โคโลนีสีเทาดำ ลักษณะของเสšนใยมีสีน้ำตาลดำที่มีผนัง

กั้น คอนิเดียมีรูปรŠางรียาวโคšงเล็กนšอย ที่แบŠงเปŨน 5-11 เซกเมนตŤ   เมื่อนำมาทดสอบการยับยั้งดšวยการ

เลี้ยงรŠวมกับแบคทีเรียทั้ง 10 สายพันธุŤดšวยเทคนิคการขีดเชื้อ พบวŠาแบคทีเรียทั้ง 10 สายพันธุŤแสดง

ความสามารถในการเปŨนปฏิปŦกษŤตŠอ B. maydis จึงคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุŤ M22 ที่มีเปอรŤเซ็นตŤการ

ยับยั้งสูงท่ีสุดที ่24.77% เพ่ือนำไปทดสอบในขั้นตŠอไป   เมื่อนำมาทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งของสาร

เมแทบอไลตŤที่ผลิตออกจาก M22 พบวŠามีเปอรŤเซ็นตŤการยับยั้งสูงถึง 92.84%   เมื่อนำสายพันธุŤ M22 ไป

พิสูจนŤเอกลักษณŤ โดยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบวŠาเซลลŤมีรูปรŠางเปŨนแทŠง ยšอมติดสีแกรม

บวก และจากการวิเคราะหŤลำดับนิวคลีโอไทดŤบริเวณ 16S rDNA พบวŠาสายพันธุŤ M22 มีความใกลšเคียง 

100% กับแบคทีเรีย Bacillus subtilis CAB 1111 (KJ194590.1)   การแปรผันชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ

ที่เหมาะสมในการผลิตสารยับยั้งรา พบวŠาอาหารเลี้ยงเชื้อ Luria Bertani (LB) ใหšความสามารถในการ

ยับยั้งสูงท่ีสุด โดยมีเปอรŤเซ็นตŤการยับยั้งเทŠากับ 92.84±0.00%   ผลการทดลองท่ีไดšนี้จะเปŨนแนวทางเพ่ือ

นำแบคทีเรียเหลŠานี้ไปประยุกตŤใชšเพ่ือควบคุมการแพรŠระบาดของ B. maydis ซึ่งกŠอโรคใบไหมšแผลเล็กใน

ขšาวโพดตŠอไป 
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Abstract 

The objectives of this study were isolation of Bipolaris maydis, which caused 

Southern corn leaf blight in maize, and screening of 10 bacterial isolates that previously 

could inhibit several phytopathogenic fung. By isolating fungi from diseased corn leaf and 

examining morphology of the isolated fungus, it was found that the fungal morphology 

was resemble that of B. maydis which were grey-black colony, dark brown septate hyphae, 

and oval-shape conidia with slightly curve that dividing into 5-10 segments. By testing 

inhibition ability using 10 bacterial isolates by dual culture streak plate technique, the 

result showed that all tested bacteria were able to antagonize against B.  maydis. Isolate 

M22 was selected for further experiment dued to its highest inhibition percentage of 

24.77%. Extracellular metabolites assay showed that M22 had highest inhibition rate, 

92.84%. Morphological study showed that M22 was Gram positive rod shape bacteria. The 

nucleotide analysis of 16S rDNA revealed that M22 has 100% similarity to Bacillus subtilis 

CAB 1111 (KJ194590.1). Suitable culture media for the production of bioactive metabolites 

was evaluated. The test showed that B. subtilis M22 which cultured in Luria Bertani ( LB) 

had highest inhibition rate with its inhibition percentage of 92.84±0.00%   The results from 

this study will be useful and serve as a preliminary data for controlling of Southern corn 

leaf blight in maize caused by B. maydis. 
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กิตติกรรมประกาศ 

โครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณŤนี้สำเร็จลุลŠวงไปไดšดšวยดีดšวยความชŠวยเหลือ

อยŠางยิ่งจาก รองศาสตราจารยŤ ดร.ปาหนัน เริงสําราญ อาจารยŤที่ปรึกษาโครงการฯ ที่กรุณาใหšความรูš 

คำปรึกษา คำแนะนำ ตลอดจนขšอคิดตŠาง ๆ ในการทำโครงการนี้  อีกทั้งยังกรุณาตรวจสอบและแกšไข

ปรับปรุงโครงการฉบับนี้ใหšสมบูรณŤมากขึ้น ซึ่งผูšวิจัยขอกราบขอบพระคุณในความเมตตาของอาจารยŤเปŨน

อยŠางสูงไวš ณ ที่นี้ดšวย 

ขอขอบพระคุณคณาจารยŤในภาควิชาจุลชีววิทยาทุกทŠาน ที่กรุณาใหšความรูš คำปรึกษา คำแนะนำ

ตŠาง ๆ ที่มีประโยชนŤตŠอโครงการ และประสบการณŤในการทำงานวิจัยในครั้งนี้ดšวย 

ขอขอบคุณเจšาหนšาที ่ทุกทŠานในภาควิชาจุลชีววิทยาที ่กรุณาอำนวยความสะดวกในการทำ

โครงการนี้ และใหšความชŠวยเหลือในเรื่องเครื่องมือและอุปกรณŤตŠาง ๆ ในภาควิชาจุลชีววิทยา 

ขอขอบคุณพี่ ๆ ในหšองปฏิบัติการของ รองศาสตราจารยŤ ดร.ปาหนัน เริงสําราญ ซึ ่งไดšแกŠ 

นางสาวสิริตา เสียมไหม และนายสิรภพ ภูมิภูติกุล ที่ใหšความชŠวยเหลือ ใหšคำแนะนำ คำปรึกษา ขšอคิดเห็น

ตŠาง ๆ ในการทำโครงการนี้ ตลอดจนสนับสนุนการทำโครงการนี้ใหšสำเร็จลุลŠวงไปไดšดšวยดีมาโดยตลอด 

ขอขอบคุณเพื่อน ๆ นิสิตปริญญาตรีในภาควิชาจุลชีววิทยา ที่ใหšคำปรึกษา คำแนะนำ และความ

ชŠวยเหลือเปŨนอยŠางดี ตลอดจนเปŨนกำลังใจในการทำโครงการนี้ใหšสำเร็จลุลŠวงไดšอยŠางสมบูรณŤ 

สุดทšายนี้ขอกราบขอบพระคุณมารดา และสมาชิกทุกคนในครอบครัวที่คอยสนับสนุน และเปŨน

กำลังใจในการทำโครงการนี้ใหšสำเร็จลุลŠวงไปไดšดšวยดีมาโดยตลอด 
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บทท่ี 1 

 

บทนำ 
 

ขšาวโพด 

ขšาวโพด มีชื่อวิทยาศาสตรŤวŠา Zea may Linn. ซึ่งเปŨนธัญพืชเศรษฐกิจสำคัญที่ใชšเปŨนอาหารของ

มนุษยŤและสัตวŤ โดยเฉพาะขšาวโพดเลี้ยงสัตวŤเปŨนวัตถุดิบหลักในอุตสาหกรรมการผลิตอาหารสัตวŤ ทั้งนี้

ความตšองการใชšขšาวโพดเลี้ยงสัตวŤทั้งตลาดในประเทศและตลาดตŠางประเทศมีเพิ่มสูงขึ้นอยŠางตŠอเนื่อง 

(สถาบันวิจัยและพัฒนาแหŠงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรŤ, 2558)   ในบรรดาพืชอาหารที่ใชšเมล็ดดšวยกัน

ขšาวโพดจัดวŠาเปŨนพืชที่มีความสำคัญเปŨนอันดับ 3 ของโลก มีการผลิตทั่วไปในเขตอบอุŠน (temperate) 

เขตอากาศกึ่งรšอนชื้น (subtropic) และพื้นที่ราบเขตรšอน (lowland tropic) โดยขšาวโพดสามารถปรับตัว

ไดšดีในสภาพแวดลšอมที่หลากหลาย (ราเชนทรŤ ถิรพร, 2545)   ในปŘ ค.ศ. 2018 พบวŠามีการปลูกขšาวโพด

ถึง 490,145,927 ไรŠทั่วโลก คิดเปŨนผลผลิต 1,147,621,938 ตัน (FAOSTAT, 2018) และในประเทศไทยมี

การปลูกขšาวโพดถึง 7,176,972 ไรŠ โดยเปŨนขšาวโพดเลี้ยงสัตวŤ 6,929,904 ไรŠ และขšาวโพดหวาน 247,068 

ไรŠ ซึ่งคิดเปŨนผลผลิตรวม 5,606,900 ตัน โดยเปŨนขšาวโพดเลี้ยงสัตวŤ 5,069,413 ตัน และขšาวโพดหวาน 

537,487 ตัน (สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2561) 

 

โรคของขšาวโพดท่ีมีสาเหตุจากรา 

ในกลุŠมของจุลชีพที่เปŨนสาเหตุโรคพืช ราเปŨนสาเหตุที่สำคัญที่กŠอความเสียหายใหšแกŠพืชผลมาก

ที่สุด   โรคท่ีมักพบในขšาวโพดมีดังนี ้

 

โรคราน้ำคšาง (downy mildew) 

โรคราน้ำคšางมีสาเหตุจากรา Peronosclerospora sorghi ซึ่งจะเขšาทำลายขšาวโพดไดšตั ้งแตŠ

ระยะตšนกลšาจนถึงระยะออกดอก 

อาการ 

ระยะแรกอาการจะเปŨนแบบเฉพาะที่ (local lesion) โดยตšนกลšาจะพบจุดสีขาวหรือสีเหลืองอŠอน

บนใบเลี้ยงและใบจริง 2-3 ใบแรก ตŠอจากนั้นจุดนี้จะขยายออกเปŨนสีขาวลุกลามไปยังโคนใบ (รูปที่ 1.1) 

ระยะที่สองอาการจะเปŨนแบบทั่วทั้งตšน (systemic symptom) ซึ่งจะพบบนใบที่ผลิออกมาใหมŠ

โดยพบลักษณะลายทางสีขาว เขียวอŠอน หรือเหลืองอŠอนที่เกิดขึ้นจากโคนใบถึงปลายใบ ซึ่งอาจยาว

ติดตŠอกันไปหรือขาดเปŨนชŠวง บางครั้งอาจพบลักษณะอาการเปŨนปŚŪนสีขาวจากโคนใบไปยังปลายใบ อาการ

