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บทคัดยอ 

งานวิจัยนี้มุงหาแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้ง Marasmius sp. ที่กอโรคทะลายเนาใน

ปาลมน้ำมัน   โดยนำแบคทีเรีย 10 สายพันธุ มาทดสอบความสามารถในการยับยั ้งราดวยวิธี dual 

culture พบวาแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้ง Marasmius sp. ไดสูงท่ีสุดสามอันดับแรกคือ สาย

พันธุ M27, M25 และ M22 ซึ่งมีเปอรเซน็ตการยับยั้ง 22.34, 21.99 และ 19.86 % ตามลำดับ   ดังนั้นจึง

นำแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุไปทดสอบความสามารถของน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลในการยับยั้งรา ซึ่ง

พบวาน้ำเลี ้ยงเชื ้อที ่ปราศจากเซลลของแบคทีเรียสายพันธุ  M27 มีเปอรเซ็นตการยับยั ้ง 65.59%  

รองลงมาคือสายพันธุ M25 ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับยั้ง 62.37% และสายพันธุ M22 ซึ่งมีเปอรเซ็นตการ

ยับยั้ง 55.91%   จากนั้นนำแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ ไปทดสอบเพื่อหาภาวะที่เหมาะสมตอประสิทธิภาพ

ในการยับยั้งรา พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อที่ทำใหแบคทีเรียมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้ง Marasmius sp. 

คือ อาหาร LB โดยแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้งรามากที่สุดคือ สายพันธุ M27 โดยมีเปอรเซน็ต

การยับยั้งสูงถึง 65.59%, รองลงมาคือ สายพันธุ M25 ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับยั้งเทากับ 62.37% และสาย

พันธุ  M22 ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับยั้งเทากับ 55.91%   จากนั้นทดสอบเพื่อหา pH ของอาหาร LB ที่

เหมาะสมตอประสิทธิภาพในการยับยั้ง Marasmius sp. ซึ่งพบวาคา pH ของอาหาร LB เทากับ 7 ทำให

แบคทีเรียมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งรา โดยแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้งรามากที่สุดคอื 

สายพันธุ M27 ที่แสดงเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุดคือ 67.78%, รองลงมาคือ สายพันธุ M25 ท่ีมีเปอรเซ็นต

การยับยั้งเทากับ 62.23% และสายพันธุ M22 ที่มีเปอรเซ็นตการยับยั้งเทากับ 61.11%   งานวิจัยนี้ทำให

ทราบถึงความสามารถของแบคทีเรียทั้งสามสายพันธุในการยับยั้ง Marasmius sp. ที่กอโรคในตนปาลม

น้ำมัน และทราบถึงภาวะเบ้ืองตนที่สงเสริมความสามารถในการยับยั้งราของแบคทีเรีย ที่อาจนำไปปรับใช

เพ่ือการควบคุมราที่กอโรคในพืชไดตอไป 
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Abstract 

This research aimed to find bacteria that have ability to inhibit Marasmius sp. that 

causes Marasmius bunch rot in oil palm. Ten strains of bacteria were tested for their 

antifungal abilities using dual culture assay. The result found that top three bacteria that 

showed the highest antifungal ability against Marasmius sp. were strain M27, M25 and M22 

with percentage of inhibition at 22.34, 21.99 and 19.86%, respectively. Therefore, these 3 

bacterial strains were further evaluated for the antifungal activity using cell free 

supernatant. The result showed that the cell free supernatant of strain M27 gave the 

highest percentage of inhibition against Marasmius sp. at 65.59%, followed by strain M25 

with 62.37% and strain M22 with 55.91% inhibition. After that, suitable media and pH 

conditions for these 3 strains to yield effective inhibition against Marasmius sp. were 

tested. It was found that LB medium gave the highest antifungal activity for all tested 

strains with 65.59%, 62.37% and 55.91% inhibition by strain M27, M25 and M22, 

respectively. Then pH of LB medium was varied, and it was found that pH 7 showed the 

highest inhibition against Marasmius sp. with 67.78%, 62.23% and 61.11% inhibition by 

strain M27, M25 and M22, respectively. This research demonstrated the ability of the three 

bacterial strains to inhibit Marasmius sp. which causes disease in oil palm, and obtained 

basic conditions that enhance antifungal ability of bacteria which may be applied to 

control fungal plant pathogens. 
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กิตติกรรมประกาศ 

 โครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณนี้สำเร็จลุลวงไปไดดวยดีดวยความชวยเหลือ

อยางยิ่งจาก รองศาสตราจารย ดร.ปาหนัน เริงสำราญ อาจารยที่ปรึกษาโครงการฯ ที่กรุณาใหความรู 

คำปรึกษา คำแนะนำ ในการทำโครงการนี้ อีกทั้งยังกรุณาตรวจสอบและแกไขปรับปรุงโครงการฉบับนี้ให

สมบูรณมากขึ้น ซึ่งผูวิจัยขอกราบขอบพระคุณในความเมตตาของอาจารยเปนอยางสูงไว ณ ที่นี้ดวย 

 ขอขอบพระคุณคณาจารยและเจาหนาที่ทุกทานในภาควิชาจุลชีววิทยา ที่ใหความรู คำแนะนำ

ตาง ๆ ที่มีประโยชนตอโครงการ และอำนวยความสะดวกใหการวิจัยราบรื่นและเปนไปไดดวยด ี

 ขอขอบคุณพ่ี ๆ ในหองปฏิบัติการของ รองศาสตราจารย ดร.ปาหนัน เริงสำราญ ซึ ่งไดแก 

นางสาวสิริตา เสียมไหม นายสิรภพ ภูมิภูติกุล และนายอัษฎาวุธ แกลวกลา ที ่ใหความชวยเหลือ ให

คำแนะนำ คำปรึกษาชี้แนะแนวทางการดำเนินงานในการทำโครงการนี้ จนโครงการนี้สำเร็จไปไดดวยด ี

 ขอขอบคุณ นายธนพล กุลวัชวิมล นิสิตในหองปฏิบัติการของ รองศาสตราจารย ดร.ปาหนัน เริง

สำราญ ที่เปนเพื่อนคูคิด ใหคำปรึกษา ใหความชวยเหลือเปนอยางดี และรวมกันแกปญหา ตลอดการทำ

โครงการนี้   ขอขอบคุณ นางสาวพิลัมภา ตองออน หองปฏิบัติ 1904/14  นายทรงเกียรติ์ สุขมงคลชัย 

หองปฏิบัติ 1804/15  เพื ่อน ๆ ในหองปฏิบัติชั ้น 19 และหองปฏิบัติ 1704/13 1804/13 1804/16 

รวมถึงพี่ ๆ ปริญญาเอกและปริญญาโท และเพื่อน ๆ นิสิตปริญญาตรีในภาควิชาจุลชีววิทยาทุกคนที่

สนับสนุน และเปนกำลังใจในการทำโครงการนี้ใหสำเร็จลุลวงไปไดดวยด ี

 ขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา ครอบครัว รวมถึงกัลยาณมิตรทุกคน ที่คอยสนับสนุน และเปน

กำลังใจสำคัญในการทำโครงการ และสุดทายขอขอบคุณตนเองที่อดทน ตั้งใจศึกษาเลาเรียน และนำ

ความรูที่ไดรับจากภาควิชาจุลชีววิทยามาปรับใชในการดำเนินงานในการทำโครงการนี้ใหสำเร็จลุลวงได

อยางสมบูรณ 

  



จ 

สารบัญ 

 หนา 

หนาอนุมัติโครงการการเรียนการสอนเพ่ือเสริมประสบการณ ก 

บทคัดยอภาษาไทย ข 

บทคัดยอภาษาอังกฤษ ค 

กิตติกรรมประกาศ ง 

สารบัญ จ 

สารบัญรูป ฉ 

สารบัญตาราง ช 

บทที่ 1 บทนำ 1 

วัตถุประสงคการทดลอง 12 

บทที่ 2 เครื่องมือ, เคมีภัณฑ และลำดับนิวคลีโอไทด 13 

บทที่ 3 วิธีการทดลอง 15 

บทที่ 4 ผลการทดลอง 23 

บทที่ 5 สรุปและวิจารณผลการทดลอง 28 

เอกสารอางอิง 32 

ภาคผนวก ก สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 38 

ภาคผนวก ข สารละลายและบัฟเฟอร 40 

ภาคผนวก ค ความสามารถในการยับยั้ง Marasmius sp. โดยแบคทีเรีย 41 

  