ระยะที่สองเปŨนระยะที่ขšาวโพดเกิดความเสียหายอยŠางมาก (วารีรัตนŤ สมประทุม, 2563) 
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รูปที่ 1.1 โรคราน้ำคšาง (downy mildew) 

ที่มา: https://www.forestryimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=5573578 

 

โรคราสนิม (Southern corn rust) 

โรคราสน ิมในขšาวโพดมี 3 แบบ คือ 1) common rust เก ิดจากเช ื ้อ Puccinia sorghi 2) 

Southern rust เกิดจากเช ื ้อ Puccinia polysora และ 3) Tropical rust เกิดจากเช ื ้อ Physopella 

zeae   สำหรับประเทศไทยมีรายงานพบราสนิม 2 แบบ คือ common rust และ Southern rust 

อาการ 

พบเกือบทุกสŠวนของตšนขšาวโพด โดยแสดงอาการเปŨนจุดนูนเล็กสีน้ำตาลแดง ขนาดของแผล 0.2-

2.0 มิลลิเมตร แผลจะเกิดดšานบนใบมากกวŠาดšานลŠางของใบ เม่ือเปŨนโรคในระยะแรกจะพบเปŨนจุดนูนเล็ก 

ตŠอมาแผลจะแตกออกมองเห็นเปŨนผงสีสนิมเหล็ก (รูปที่ 1.2)   ในกรณทีี่เปŨนโรครุนแรงจะทำใหšใบแหšงตาย

ในที่สุด (วารีรัตนŤ สมประทุม, 2563) 

 
รูปที่ 1.2 โรคราสนิม (Southern corn rust) 

ที่มา: https://www.mississippi-crops.com/2014/08/01/what-should-you-do-about-late-southern-corn-rust/ 

 

โรคใบไหมšแผลเล็ก (Southern corn leaf blight) 

โรคใบไหมšแผลเล็กมีสาเหตุเกิดจากรา Bipolaris maydis โดยพบการระบาดทั่วไปในแหลŠงที่มี

การปลูกขšาวโพด และระบาดเพิ่มมากขึ้นในหลายพื้นที่   โรคนี้นับวŠาเปŨนหนึ่งในโรคที่มีความสำคัญทาง

เศรษฐกิจทั่วโลก 
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อาการ 

ระยะแรกจะเกิดจุดเล็กสีเขียวอŠอน ฉ่ำน้ำ ตŠอมาจุดจะขยายออกตามความยาวของใบ โดยแผล

ขนานไปตามเสšนใบ ตรงกลางแผลจะมีสีเทา ขอบแผลมีสีเทาน้ำตาล ขนาดของแผลไมŠแนŠนอน แผลที่ขยาย

ใหญŠเต็มที่มีขนาดกวšาง 6-12 มิลลิเมตร ยาว 6-27 มิลลิเมตร (รูปที่ 1.3)   ใบขšาวโพดที่เปŨนโรครนุแรงแผล

จะขยายตัวรวมกันเปŨนแผลใหญŠ และทำใหšใบแหšงตายในที่สุด   ในตšนกลšาจะพบอาการเกิดข้ึนพรšอมกันทุก

ใบ ซึ่งอาจจะเห่ียวและแหšงตายภายใน 3-4 สัปดาหŤ หลังปลูก   แตŠถšาเกิดกับตšนแกŠอาการจะเกิดบนใบลŠาง

กŠอน ทั้งนี้อาการสามารถปรากฏไดšทั้งบนตšน กาบใบ ฝŦก และเมล็ด (วารีรัตนŤ สมประทุม, 2563) 

 
รูปที่ 1.3 โรคใบไหมšแผลเล็ก (Southern corn leaf blight) 

ที่มา: https://cropprotectionnetwork.org/resources/articles/diseases/southern-corn-leaf-blight-of-corn 

 

โรคใบไหมšแผลใหญŠ (Northern corn leaf blight) 

โรคใบไหมšแผลใหญŠมีสาเหตุเกิดจากรา Exserohilum turcicum ซึ่งพบการระบาดในบางพื้นที่ที่

มีการปลูกขšาวโพด โดยมคีวามสำคัญรองจากโรคใบไหมšแผลเล็ก 

อาการ 

การเกิดโรคจะพบไดšกับทุกสŠวนของขšาวโพด โดยเฉพาะบนใบ กาบใบ ลำตšน และฝŦก โดยเกิดเปŨน

แผลขนาดใหญŠสีเทา หรือสีน้ำตาล มีลักษณะยาวตามใบ หัวทšายเรียวคลšายรูปกระสวย อาการจะเกิดกับใบ

ลŠางกŠอน ขนาดแผลยาว 2.5-15 เซนติเมตร (รูปที่ 1.4)   ใบที่มีอาการรุนแรงแผลจะขยายตัวรวมกันเปŨน

แผลใหญŠทำใหšใบไหมšและแหšงตายในที่สุด (วารีรัตนŤ สมประทุม, 2563) 

 
รูปที่ 1.4 โรคใบไหมšแผลใหญŠ (Northern corn leaf blight) 

ที่มา: https://www.ipmimages.org/browse/subthumb.cfm?sub=16546 
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โรคใบจุด (leaf spot) 

โรคใบจุดในขšาวโพดมีสาเหตุเกิดจากรา Curvularia lunata ซึ่งพบไดšทั่วไปในแหลŠงที่มีการปลูก

ขšาวโพด 

อาการ 

สŠวนใหญŠจะปรากฏบนใบ แตŠบางครั้งอาจพบบนกาบใบ และฝŦก   ระยะแรกเกิดเปŨนจุดเล็กขนาด

เทŠาหัวเข็มหมุดสีเขียวอŠอน ตŠอมาตรงกลางจุดจะแหšงมีสีเทาหรือน้ำตาลอŠอน ขอบแผลสีน้ำตาลแดง ใน

ที่สุดเปลี่ยนเปŨนสีน้ำตาลไหมš และจะมีวงแหวนสีเหลืองลšอมรอบ จุดใหญŠสุดมีขนาดเสšนผŠาศูนยŤกลาง 3 

มิลลิเมตร (รูปที่ 1.5) (วารีรัตนŤ สมประทุม, 2563) 

 
รูปที่ 1.5 โรคใบจุด (leaf spot) 

ที่มา: https://cropprotectionnetwork.org/resources/articles/diseases/curvularia-leaf-spot-of-corn 

 

โรคแอนแทรคโนส (anthracnose) 

โรคแอนแทรคโนสในขšาวโพดมีสาเหตุเกิดจากรา Colletotrichum graminicola ซึ ่งจะเขšา

ทำลายขšาวโพดในระยะออกดอก   สŠวนของพืชที่ถูกทำลาย ไดšแกŠ ใบ เมล็ด และลำตšน   พืชอาศัยหลักที่

สำคัญของรานี้อยูŠในวงศŤ Poaceae เชŠน ขšาวโพด ขšาวฟśาง ขšาวสาลี   ราชนิดนี้พบในพื้นที่ที่มีอากาศเย็น

หรือพ้ืนที่สูง 

อาการ 

พบลักษณะใบเปŨนจุดกระจายทั่วจากเสšนกลางใบ อาการใบจุดจะแผŠขยายกวšางในทุกใบที่ราเขšา

ทำลาย บริเวณก่ึงกลางจุดพบเปŨนสีเทาหรือสีฟางขšาว ตŠอมาจะเปลี่ยนเปŨนสีน้ำตาล เทาถึงสีดำ วงซšอนกัน

เปŨนชั้น (concentric ring)   ในพื้นที่ที่มีการเขšาทำลายของราอยŠางรุนแรงอาจทำใหšใบแหšงตายไดš อาการ

ที่ลำตšนพบวŠาเนื้อเยื่อดšานในมีลักษณะฉ่ำน้ำและมีสีผิดปกติ (รูปที่ 1.6)   เมื่อราเพิ ่มปริมาณจะทำใหš

เนื้อเยื่อของลำตšนพอง ทำใหšลำตšนแตก สŠวนกลางลำตšนเปŨนสีแดงขอบสีน้ำตาล สŠวนของเปลือกมีสีแดง ทำ

ใหšเมล็ดเล็กรูปรŠางผิดปกต ิ(วารีรัตนŤ สมประทุม, 2563) 
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รูปที่ 1.6 โรคแอนแทรคโนส (anthracnose) 

ที่มา: https://www.canr.msu.edu/resources/anthracnose-leaf-blight-of-corn 

 

โรคกาบและใบไหมš (banded leaf and sheath blight) 

โรคกาบและใบไหมšมีสาเหตุจากรา Rhizoctonia solani มีการระบาดสรšางความเสียหายรุนแรง

เปŨนบริเวณกวšาง 

อาการ 

ทำใหšตšนกลšาเนŠาหักลšมทั้งที่สŠวนยอดยังเขียว โคนตšนระดับคอดินมีรอยฉ่ำน้ำสีเขียวอมเทา อาจ

พบเสšนใยสีขาวเจริญปกคลุมที่ราก (รูปที่ 1.7)   ราสามารถเขšาทำลายสŠวนตŠาง ๆ ของขšาวโพดไดš เชŠน ลำ

ตšน ใบ กาบใบ กาบฝŦก และฝŦก (วารีรัตนŤ สมประทุม, 2563) 

 
รูปที่ 1.7 โรคกาบและใบไหมš (banded leaf and sheath blight) 

ที่มา: http://nsfcrc-news.blogspot.com/2017/07/blog-post.html 

 

โรคตšนเนŠาดำ (charcoal rot) 

โรคตšนเนŠาดำมีสาเหตุเกิดจากรา Macrophomina phaseolina โดยโรคตšนเนŠาดำพบทั่วไปใน

บริเวณพ้ืนที่ปลูกที่มีอุณหภูมิคŠอนขšางสูง หรืออยูŠในชŠวงแลšง  ซึ่งรานี้มีพืชอาศัยหลายชนิดนอกจากขšาวโพด 

เชŠน ขšาวฟśาง ถั่วเขียว ถั่วเหลือง ทานตะวัน งา ผัก และผลไมšหลายชนิด 
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อาการ 

ราเขšาทำลายขšาวโพดตั้งแตŠระยะกลšา หรือระยะที่ขšาวโพดเริ่มแกŠ โดยจะแสดงอาการที่รากโดย

เกิดเปŨนรอยฉ่ำน้ำสีน้ำตาล ตŠอมาเปลี่ยนเปŨนสีดำ (รูปที่ 1.8)   เมื่อขšาวโพดแกŠราจะแพรŠระบาดเขšาไปในลำ

ตšน ทำใหšขšาวโพดแกŠกŠอนกำหนด ใบเหี่ยว โคนตšนแตก ตšนขšาวโพดจะหักลšมงŠาย ราเขšาทำลายเมล็ดทำใหš

เมล็ดเปŨนสีดำ (วารีรัตนŤ สมประทุม, 2563) 

 
รูปที่ 1.8 โรคตšนเนŠาที่เกิดจากเชื้อรา (charcoal rot) 

ที่มา: https://www.forestryimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=5366647 

 

งานวิจัยนี้มุŠงเนšนที่ Bipolaris maydis หรือ Cochliobolus heterostrophus (teleomorph) 

(Balint-Kurti และคณะ, 2006) ที่กŠอโรคใบไหมšแผลเล็ก   รานี้จัดอยูŠใน Phylum Ascomycota, Class 

Dothideomycetes, Order Pleosporales, Family Pleosporaceae (Pereira, 2014)   ก า รศ ึ ก ษ า

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ B. maydis ภายใตšกลšองจุลทรรศนŤ พบลักษณะคอนิเดียสีน้ำตาลอŠอน 

รูปรŠางยาวรีโคšงเล็กนšอย ที่มีการแบŠงเปŨน 5-11 เซกเมนตŤ (รูปที่ 1.9) (Pál และคณะ, 2015) 

 
รูปที่ 1.9 คอนิเดียของ Bipolaris maydis 

ที่มา: https://www.forestryimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=5564509 

 

การควบคุมโรคท่ีเกิดในขšาวโพด 

การปŜองกันโรคโดยทั่วไปมักใชšการถอนและเผาทำลายพืชหรือชิ้นสŠวนของพืชที่เปŨนโรค หรือใชš

สารเคมีปŜองกันรา เชŠน ไตรโฟรีน 20 (ซาพรอล) หรือ ซีเน็บ เปŨนตšน (กรมสŠงเสริมการเกษตร, 2560)   แตŠ

การใชšสารเคมีมักมีผลกระทบที่ตามมาคือ เกิดการตกคšางของสารเคมี เกิดมลพิษในสิ่งแวดลšอม (รังสิมา 

เกŠงการพานิช, 2558)   ดังนั้นจึงมีการศึกษาคšนควšาวิธีการควบคุมโรคดšวยวิธีการทางชีวภาพ เชŠน การใชš
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จุลินทรียŤปฏิปŦกษŤที่มีอยูŠในธรรมชาติมายับยั้งการเจริญเติบโตของรา ซึ่งวิธีนี้ไมŠเปŨนอันตรายตŠอเกษตรกร 

ผูšบริโภค และสิ่งแวดลšอม (นิพนธŤ ทวีชัย, 2553) 

 

การควบคุมโรคดšวยวิธีทางชีวภาพ 

วิธีทางชีวภาพ (biocontrol) เปŨนวิธีทางเลือกในการกำจัดสิ่งมีชีวิตที่เปŨนสาเหตุของโรคพืช เชŠน 

รา แบคทีเรีย หรือหนอนแมลงที่ทำใหšเกิดโรคพืช (Pal และ Gardener, 2006)   การใชšแบคทีเรียในการ

ควบคุมโรคพืชสามารถใชšไดšทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ โดยแบคทีเรียแกรมบวกที่มีรายงานวŠา

สามารถใชšเพื่อการควบคุมทางชีวภาพไดš ไดšแกŠ Bacillus sp., Streptococcus sp., Lactobacillus sp., 

Leuconostoc sp., และ Lactococcus sp. เปŨนตšน  สŠวนแบคทีเรียแกรมลบ ไดšแกŠ Pseudomonas 

sp., Enterococcus sp., Pediococcus sp., Serratia sp. และ Acetobacter sp. (Deketelaere และ

คณะ, 2017) ซึ่งการควบคุมราที่กŠอโรคในพืชสามารถเกิดไดšดšวยหลายกลไก 

 

กลไกการยับยั้งรา 

1. ภาวะแขŠงขัน (competition) 

เปŨนการแขŠงขันระหวŠางแบคทีเรียและรากŠอโรคพืช โดยจะแขŠงขันกันในดšานอาหารและ

องคŤประกอบที่จำเปŨนในการเจริญเติบโตในดินและรอบ ๆ รากของพืช เนื่องจากแบคทีเรียมีการเจริญเร็ว

กวŠารากŠอโรคพืช จึงทำใหšแบคทีเรียใชšสารอาหารบางชนิดไปอยŠางรวดเร็ว  อีกทั้งแบคทีเรียมีการแยŠงใชš

องคŤประกอบสำคัญบางอยŠางในดิน เชŠน ธาตุเหล็กที่เปŨนองคŤประกอบสำคัญที่พบไดšทั่วไปในดิน มักพบใน

รูปที่ไมŠละลายน้ำ แบคทีเรียสามารถผลิตสารไซเดอรŤโรฟอรŤ (siderophores) ที่สามารถจับกับไอออนของ

ธาตุเหล็กและดูดซึมเขšาสูŠเซลลŤไดš ทำใหšรากŠอโรคพืชขาดธาตุเหล็กที่ใชšในการเจริญเติบโต (Chet และคณะ

, 1990) 

2. ภาวะหลั่งสารยับยั้งการเจริญ (antibiosis) 

ภาวะหลั ่งสารยับยั้งการเจริญมีบทบาทสำคัญในการยับยั ้งโรคในแบคทีเรียบางสายพันธุŤ 

โดยแบคทีเรียจะผลิตสารปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียŤกŠอโรคออกมา (Chet และคณะ, 1990) เชŠน 

การย ับย ั ้ ง  Rhizoctonia solani ในด ินดšวยการใช š เกลดาโนไมซ ิน (geldanomycin) ท ี ่ผล ิตจาก 

Streptomyces hygroscopicus (Rothrock และ Gottlieb, 1984) 

3. ภาวะปรสิตและการยŠอยสลาย (parasitism and lysis) 

จุลินทรียŤที่สามารถยŠอยสลายสิ่งมีชีวิตอื่นไดšมีอยูŠทั ่วไปในระบบนิเวศ   จุลินทรียŤเหลŠานี้มี

บทบาทสำคัญในดšานความสมดุลทางจุลชีววิทยาในดิน และยังเปŨนเครื่องมือที่มีประสิทธิภาพในการ

ควบคุมทางชีวภาพ (Henis และ Chet, 1975)   ผนังเซลลŤของราหลายสายพันธุŤประกอบไปดšวยไคติน 

(chitin) แบคทีเรียจะผลิตเอนไซมŤบางชนิดที ่มีสมบัติในการยŠอยสลายผนังเซลลŤของรา (cell wall 

digesting enzyme) หรือเอนไซมŤที่สามารถไฮโดรไลซŤซับสเตรตที่เปŨนสŠวนประกอบของผนังเซลลŤของรา 

(hydrolytic enzyme) นำไปสู Šการสลายตัวของโครงสร šางของรา   เอนไซมŤเหลŠานี ้ เชŠน ไคทิเนส 
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(chitinase), กลูแคเนส (glucanase) และโปรต ีเอส (protease) เป Ũนต šน (Chet และคณะ, 1990; 

Rahman และคณะ, 2018) 

4. การชักนำใหšเกิดความตšานทานโรค (induced host resistance) 

เปŨนการชักนำใหšพืชเกิดความตšานทานทางสรีรวิทยา เพื่อเพิ่มความสามารถในการปŜองกัน

โรคพืช โดยพืชจะไดšรับการกระตุšนจากสิ่งเรšาในสิ่งแวดลšอม โดยสารหรือจุลินทรียŤบางชนิด แลšวทำใหšเกิด

การกระตุšนเพื่อเพิ่มความทนทานตŠอการติดโรคพืชทางอšอมไดš   การกระตุšนภูมิคุšมกันมี 2 ประเภท ไดšแกŠ 

systemic acquired resistance (SAR) ที ่ถ ูกกระตุ šนดšวยจุลินทรีย Ťก Šอโรค และ induced systemic 

resistance (ISR) ที่ถูกกระตุšนดšวยจุลินทรียŤไมŠกŠอโรค (Singh, 2014) 

 

ปŦจจัยที่มีผลตŠอการควบคุมทางชีวภาพ 

1. แหลŠงคารŤบอน 

คารŤบอนมีบทบาททั้งในดšานการสังเคราะหŤทางชีวภาพและดšานการสรšางพลังงานในสื่งมีช ีวิต   

การศึกษาเกี่ยวกับผลของแหลŠงคารŤบอนที่มีตŠอการเจริญของ Pantoea agglomerans สายพันธุŤ CPA-2 

ของ Costa และคณะ (2002) โดยมีแหลŠงคารŤบอนทั้งหมด 9 ชนิด ไดšแกŠ กลูโคส, ฟรุกโทส, กาแลคโทส, 

มอลโทส, ซูโครส, แลคโทส, ทรีฮาโลส, แปŜงที่ละลายน้ำไดš, และเด็กซŤทริน พบวŠาฟรุกโทส, ซูโครส, ทรี

ฮาโลส, และมอลโทสเปŨนแหลŠงคารŤบอนท่ีดี โดยใหšปริมาณเซลลŤอยูŠที่ 5.1-5.5×109 cfu/ml 

2. ความเปŨนกรดเบส 

จุลินทรียŤแตŠละชนิดมีภาวะความเปŨนกรดเบสที่เหมาะสมกับการเจริญแตกตŠางกัน   Abeyratne 

และ Deshappriya (2018) ไดšศึกษาชŠวงของความเปŨนกรดเบสที่มีผลตŠอการควบคุมทางชีวภาพของ 

Trichoderma sp. ตŠอ Fusarium sp. โดยศึกษาในชŠวงความเปŨนกรดเบสระหวŠาง 4, 5, 6, และ 7 พบวŠา

ในดินที่มีความเปŨนกรดเบสในชŠวง 4-5 เหมาะสำหรับการอยูŠรอดของ Trichoderma sp. ในดิน และ

ในชŠวงที่ความเปŨนกรดเบสเทŠากับ 6 เปŨนภาวะที่เหมาะสมสำหรับการสรšางสปอรŤและการผลิตสารยับยั้งรา

ตŠอ Fusarium sp. 