ฉ 

สารบัญรูป 

 หนา 

รูปที่ 1: ภาพตัดขวางของผลปาลมน้ำมัน 1 

รูปที่ 2: สถิติสงออกน้ำมันปาลมตั้งแตป พ.ศ. 2560 ถึง 2561 4 

รูปที่ 3: ลักษณะอาการของทะลายปาลมน้ำมันที่เปนโรคทะลายเนา 6 

รูปที่ 4: กลไกการเหนี่ยวนำใหเกิดการตานทานของพืชดวยกลไก systemic acquired 

resistance (SAR) และ induce systemic resistance (ISR) 

9 

รูปที ่5: การทดสอบความสามารถในการยับยั้ง Marasmius sp. ดวยวิธ ีdual culture 16 

รูปที่ 6: การทดสอบความสามารถของน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลในการยับยั้งรา (cell free 

supernatant) 

17 

รูปที่ 7: การยับยั้ง Marasmius sp ดวยน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของสายพันธุ M27 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

24 

รูปที่ 8: การยับยั้ง Marasmius sp ดวยน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของสายพันธุ M25 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

24 

รูปที่ 9: การยับยั้ง Marasmius sp ดวยน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของสายพันธุ M22 

เปรียบเทียบกับชุดควบคมุ 

24 

  



ช 

สารบัญตาราง 

 หนา 

ตารางที ่1: คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งและเปอรเซ็นตการยับยั้ง Marasmius sp. 

โดยแบคทีเรียสายพันธุตาง ๆ ดวยวิธี dual culture 

23 

ตารางที ่2: คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งและเปอรเซ็นตการยับยั้ง Marasmius sp. 

โดยน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลลของแบคทีเรียสายพันธุ M27, M25 และ M22 

25 

ตารางที ่3: คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งและเปอรเซ็นตการยับยั้ง Marasmius sp. 

โดยน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของแบคทีเรียสายพันธุ M27, M25 และ M22 เมื่อเลี้ยง

ใน LB, NB และ TSB 

25 

ตารางที ่4: คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งและเปอรเซ็นตการยับยั้ง Marasmius sp. 

โดยน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของแบคทีเรียสายพันธุ M27, M25 และ M22 ในอาหาร 

LB ที่คา pH 6, 7 และ 8 

26 

  



1 

บทท่ี1 

บทนำ 

ปาลมน้ำมัน 

ปาลมน้ำมัน ซึ่งมีชื่อวิทยาศาสตร Elaeis guineensis Jacq. เปนพืชที่เหมาะกับภูมิประเทศที่มี

สภาพอากาศรอนชื้น มีปริมาณน้ำฝนกระจายตัวอยางสม่ำเสมอตลอดป เจริญไดดีในดินรวนถึงเหนียว 

ดังนั ้นประเทศที ่อยู ในแนวแถบเสนศูนยสูตรจึงนิยมปลูกปาลมน้ำมัน (Konan และคณะ, 2006)  

โดยเฉพาะประเทศในทวีปแอฟริกา, แอฟริกาใต, อเมริกากลาง รวมทั้งประเทศในเอเชียตะวันออกเฉียงใต 

ซึ่งไดแก อินโดนีเซีย, มาเลเซีย และไทย (Vijay และคณะ, 2016)   ปาลมน้ำมันเปนพืชเศรษฐกิจที่สำคัญ

ทั่วโลกและมีมูลคาทางเศรษฐกิจสูงถึง 50 ลานดอลลารสหรัฐ เนื่องจากปาลมน้ำมันเปนพืชที่ใหผลผลิตสูง 

คือใหปริมาณน้ำมันมากเมื่อเทียบกับพืชน้ำมันชนิดอื่น (Konan และคณะ, 2006) และผลผลิตสามารถ