3. อุณหภูม ิ

อุณหภูมิมีผลตŠอการเจริญและกิจกรรมเมแทบลิซึมของจุลินทรียŤ   การศึกษาของ Zeinat และ

คณะ (2010) เกี่ยวกับการหาภาวะที่เหมาะสมตŠอการเพิ่มปริมาณชีวมวลที่ใชšเปŨนสารควบคุมทางชีวภาพ

ตŠอไสšเดือนฝอยที่ทำใหšเกิดโรครากปมในถั่วปากอšา โดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชšบŠม Serratia marcescens 

แ ล ะ  Pseudomonas fluorescens ต ั ้ ง แ ต Š  2 0 , 25 , 30, 35 แล ะ  4 0  อ ง ศ า เ ซล เ ซ ี ย ส  พบวŠ า 

S. marcescens และ P. fluorescens สามารถเจริญไดšในชŠวง 25-35 องศาเซลเซียส โดยเจริญไดšดีที่สุด

ที่ 30 องศาเซลเซียส และเจริญไดšนšอยลงท่ี 20 และ 40 องศาเซลเซียส 

4. อัตราการไดšรับออกซิเจน 

จุลินทรียŤแตŠละชนิดมีความตšองการออกซิเจนไมŠเทŠากัน   Zeinat และคณะ (2010) ยังศึกษา

เกี ่ยวกับอัตราการดูดซับออกซิเจนที ่ม ีผลตŠอปริมาณการผลิตชีวมวลของ S. marcescens และ 
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P. fluorescens โดยแปรผันรอบการเขยŠาที่ 80, 120 และ 160 รอบตŠอนาที พบวŠาที่ 120 และ 160 รอบ

ตŠอนาทีนั ้น S. marcescens และ P. fluorescens สามารถลดความหนาแนŠนประชากรของตัวอŠอน

ไสšเดือนฝอยไดšมากถึง 100 เปอรŤเซ็นตŤ โดย S. marcescens สามารถเจริญไดšดีที่สุดที่รอบการเขยŠา 160 

รอบตŠอนาที และ P. fluorescens สามารถเจริญไดšดีที่รอบการเขยŠา 120 รอบตŠอนาที 

 

มีงานวิจัยจำนวนหนึ่งที่พยายามยับยั้งการเจริญเติบโตของรา การติดเชื้อเพิ่ม รวมทั้งการทำใหš

ขšาวโพดมีความตšานทานการติดโรคใบไหมšแผลเล็ก เชŠน การใชš Pseudomonas fluorescens สายพันธุŤ 

PJ0210 ที่มีความสามารถยับยั้ง B. maydis ไดšดšวยกลไกการแยŠงสารอาหารที่จำเปŨน (Mohamed และ 

Caunter, 1995), การใชšโปรตีนที่ผลิตจาก Bacillus subtilis สายพันธุŤ N3 ที่สามารถยับยั้ง Bipolaris 

sp. ที่กŠอโรคใบไหมšแผลเล็กในขšาวโพดไดš 65% หรือปŜองกันการรุกรานของ Bipolaris sp. ไดšมากกวŠา 

89% (สุดารัตนŤ นุชวงษŤ, 2556) เปŨนตšน 

 

ในการทดลองครั้งนี้ จะคัดแยก B. maydis ที่กŠอโรคใบไหมšแผลเล็กจากใบขšาวโพด จากนั้นคšนหา

จุลินทรียŤปฏิปŦกษŤตŠอ B. maydis โดยจะใชšแบคทีเรียทั้งหมด 10 สายพันธุŤ ที่ไดšมาจากงานวิจัยกŠอนหนšานี้ 

ซึ่งแบคทีเรีย 8 สายพันธุŤคัดแยกมาจากตัวอยŠางดินในจังหวัดกาญจนบุรี และพบวŠามีประสิทธิภาพในการ

ควบคุมการเจริญของรากŠอโรคไดšหลายชนิด (คงยุทธ เลิศมงคลธรรม, 2549) และอีก 2 สายพันธุŤคัดแยก

มาจากน้ำทะเลบริเวณเกาะสีชัง และพบวŠาทั้ง 2 สายพันธุŤมีความสามารถในการยับยั้งรากŠอโรคไดšหลาย

ชนิด (ดรุณี จิวเจริญ, 2552)   ดังนั้นแบคทีเรียทั้ง 10 สายพันธุŤจึงเปŨนตัวเลือกที่นŠาสนใจและคาดวŠาจะมี

ความสามารถในการยับยั้ง B. maydis ไดš จึงนำมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งราดังกลŠาวและหา

ภาวะที่เหมาะสมสำหรับแบคทีเรียที่ใหšประสิทธิภาพการยับยั้ง B. maydis ไดšสูงสุด 

 

วัตถุประสงคŤของโครงการ 

งานวิจัยนี้มุŠงแยก Bipolaris maydis ที่กŠอโรคใบไหมšแผลเล็กในขšาวโพด จากนั้นหาแบคทีเรียที่มี

ความสามารถในการยับยั้ง B. maydis แลšวพิสูจนŤเอกลักษณŤของแบคทีเรีย และหาภาวะที่แบคทีเรีย

สามารถยับยั้งราไดšโดยมีประสิทธิภาพสูงสุด เพื่อนำไปพัฒนาตŠอเปŨนสารชีวภาพในการยับยั้งราที่กŠอโรค

แทนการใชšสารเคมี 

 

ประโยชนŤที่คาดวŠาจะไดšรับ 

1. ไดš Bipolaris maydis ที่กŠอโรคใบไหมšแผลเล็กในขšาวโพด 

2. ไดšแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยังยั้ง B. maydis ที่กŠอโรคใบไหมšแผลเล็กในขšาวโพด 

3. ทราบเอกลักษณŤของแบคทีเรีย 

4. ไดšภาวะที่เหมาะสมของแบคทีเรียในการผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้ง B. maydis ที่กŠอโรคใบไหมšแผล

เล็กในขšาวโพด  
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บทท่ี 2 
 

อุปกรณŤและเคมีภัณฑŤ 
 

2.1 อปุกรณŤที่ใชšในงานวิจัย 

1. กระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 5 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 

2. กลšองจุลทรรศนŤแบบใชšแสง (light microscope) รุŠน UNILUX-12 ของบริษัท Kyowa, Japan 

3. คอรŤกบอเรอรŤ (cork borer) ขนาดเสšนผŠานศูนยŤกลาง 6 มิลลิเมตร 

4. เครื่องแกšวของบริษัท Pyrex, USA 

5. เครื่องเขยŠา (shaker) รุŠน Innova 2100 ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA 

6. เครื่องชั่ง รุŠน PG2002-G ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

7. เครื่องตรวจสอบเจล BluPAD LED Transilluminator ของบริษัท BIO-HELIX, Taiwan 

8. เครื่องนึ่งอบฆŠาเชื้อ (autoclave) รุŠน ES-215 ของบริษัท TOMY Seiko, Japan 

9. เคร ื ่องป Ŧ ũนเหว ี ่ยงชน ิดต ั ้ งโต Ţะ (bench-top centrifuge) ร ุ Šน 200H ของบร ิษ ัท Hettich 

Zentrifugen, Germany 

10. เครื่องปŦũนเหวี่ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุŠน 1920 ของบริษัท Kubota, Japan 

11. เคร ื ่องป Ŧ ũนเหว ี ่ยงปร ับความเย ็น (refrigerated centrifuge) ร ุ Šน Allegra 25R ของบร ิษัท 

Beckman, German 

12. เครื่องผสมสาร (vortex-Genie2) รุŠน G506E ของบริษัท Scientific Industries instruments, 

USA 

13. เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุŠน MyCycler Thermal Cycler ของบริษัท 

Bio-Rad Laboratories, USA 

14. เคร ื ่ องว ัดความเป Ũนกรดเบส (pH meter)  ร ุ Š น  Cyberscan 2000 ของบร ิษ ัท Eutech 

Cybermetics, Singapore 

15. เครื ่องวัดคŠาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ Šน Genesys 20 ของบริษัท Thermo 

Scientific, USA 

16. เครื่องวัดคŠาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุŠน Spectronic 20 ของบริษัท Thermo 

Scientific, USA 

17. เ ค ร ื ่ อ ง ว ั ด ป ร ิ ม า ณ ส า ร พ ั น ธ ุ ก ร ร ม แ บ บ น า โ น ร ุ Š น  2 0 0 0  C ( NanoDrop 2000c 

spectrophotometer) ของบริษัท Thermo Scientific, USA 

18. จานเพาะเลี้ยง (petri dish) ขนาด 90X15 มิลลิเมตร ของบริษัท Hycon plastic, USA 
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19. ชุดกรองสารตัวอยŠางใหšปราศจากเชื้อขนาดความกวšางของรู 0.45 ไมครอน ของบริษัท Millipore, 

USA 

20. ตูšเขี่ยเชื้อแบบ laminar flow รุŠน J2-21 ของบริษัท ISSCO, USA 

21. ตู šแช Šแข ็ง (deep freeze) อุณหภูม ิ  -20 องศาเซลเซ ียส ร ุ Šน F0535 ของบร ิษ ัท Sanyo 

Electronic, Japan 

22. ตูšบŠมเชื้อ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany 

23. ตูšอบแหšง (hot air oven) ของบริษัท Memmert, Germany 

24. แผŠนกระดาษรอง (paper disc) ขนาด 6 มิลลิเมตร ของบริษัท Whatman, United Kingdom 

25. ไมโครปŗเปตตŤและทิปรุŠน P10, P20, P100, P200, P1000 มิลลิลิตร ของบริษัท Gilson, USA 

26. หลอดคิวเวตตŤ (cuvette) รุŠน Spectronic 401 ของบริษัท Milton Roy, USA 

 

2.2 เคมีภัณฑŤและชดุทดสอบสำเร็จรูป 

1. กรดอะซีติกเขšมขšน (glacial CH3COOH) ของบริษัท Merck, Germany 

2. โซเดียมคลอไรดŤ (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 

3. เปปโทน (peptone) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 

4. ผงสกัดจากยีสตŤ (yeast extract) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 

5. ผงวุšน (agar) ของบริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 

6. เมทานอล (methanol) ของบริษัท Merck, Germany 

7. สารละลาย dNTP ความเขšมขšน 10 มิลลิโมลารŤ ของบริษัท Siberian Enzyme, Russia 

8. สียšอมดีเอ็นเอความเขšมขšน 6 เทŠา (6X loading dye) ของบริษัท Thermo Scientific, USA 

9. อาหารสำเร็จรูป NB (Nutrient Broth) ของบริษัท Difco™, USA 

10. อาหารสำเร็จรูป PDB (Potato Dextrose Broth) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 

11. อาหารสำเร็จรูป TSB (Tryptic Soy Broth) ของบริษัท Difco™, USA 

12. เอธานอล (ethanol) ของบริษัท Merck, Germany 

13. 1Kb DNA Ladder ของบริษัท Thermo Scientific, USA 

14. GeneJET PCR Purification Kit ของบริษัท Thermo Scientific, USA  

15. GoTaq® Green Master Mix ของบริษัท Promega, USA 

16. PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kit ของบริษัท Geneaid Biotech, Taiwan 

17. SeaKem® LE Agarose ของบริษัท Bio Science Rockland, USA 

18. SERVA DNA stain G ของบริษัท Serva Electrophoresis GmbH, Germany 

19. Tris base (Tris(hydroxymethyl)aminomethane) (C4H11NO3) ของบริษัท Research 

Organics, USA 
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บทท่ี 3 

 

วิธีดำเนินการวิจัย 
 

3.1 จุลินทรียŤที่ใชšในงานวิจัย 

 3.1.1 แบคทีเรีย 

 นำแบคทีเรียทั้งหมด 10 สายพันธุ ŤจากคลังจุลินทรียŤ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรŤ 

จุฬาลงกรณŤมหาวิทยาลัย มาเลี ้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Luria-Bertani (LB) agar (ภาคผนวก ก1) บŠมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

 3.1.2 รากŠอโรคพืช 

แยก Bipolaris maydis จากใบขšาวโพดที่เปŨนโรค โดยตัดใบขšาวโพดบริเวณที่แสดงอาการของ

โรคดšวยใบมีดที่ปราศจากเชื ้อ จากนั ้นกำจัดเชื ้อบริเวณผิวดšานนอกดšวยการแชŠในสารละลาย 70% 

เอธานอล เปŨนระยะเวลา 2 นาที แลšวลšางดšวยน้ำกลั่นและซับใหšแหšงดšวยกระดาษซับที่ปราศจากเชื้อ  นำ

ใบที่เตรียมไดšไปวางลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื ้อ potato dextrose agar (PDA) (ภาคผนวก ก2) บŠมที่

อุณหภูมิหšองเปŨนระยะเวลา 6 วัน ภายใตšภาวะที่มีแสง (Zainab, 2016)  จากนั้นแยกเชื้อใหšบริสุทธิ์ แลšว

เก็บบนหลอดอาหารแข็งเอียง PDA 

พิสูจนŤเอกลักษณŤเบื้องตšนของรากŠอโรคและพิสูจนŤโรคตามขั้นตอนของ Koch's postulate โดย

เตรียมสารแขวนลอยของสปอรŤรากŠอโรคดšวยน้ำปลอดเชื้อที่มี 1% tween 80   นำใบขšาวโพดที่ไมŠเปŨนโรค

มาทำความสะอาดผิวใบดšวย 70% เอธานอล ผึ่งใหšแหšง แลšวนำสารแขวนลอยสปอรŤราที่เตรียมไวšมาหยด

ลงบนใบขšาวโพดที่ทำความสะอาดแลšว ใชšสำลีถูใหšทั่วบริเวณผิวใบ  สำหรับชุดควบคุมใชšน้ำกลั่นปลอดเชื้อ

แทนสารแขวนลอยสปอรŤของรา  บŠมใบขšาวโพดในถุงพลาสติกที่มีกระดาษชุบน้ำเพื่อใหšความชื้น  มัดปาก

ถุงหลวม ๆ และวางไวšที่อุณหภูมิหšอง จนกระทั่งสังเกตเห็นการเกิดอาการของโรคบนใบขšาวโพด   แยกรา

จากใบขšาวโพดที่เปŨนโรค แลšวตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และภายใตš

กลšองจุลทรรศนŤ 

 เลี้ยงราโดยวางชิ้นวุšน (agar plug) ของราที่มีขนาด 6 มิลลิเมตร บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA บŠมที่ 

25 องศาเซลเซยีส เปŨนระยะเวลา 10 วัน 

 

3.2 การทดสอบประสิทธิภาพในการยับย้ังรา 

 3.2.1 การทดสอบโดยใชšเทคนิคการขดีเชื้อ 

เลี้ยงแบคทีเรียในขšอ 3.1.1 รŠวมกับรา B. maydis ที่แยกไดšจากขšอ 3.1.2 บนอาหาร PDA โดย

วางชิ้นวุšนของรา ขนาดเสšนผŠานศูนยŤกลาง 6 มิลลิเมตร ลงบนดšานหนึ่งของจานอาหาร PDA  สŠวนอีกดšาน

หนึ่งขีดแบคทีเรียของแตŠละสายพันธุŤ  สำหรับชุดควบคุมวางเฉพาะชิ้นวุšนของรา โดยไมŠขีดแบคทีเรีย แตŠ
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ขีดน้ำกลั่นปลอดเชื้อแทนแบคทีเรีย   บŠมจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปŨนระยะเวลา 

14 วัน จนกระทั่งราปกคลุมทั่วผิวอาหารในชุดควบคุม ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ (Cheffi และคณะ, 2019)   

จากนั้นวัดขนาดเสšนผŠานศูนยŤกลางการเจริญของรา และนำไปคำนวณเปอรŤเซ็นตŤการยับยั้งจากสูตรตŠอไปนี้ 

(Erdogan และ Benlioglu, 2010) 

 

เปอรŤเซน็ตŤการยับยั้ง = ቆ
เสšนผŠานศูนยŤกลางของราในชุดควบคุม (มม. ) −  เสšนผŠานศูนยŤกลางของราในชุดทดลอง (มม. )

เสšนผŠานศูนยŤกลางของราในชุดควบคุม (มม. )
ቇ × 100 

 

 3.2.2 การทดสอบโดยใชšเทคนิคการผสมน้ำเลี้ยงเชื้อในอาหาร 

การทดสอบความสามารถในการยับยั้งราดšวยการผสมน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลŤ (cell free 

supernatant) เลี้ยงแบคทีเรีย 3 สายพันธุŤซึ่งมีเปอรŤเซ็นตŤการยับยั้งสูงสุด โดยลงเชื้อ 1 ลูปในอาหารเหลว 

LB (ภาคผนวก ก3) 100 มิลลิลิตร บŠมที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบตŠอนาที เปŨนเวลา 24 

ชั่วโมง จากนั้นวัดคŠาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรใหšไดš 0.5  นำมาลงเชื้อ 1% ใน

อาหารเหลว LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บŠมที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบตŠอนาที เปŨน

เวลา 18 ชั่วโมง  นำไปปŦũนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตŠอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 

10 นาที  จากนั ้นนำสŠวนใสของน้ำเลี ้ยงเชื้อแบคทีเรียไปกรองเซลลŤ โดยใชšชุดกรองสารตัวอยŠางใหš

ปราศจากเชื้อ Millipore filter ขนาดความกวšางรู 0.45 ไมครอน  แลšวนำสŠวนใสปราศจากเซลลŤที่ไดšไป

ผสมกับ 2XPDA ที่มีความเขšมขšนเปŨนสองเทŠา (ภาคผนวก ก4) ที ่หลอมเหลวไวšที่อุณหภูมิ 55 องศา

เซลเซียส ในอัตราสŠวน 1:1  แลšวเทลงในจานเลี้ยงเชื้อ ตั้งไวšใหšอาหารแข็ง   วางชิ้นวุšนของ B. maydis ที่

กลางจานเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไดš   สำหรับชุดควบคุมวางเฉพาะชิ้นวุšนของราลงบนจานอาหารแข็ง PDA ที่ไมŠ

มีน้ำเลี้ยงแบคทีเรีย แตŠใสŠอาหารเหลว LB ปลอดเชื้อแทน   บŠมจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส จนกระทั่งราปกคลุมทั่วผิวอาหารในชุดควบคุม ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ (สุดารัตนŤ นุชวงษŤ, 2556)   

จากนั้นวัดขนาดเสšนผŠานศูนยŤกลางการเจริญของรา และนำไปคำนวณเปอรŤเซ็นตŤการยับยั้งจากสูตรขšางตšน 

 

3.3 การพิสูจนŤเอกลักษณŤของแบคทีเรีย 

3.3.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

สังเกตลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง LB โดยเลี้ยงแบคทีเรียที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨน

ระยะเวลา 24 ชั่วโมง, ทดสอบสมบัติการยšอมติดสีแกรม (Gram stain) 

3.3.2 การศึกษาดšวยวิธีการทางชีววิทยาระดับโมเลกุล 

ทดสอบระดับชีววิทยาโมเลกุล โดยการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดŤบริเวณ 16S rDNA ที่ไดš

จากปฏิกิริยาลูกโซŠพอลิเมอเรสโดยใชšไพรเมอรŤมาตรฐาน 9F และ 1510R เทียบกับฐานขšอมูล 
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3.3.2.1 เตรียมดีเอ็นเอแมŠแบบของแบคทีเรีย 

สกัดดีเอ็นเอแมŠแบบของแบคทีเรียโดยใชšสารละลายและวิธีดำเนินการของชุดสกัดดีเอ็นเอ 

PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kit (Geneaid Biotech, Taiwan) ดังนี้ เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเลี ้ยง

เชื้อเหลว LB บŠมที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบตŠอนาที เปŨนเวลา 24 ชั่วโมง  นำแบคทีเรีย

ปริมาตรรวม 3 มิลลิลิตร นำไปปŦũนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตŠอนาที เปŨนเวลา 1 นาที  ดูดสŠวน

ใสดšานบนทิ้ง แลšวเติมสารละลาย Gram positive bacteria buffer ที่เติม Lysozyme แลšว ปริมาตร 

200 ไมโครลิตร ลงในตะกอนเซลลŤของแบคทีเรีย  บŠมที่ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 30 นาที โดยผสม

สารละลายทุก ๆ 10 นาที   เติม 20 ไมโครลิตรของ Proteinase K แลšวผสมใหšเขšากัน และบŠมที่ 60 องศา

เซลเซียส เปŨนเวลาประมาณ 10 นาที โดยผสมสารละลายทุก ๆ 3 นาที  จากนั้นเติม GB buffer ปริมาตร 

200 ไมโครลิตร ผสมสารละลายใหšเขšากัน และนำไปบŠมที่ 70 องศาเซลเซียส เปŨนเวลาประมาณ 10 นาที 

โดยผสมสารละลายทุก ๆ 3 นาที  จากนั้นเติม RNase A ปริมาตร 5 ไมโครลิตร บŠมที่อุณหภูมิหšอง เปŨน

เวลา 5 นาที   เติม 100% เอธานอล ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และผสมสารใหšเขšากัน  เทสารละลาย

ทั้งหมดลงใน GD column และปŦũนเหวี่ยงทีค่วามเร็วรอบ 14,000 รอบตŠอนาที เปŨนเวลา 2 นาที  จากนั้น

เปลี่ยน collection tube  แลšวเติมสารละลาย W1 buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และปŦũนเหวี่ยงท่ี 

14,000 รอบตŠอนาที เปŨนเวลา 30 วินาที  ทิ้งสารละลายที่ผŠานคอลัมนŤ และเติม 600 ไมโครลิตรของ 

Wash buffer ที่เติมเอธานอลแลšว  จากนั้นปŦũนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตŠอนาที เปŨนเวลา 30 

วินาที  ทิ้งสารละลาย และปŦũนเหวี่ยงคอลัมนŤที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตŠอนาที เปŨนเวลา 3 นาที  ยšาย

คอลัมนŤไปใสŠในหลอดไมโครเซนตริฟŗวจŤขนาด 1.5 มิลลิลิตร  เติมสารละลาย Elution buffer ที่อุ Šนไวš 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  ตั้งไวš 3 นาททีี่อุณหภูมิหšอง แลšวปŦũนเหวี่ยงท่ี 14,000 รอบตŠอนาที เปŨนเวลา 30 

วินาที  จากนั้นเก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ไดšที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

3.3.3.2 ทำปฏิกิริยาลูกโซŠพอลิเมอเรส 

ใชšดีเอ็นเอแมŠแบบของแบคทีเรียที่ไดšจากขšอ 3.3.2.1 มาทำปฏิกิริยาลูกโซŠพอลิเมอเรส โดยใชš 

GoTaq® Green Master Mix (Promega, USA) ดังนี ้

2X GoTaq® Green Master Mix    25 ไมโครลิตร 

 10 µM 9F ไพรเมอรŤ     1.0 ไมโครลิตร 

 10 µM 1510R ไพรเมอรŤ     1.0 ไมโครลิตร 

 ดีเอ็นเอแมŠแบบ      5.0 ไมโครลิตร 

 Nuclease-Free Water     18 ไมโครลิตร 
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หลังจากนั้นนำไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ดšวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยตั้ง

โปรแกรมที่กำหนดดังนี ้(Kaewklom และคณะ, 2014) 

 Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 5 นาที 

 Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 1 นาที 

 Annealing  ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 3 นาที  30 รอบ 

 Extension  ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 3 นาที 

 Final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 10 นาท ี

 

3.3.3.3 ทำอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 

นำผลิตภัณฑŤที่ไดšจากปฏิกิริยาลูกโซŠพอลิเมอเรสจาก 3.3.3.2 มาทำอิเล็กโทรโฟเรซิส โดยเตรียม 

1% อะกาโรสเจลที่ผสม SERVA DNA stain G ดšวยบัฟเฟอรŤ 1X Tris-acetate (TAE) (ภาคผนวก ข1)  

แลšวนำเจลไปวางในเครื่องทำอิเล็กโทรโฟเรซิสที่มีบัฟเฟอรŤ 1X TAE  จากนั้นโหลดผลิตภัณฑŤดีเอ็นเอที่ไดš

จากข šอ 3.3.3.2 และด ี เอ ็น เอมาตรฐาน 1Kb DNA Ladder (Thermo Scientific,  USA)  แล šว ใหš

กระแสไฟฟŜาความตŠางศักยŤ 100 โวลตŤ ประมาณ 30 นาที หรือจนกวŠาแถบสีเคลื่อนไปจนเกือบตกจากเจล   

นำเจลไปสŠองภายใตš UV ดšวยเครื่องตรวจสอบเจล BluPAD และตรวจสอบขนาดและคุณภาพของดีเอ็นเอ

เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 

 

3.3.3.4 ทำบริสุทธิ์ผลิตภัณฑŤที่ไดšจากปฏิกิริยาลูกโซŠพอลิเมอเรส 

 นำผลิตภัณฑŤที่ไดšจากปฏิกิริยาลูกโซŠพอลิเมอเรสมาทำบริสุทธิ์โดยใชšสารละลายและวิธีดำเนินการ

ของช ุดสำหร ับทำบร ิส ุทธ ิ ์ด ี เอ ็นเอ Thermo Scientific GeneJET PCR Purification Kit (Thermo 

Scientific, USA)  โดยนำผลิตภัณฑŤที ่ไดšจากปฏิกิร ิยาลูกโซŠพอลิเมอเรสมาเติม Binding bufer ใน

อัตราสŠวน 1:1 และผสมใหšเขšากัน  นำสารละลายผสมที่ไดšปริมาตร 800 ไมโครลิตร ใสŠลงใน GeneJet 

purification column ปŦũนเหวี่ยงท่ี 14,000 รอบตŠอนาที เปŨนเวลา 60 วินาที ทิ้งสารละลายที่ผŠานคอลัมนŤ  

แลšวเติม Wash buffer ที่เติมเอธานอลแลšว ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ลงในคอลัมนŤ  ปŦũนเหวี่ยงที่ 14,000 

รอบตŠอนาที เปŨนเวลา 60 วินาที และทิ้งสารละลายที่ผŠานคอลัมนŤ  แลšวยšายคอลัมนŤไปใสŠหลอดไมโครเซน

ตริฟŗวจŤขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Elution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และปŦũนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบ

ตŠอนาที เปŨนเวลา 1 นาท ี เก็บสารละลายที่ไดšที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลลเซียส และตรวจสอบคุณภาพและ

ความบริสุทธิ์โดยการทำเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 

 

3.3.3.5 วิเคราะหŤลำดับนิวคลีโอไทดŤ 

 สŠงชิ้นสŠวนดีเอ็นเอที่ทำบริสุทธิ์ไดšจากขšอ 3.3.3.4 ไปหาลำดับนิวคลีโอไทดŤ โดยใชšบริการของ

บริษัท ATGC (ประเทศไทย) เปรียบเทียบขšอมูลลำดับนิวคลีโอไทดŤบริเวณ 16S rDNA จากฐานขšอมูล 

Genbank ดšวยโปรแกรม BLASTN 
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3.4 การหาภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับการผลิตสารยับย้ังรา 

 เลี้ยงแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงที่สุดใน LB บŠมที่ 37 องศาเซลเซยีส ความเร็วรอบ 

200 รอบตŠอนาที เปŨนเวลา 24 ชั่วโมง ปŦũนเหวี่ยงตกตะกอนเซลลŤที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 8.000 

รอบตŠอนาที เปŨนเวลา 10 นาที เทน้ำเลี้ยงเชื้อออกใหšเหลือแตŠตะกอนเซลลŤ ลšางดšวยน้ำปราศจากไอออนที่

ปราศจากเชื้อ ปŦũนเหวี่ยงตกตะกอนเซลลŤที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 8.000 รอบตŠอนาที เปŨนเวลา 

10 นาที ลšางตะกอนเซลลŤทั้งหมด 2 ครั้ง นำเซลลŤที่ผŠานการลšางมาแขวนลอยในน้ำปราศจากไอออนท่ี

ปราศจากเชื้อ วัดคŠาความดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ใหšไดš 0.5 (Sowanpreecha และ

คณะ, 2018) 

3.4.1 ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 ลงเชื ้อ 1% ในอาหารเลี ้ยงเชื ้อ 3 ชนิด ไดšแกŠ Nutrient Broth (NB) (ภาคผนวก ก4), Luria 

Bertani (LB) และ Tryptic Soy Broth (TSB) (ภาคผนวก ก5) ที ่คŠาความเปŨนกรดเบสเทŠากับ 7 บŠมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบตŠอนาที เปŨนเวลา 24 ชั ่วโมง  แลšวทดสอบ

ประสิทธิภาพการยับยั ้ง B. maydis โดยใชšวิธีผสมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อตามขšอ 3.2.2 ทำการทดสอบ

ทั้งหมด 3 ซ้ำ (Sowanpreecha และคณะ, 2018) 

 3.4.2 ผลของความเปŨนกรดเบส 

 ลงเชื้อ 1% ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดšจากขšอ 3.4.1 ที่คŠาความเปŨนกรดเบสเทŠากับ 6, 7, 8 และ 9 

บŠมที ่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบตŠอนาที เปŨนเวลา 24 ชั ่วโมง ทดสอบ

ประสิทธิภาพการยับยั ้ง B. maydis โดยใชšวิธีผสมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อตามขšอ 3.2.2 ทำการทดสอบ

ทั้งหมด 3 ซ้ำ (Sowanpreecha และคณะ, 2018) 

 3.4.3 ผลของอุณหภูมิ 

 ลงเชื้อ 1% ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดšจากขšอ 3.4.1 ที่คŠาความเปŨนกรดเบสที่ไดšจากขšอ 3.4.2 บŠมท่ี

อุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบตŠอนาที เปŨนเวลา 24 ชั่วโมง ทดสอบ

ประสิทธิภาพการยับยั ้ง B. maydis โดยใชšวิธีผสมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อตามขšอ 3.2.2 ทำการทดสอบ

ทั้งหมด 3 ซ้ำ (Sowanpreecha และคณะ, 2018) 

 3.4.4 ผลของระยะเวลา 

 ลงเชื้อ 1% ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดšจากขšอ 3.4.1 ที่คŠาความเปŨนกรดเบสที่ไดšจากขšอ 3.4.2 บŠมท่ี

อุณหภูมิที่ไดšจากขšอ 3.4.3 เปŨนระยะเวลา 24 ชั่วโมง เก็บตัวอยŠางทุก ๆ 3 ชัว่โมง ติดตามการเจริญโดยวัด

คŠาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้ง B. maydis โดยใชšวิธี

ผสมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อตามขšอ 2.4.2 ทำการทดสอบทั้งหมด 3 ซ้ำ (Sowanpreecha และคณะ, 2018) 
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บทท่ี 4 

 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การแยก Bipolaris maydis 

 จากการแยก B. maydis จากใบขšาวโพดที่เปŨนโรค พบวŠาโคโลนีของรามีสีเทาดำ (รูปที่ 4.1 A) 

ลักษณะเสšนใยมีผนังก้ันสีดำน้ำตาลเขšม คอนิเดียรูปทรงรียาวโคšงเล็กนšอย สีน้ำตาลอŠอน ดังรูปที่ 4.1 B ซึ่ง

เปŨนลักษณะทีค่ลšายกับของ B. maydis จึงไดšคัดเลือกโคโลนีใหšบริสุทธิ์บนอาหารแข็ง PDA 

   
รูป 4.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ B. maydis 

A) โคโลนีของ B. maydis และ B) ลักษณะเสšนใยและคอนิเดียของ B. maydis (400 เทŠา) 

 

4.2 การทดสอบประสิทธิภาพในการยับย้ัง Bipolaris maydis 

4.2.1 การทดสอบดšวยเทคนิคการขีดเชื้อ 

การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของราดšวยเทคนิคการขีดแบคทีเรีย 10 สายพันธุŤ 

ไดšแกŠ TU12-11, TW1-1ng, N1, N3, M10, M22, M23, M25, M26 และ M27 รŠวมกับ B. maydis บน

อาหารแข็ง PDA พบวŠาแบคทีเรียทุกสายพันธุŤมีความสามารถในการยับยั้ง B. maydis ดังแสดงในตารางท่ี 

4.1   นอกจากนี้ยังสังเกตพบวŠาแบคทีเรียแตŠละสายพันธุŤสŠงผลตŠอลักษณะทางกายภาพของรา เชŠน สีของ

โคโลนีและการสรšางสปอรŤของราดšวย   ทั้งนี้สายพันธุŤ M22, M25 และ M27 มีความสามารถยับยั้งสูงสุด

สามลำดับแรก ซึ่งมีเปอรŤเซ็นตŤการยับยั้งเทŠากับ 24.77%, 18.84% และ 24.64% ตามลำดับ จึงคัดเลือก

แบคทีเรีย 3 สายพันธุŤนี้เพ่ือทำการทดลองในขั้นตŠอไป 

  

A B 
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ตารางที่ 4.1 ผลการยับยั้งการเจริญของ B. maydis ดšวยแบคทีเรีย 10 สายพันธุŤ 

แบคทีเรีย เปอรŤเซ็นตŤการยับยั้ง (%) การเจริญของราและแบคทีเรีย 

ชุดควบคุม 0 

 

TU12-11 2.90±0.00 

 

TW1-1ng 0.78±0.00 

 

N1 0.72± 1.06 

 

N3 14.49±0.00 

 

M10 0.92± 5.66 
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แบคทีเรีย เปอรŤเซ็นตŤการยับยั้ง (%) การเจริญของราและแบคทีเรีย 

M22 24.77±0.00 

 

M23 1.45±0.00 

 

M25 18.84±0.00 

 

M26 7.25±0.00 

 

M27 24.64±0.00 
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4.2.2 การทดสอบดšวยเทคนิคการผสมน้ำเลี้ยงเชื้อในอาหาร 

 การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั ้งการเจริญของราดšวยเทคนิคการผสมน้ำเลี ้ยงเชื้อของ

แบคทีเรีย 3 สายพันธุŤ ไดšแกŠ M22, M25 และ M27 กับ PDA หลอมเหลว จากนั้นเลี้ยง B. maydis บน

อาหารที่ผสมน้ำเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรียแตŠละสายพันธุŤ พบวŠาน้ำเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุŤมี

ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ B. maydis ดังแสดงในตารางที่ 4.2  โดยสายพันธุŤ M22 มี

ความสามารถในการยับยั้งสูงสุด มีเปอรŤเซ็นตŤการยับยั้งเทŠากับ 92.84% จึงคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุŤนี้

ไปทำการทดลองในขั้นตŠอไป 

 

ตารางที่ 4.2 ผลการยับยั้งการเจริญของ B. maydis ดšวยน้ำเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียสายพนัธุŤ M22, M25 และ M27 

แบคทีเรีย เปอรŤเซ็นตŤการยับยั้ง (%) การเจริญของรา 

ชุดควบคุม 0 

 

M22 92.84±0.00 

 

M25 68.54±9.12 

 

M27 62.91±11.85 
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4.3 การพิสูจนŤเอกลักษณŤของแบคทีเรีย 

 4.3.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

 จากการศึกษาลักษณะของแบคทีเรียสายพันธุ Ť M22 โดยยšอมสีแกรม และตรวจสอบลักษณะ

ภายใตšกลšองจุลทรรศนŤ พบวŠาเปŨนแบคทีเรียแกรมบวก  ลักษณะรูปรŠางเปŨนแทŠง ดังรูปที่ 4.2 

   
รูปที่ 4.2 ลักษณะของแบคทีเรียสายพันธุŤ M22 ภายใตšกลšองจุลทรรศนŤ กำลังขยาย 1,000 เทŠา 

 

 4.3.2 การศึกษาดšวยวิธีการทางชีววิทยาระดับโมเลกุล 

 จากการนำดีเอ็นเอที ่สกัดไดšโดยใชšชุดสกัดดีเอ็นเอ PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kit ไปทำ

ปฏิกิริยาลูกโซŠโพลิเมอเรสดšวยไพรเมอรŤมาตรฐาน 9F และ 1510R  แลšวทำอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส

ไดšผลดังรูปที ่ 4.3 ซึ่งพบวŠาผลิตภัณฑŤที่ไดšมีขนาดประมาณ 1,000 คูŠเบส   จากนั้นนำผลิตภัณฑŤจาก

ปฏิกิริยาลูกโซŠพอลิเมอเรสที่สกัดไดšไปทำใหšบริสุทธิ์ดšวยชุดสำหรับทำบริสุทธิ์ดีเอ็นเอ GeneJET PCR 

Purification kit และตรวจสอบดšวยการทำอีเล็กโทรโฟเรซิส  แลšวสŠงผลิตภัณฑŤดีเอ็นเอที่ผŠานการทำใหš

บริสุทธิ์แลšวไปหาลำดับนิวคลีโอไทดŤ   จากผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดŤบริเวณ 16S rDNA เทียบ

กับฐานขšอมูล ไดšผลดังแสดงไวšในภาคผนวก ค. ซึ่งพบวŠาแบคทีเรียสายพันธุŤ M22 มีความเหมือน 100% 

กับ Bacillus subtilis สายพันธุŤ CAB 1111 (KJ194590.1) 

 

       
รูปที่ 4.3 ผลิตภัณฑŤจากปฏิกิริยาลูกโซŠพอลิเมอเรสบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียสายพันธุŤ M22 

เปรียบเทียบกับ 1kb DNA Ladder (ซšาย) 

 

  

M22 
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4.4 การหาภาวะที่เหมาะสมสำหรับการผลิตสารยับย้ังรา 

 4.4.1 ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 จากการผสมน้ำเลี้ยงเชื้อของ B. subtilis สายพันธุŤ M22 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 ชนิด ไดšแกŠ 

Nutrient Broth (NB), Luria Bertani (LB) และ Tryptic Soy Broth (TSB)   พบวŠาน้ำเลี้ยงเชื้อทั้งสาม

ชนิดมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ B. maydis ดังแสดงในตารางที่ 4.3 ซึ่งอาหารเลี้ยงเชื้อ LB 

แสดงผลการยับยั้งราดีท่ีสุด โดยมีเปอรŤเซ็นการยับยั้งเทŠากับ 92.84±0.00% 

 

ตารางที่ 4.3 ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อตŠอการยับยั้งการเจริญของ B. maydis 

อาหารเลี้ยงเชื้อ การเจริญของรา เปอรŤเซ็นตŤการยับยั้ง (%) 

NB 

ชุดควบคุม 

 13.48±0.00 

ชุดทดสอบ 

 

LB 

ชุดควบคุม 

 92.84±0.00 

ชุดทดสอบ 
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อาหารเลี้ยงเชื้อ การเจริญของรา เปอรŤเซ็นตŤการยับยั้ง (%) 

TSB 

ชุดควบคุม 

 85.59±1.77 

ชุดทดสอบ 

 
 

 เนื่องจากสถานการณŤโควิด-19 ทำใหšไมŠไดšทดสอบผลของความเปŨนกรดเบส  ผลของอุณหภูมิ และ

ผลของระยะเวลาที่ใชšบŠมตŠอการยับยั้งการเจริญของ B. maydis 
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บทท่ี 5 

 

สรุปและวิจารณŤผลการทดลอง 
 

 จากการแยกรา Bipolaris maydis ที่กŠอโรคใบไหมšแผลเล็กในขšาวโพดจากใบขšาวโพดที่มีการ

แสดงอาการของโรคบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA หลังจากบŠมเปŨนระยะเวลา 7 วัน พบวŠามีราที่มีลักษณะ

โคโลนีสีเทาดำ ซึ่งเปŨนลักษณะของ B. maydis จึงนำมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตšกลšอง

จุลทรรศนŤที่กำลังขยาย 400 เทŠา พบวŠาราชนิดนี้มีเสšนใยที่มีผนังกั้นสีดำน้ำตาลเขšม คอนิเดียรูปทรงรียาว

โคšงเล็กนšอย สีน้ำตาลอŠอน ซึ่งเปŨนลักษณะที่คลšายกับรา B. maydis จึงคัดเลือกโคโลนีที่ตšองการ และ

นำมาแยกใหšบริสุทธิ์บนอาหาร PDA 

 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งราของแบคทีเรีย 10 สายพันธุŤที่ไดšจากงานวิจัยกŠอนหนšา

ดšวยเทคนิคการขีดแบคทีเรียลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA รŠวมกับรากŠอโรค พบวŠาแบคทีเรียทั้ง 10 สายพันธุŤ

แสดงความสามารถในการยับยั้งรากŠอโรค โดยมีสายพันธุŤ M22, M27 และ M25 ที่แสดงความสามารถใน

การยับยั ้งสูงที ่ส ุด โดยมีเปอรŤเซ็นตŤการยับยั ้งเทŠากับ 24.77%, 24.64% และ 18.84% ตามลำดับ   

นอกจากนี้ยังพบวŠาแบคทีเรียแตŠละสายพันธุŤสŠงผลตŠอลักษณะทางกายภาพของรา ซึ่งไดšแกŠ สีของโคโลนี

และการสรšางสปอรŤของราดšวย   จากความสามารถในการยับยั้งรา จึงคัดเลือกสายพันธุŤ M22, M25 และ 

M27 ซึ่งมีความสามารถในการยับยั้งสูงสุดสามลำดับแรกมาทำการทดลองในขั้นตŠอไป 

 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งราของแบคทีเรีย 3 สายพันธุŤ ไดšแกŠ M22, M25 และ M27 

ดšวยเทคนิคการผสมน้ำเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรียในอาหารแข็ง PDA พบวŠาแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุŤ มี

ความสามารถในการยับยั ้งรากŠอโรค โดยมีเปอรŤเซ็นตŤการยับยั้งเทŠากับ 92.84%, 68.54±9.12% และ 

62.91±11.85% ตามลำดับ จึงคัดเลือกสายพันธุŤ M22 ซึ่งมีความสามารถในการยับยั้งราสูงที่สุด มาพิสูจนŤ

เอกลักษณŤของแบคทีเรียและทำการทดลองตŠอไป 

 การพิสูจนŤเอกลักษณŤของแบคทีเรียสายพันธุ Ť M22 ดšวยวิธีการทางสัณฐานวิทยาพบวŠาเปŨน

แบคทีเรียแกรมบวก มีรูปรŠางเปŨนแทŠง  เมื่อศึกษาดšวยวิธีการทางชีวโมเลกุลโดยการเปรียบเทียบลำดับ 

นิวคลีโอไทดŤพบวŠา แบคทีเรียสายพันธุŤ M22 มีความคลšายคลึง 100% กับแบคทีเรีย Bacillus subtilis 

สายพันธุŤ CAB 1111 (KJ19450.1) 

 การทดสอบหาภาวะที่เหมาะสมกับการผลิตสารยับยั้งราของ B. subtilis M22 โดยการแปรผัน

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อสองชนิด ไดšแกŠ Nutrient Broth (NB), Luria Bertani (LB) และ Tryptic Soy 

Broth (TSB) พบวŠาอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ใหšความสามารถในการยับยั้งสูงที่สุด โดยมีเปอรŤเซ็นตŤการยับยั้ง

เทŠากับ 92.84±0.00 จึงเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดนี้เพื่อใชšในการทดสอบตŠอไป  แตŠเนื่องดšวยสถานการณŤ

โควิด-19 จึงทำใหšไมŠไดšทดสอบผลของความเปŨนกรดเบส  ผลของอุณหภูมิ และผลของระยะเวลาที่ใชšบŠม
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ตŠอการยับยั้งการเจริญของ B. maydis ซึ่งการแปรผันปŦจจัยเหลŠานี้นŠาจะทำใหšไดšภาวะที่ทำใหšแบคทีเรีย

ผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีประสิทธภิาพในการยับยั้งราที่ดีข้ึน 

B. subtilis มีรายงานวŠาสามารถยับยั้ง B. maydis ไดš ตัวอยŠางเชŠน การศึกษาของ Yun-Feng 

และคณะ (2012) พบวŠา B. subtilis B47 ซึ ่งเปŨนเอนโดไฟตŤที ่แยกมาจากมะเขือเทศสามารถยับยั้ง 

B. maydis ไดš ซึ่งเมื่อนำน้ำเลี้ยงแบคทีเรียมาตกตะกอนดšวยกรด แลšวสกัดดšวยเมธานอล และทำบริสุทธิ์

โดยโครมาโทกราฟŘ จากนั้นวิเคราะหŤดšวย FT-IR และ MALDI-TOF-MS/MS CID พบวŠาสารออกฤทธิ์เปŨน 

iturin A2 ซึ่งเปŨนไซคลิกลิโพเพปไทดŤ   นอกจากนี้ยังมีรายงานการนำ B. subtilis ไปสรšางสูตรผสม แลšว

นำไปทดสอบการควบคุมโรคใบไหมšแผลเล็กในขšาวโพด ท้ังในระดับเรือนกระจกและในแปลงปลูก ซึ่งพบวŠา

สามารถควบคุมโรคไดšดี และยังสามารถสŠงเสริมการเจริญของขšาวโพดไดšอีกดšวย (Suriani และคณะ, 

2017)   จากการศึกษาของ Ding และคณะ (2017) พบวŠา B. subtilis DZSY21 ยับยั้ง B. maydis โดย

การผลิตสารตšานราพวกลิโพเพปไทดŤ และกระตุšนการตอบสนอง ISR ของขšาวโพดผŠานวิถีการสื่อสัญญาณ

ดšวยกรดซาลิไซลิกและกรดจัสโมนิก 

 จากผลการทดสอบทั้งหมดสามารถสรุปไดšวŠา B. subtilis M22 มีความสามารถในการยับยั้ง 

B. maydis ไดšในการทดสอบดšวยเทคนิคการขีดเชื้อแบคทีเรียรŠวมกับรากŠอโรคและการผสมน้ำเลี้ยงเชื้อลง

ในอาหาร   ทั้งนี้ ยังจำเปŨนตšองศึกษาเพิ่มเติมในดšานภาวะที่เหมาะสมในการสรšางสารยับยั้งรามากที่สุด 

เพื่อเปŨนแนวทางในการนำแบคทีเรียมาใชšเปŨนสารควบคุมทางชีวภาพตŠอโรคใบไหมšแผลเล็กที ่เกิดจาก 

B. maydis ตŠอไป 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. อาหารแข็ง Luria-Bertani (LB) 

ทริปโตน        10 กรัม 

สารสกัดจากยีสตŤ       5 กรัม 

โซเดียมคลอไรดŤ       10 กรัม 

ผงวุšน        15 กรัม 

 ผสมสŠวนผสมทั้งหมดตามลำดับในน้ำปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับคŠา pH ใหšเปŨน 7 ดšวย 

1 M โซเดียมไฮดรอกไซดŤ แลšวเติมน้ำปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเปŨน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่ง

ฆŠาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดŤตŠอตารางนิ้ว เปŨนเวลา 15 นาท ี

 

2. อาหารแข็ง Potato Dextrose (PDA) 

อาหารสำเร็จรูป PDB      24 กรัม 

ผงวุšน        15 กรัม 

ผสมสŠวนผสมทั้งหมดตามลำดับในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่งฆŠาเชื้อที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดันไอ 15 ปอนดŤตŠอตารางนิ้ว เปŨนเวลา 15 นาที 

 

3. อาหารเหลว Luria-Bertani (LB) 

ทริปโตน        10 กรัม 

สารสกัดจากยีสตŤ       5 กรัม 

โซเดียมคลอไรดŤ       10 กรัม 

ผสมสŠวนผสมทั้งหมดตามลำดับในน้ำปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับคŠา pH ใหšเปŨน 7 ดšวย 

1 M โซเดียมไฮดรอกไซดŤ แลšวเติมน้ำปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเปŨน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่ง

ฆŠาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดŤตŠอตารางนิ้ว เปŨนเวลา 15 นาท ี

 

4. อาหารเหลว Nutrient Broth (NB) 

อาหารสำเร็จรูป NB      8 กรัม 

ผสมสŠวนผสมในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆŠาเชื ้อที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซยีส ความดันไอ 15 ปอนดŤตŠอตารางนิ้ว เปŨนเวลา 15 นาที 

  



31 

 

6. อาหารเหลว Tryptic Soy Broth (TSB) 

อาหารสำเร็จรูป TSB      30 กรัม 

ผสมสŠวนผสมในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆŠาเชื ้อที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซยีส ความดันไอ 15 ปอนดŤตŠอตารางนิ้ว เปŨนเวลา 15 นาที  



32 

 

ภาคผนวก ข 

สารละลายและบฟัเฟอรŤ 

1. บัฟเฟอรŤ 50X TAE 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane    242 กรัม 

EDTA        18.61 กรัม 

กรดอะซีติกเขšมขšน      57.1 กรัม 

 ละลาย Tris(hydroxymethyl)aminomethane และ EDTA ในน้ำปลอดประจุปริมาตร 800 

มิลลิลิตร เติมกรดอะซีติกเขšมขšนผสมใหšเขšากัน และเติมน้ำปราศจากไอออนจนมีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

เตรียมบัฟเฟอรŤ 1X TAE โดยเจือจางบัฟเฟอรŤ 50X TAE ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในน้ำปลอดประจุ

ปริมาตร 990 มิลลิลิตร  
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ภาคผนวก ค 

ลำดับนวิคลีโอไทดŤ 

1. ผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดŤของแบคทีเรียสายพันธุŤ M22 

Bacillus subtilis strain CAB 1111 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 

Sequence ID: KJ194590.1 Length: 1086  

Range 1: 377 to 1042 

Core: 1230 bits(666), Expect: 0.0,  

Identities: 666/666 (100%), Gaps: 0/666 (0%), Strand : Plus/Plus 
 

Query  1     CGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGG  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  377   CGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGG  436 
 
Query  61    TACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  437   TACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC  496 
 
Query  121   AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGT  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  497   AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGT  556 
 
Query  181   GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGA  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  557   GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGA  616 
 
Query  241   GGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGG  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  617   GGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGG  676 
 
Query  301   CGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAG  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  677   CGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAG  736 
 
Query  361   GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCC  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  737   GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCC  796 
 
Query  421   GCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAC  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  797   GCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAC  856 
 
Query  481   TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  857   TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA  916 
 
Query  541   AGCAACGCGAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTC  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  917   AGCAACGCGAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTC  976 
 
Query  601   CCCTTCGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  977   CCCTTCGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT  1036 
 
Query  661   GGGTTA  666 
             |||||| 
Sbjct  1037  GGGTTA  1042 
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