นำไปใชประโยชนในดานตาง ๆ ไดหลากหลาย เชน ดานอุตสาหกรรมอาหาร, อุตสาหกรรมเครื่องสำอาง, 

สารเคมีทางการเกษตร และเชื้อเพลิงชีวภาพ (Nicholas และคณะ, 2018) 

ปาลมน้ำมันเปนพืชใบเลี้ยงเดี่ยวและพืชยืนตน อยูในวงศ Arecaceae หรือ Palmae  วงศยอย 

(subfamily) Arecoideae เชนเดียวกับมะพราว และอยูในสกุล Elaeis (Kok และคณะ, 2015)   Elaeis 

มีสองสายพันธุที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจคือ สายพันธุ E. oleifera ที่มีถิ่นกำเนิดบริเวณทวีปอเมริกา 

จึงอาจเรียกวา American oil palm และสายพันธุ E. guineensis ซึ่งมีถ่ินกำเนิดบริเวณทวีปแอฟริกา จึง

อาจเรียกวา Africa oil palm ซึ่งเปนสายพันธุที่นิยมปลูกในเชิงการคาในปจจุบัน (Kok และคณะ, 2015)   

ผลของปาลมน้ำมันประกอบดวยสวนตาง ๆ ดังแสดงในรูปที ่ 1 ซึ ่งประกอบดวย สวนเปลือกนอก 

(exocarp), ชั ้นมีโซคารป (mesocarp), สวนเอนโดคารป (endocarp) ที ่ประกอบดวยเปลือกเมล็ด 

(shell), เทสตา (testa), และเอนโดสเปรม (endosperm) 

 

รูปที่ 1 : ภาพตัดขวางของผลปาลมน้ำมัน (Harun และคณะ, 2016)  
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สายพันธุ E. oleifera มีถิ่นกำเนิดทางอเมริกาใตและอเมริกากลาง สายพันธุนี้ไมนิยมปลูกในทาง

การคาเมื่อเทียบกับสายพันธุ E. guineensis เนื่องจากใหผลผลิตที่นอย แตนิยมใชในการปรับปรุงพันธุ

ปาลมน้ำมันอยางแพรหลาย เนื่องจากสายพันธุดังกลาวมีสมบัติเดนบางประการที่เปนประโยชนสำหรับ

การปรับปรุงพันธุใหมีคุณภาพมากขึ้น เชน มีความตานทานตอโรคตาเนา (Corley และคณะ, 2015b)   

การผสมกันของสายพันธุ E. oleifera กับสายพันธุ E. guineensis ทำใหไดสายพันธุ ลูกผสมที่มีความ

ตานทานตอโรคตาเนาซึ่งเปนลักษณะเดนของสายพันธุ E. oleifera และไดผลผลิตที่สูงเหมือนสายพันธุ 

E. guineensis (Corley และคณะ, 2015b)   ในทวีปอเมริกานิยมปลูกปาลมน้ำมันในหลายประเทศ ไดแก 

บราซิล, โคลัมเบีย, คอสตาริกา และเอกวาดอร เปนตน โดยประเทศโคลัมเบียเปนประเทศที่มีการปลูก

ปาลมน้ำมันรายใหญของอเมริกาใต ซึ่งในป พ.ศ. 2553 มีพื้นที่ปลูกปาลมน้ำมันถึง 2,525,000 ไร และ

เพิ่มขึ้นอีก 406,250 ไรในป พ.ศ. 2556 และในป พ.ศ. 2555 โคลัมเบียสามารถผลิตปาลมน้ำมันไดถึง 

900,000 ตัน และสงออกมากกวา 300,000 ตันในป พ.ศ. 2550 และ 2551 แตการสงออกปาลมน้ำมัน

ของโคลัมเบียลงลดในป พ.ศ. 2554 เนื่องจากภายในประเทศมีความตองการปาลมน้ำมันมากขึ้นเพื่อนำไป

ผลิตเปนเชื้อเพลิงชีวภาพ โดยใชปาลมน้ำมันมากกวา 400,000 ตัน   เมื่อมีการระบาดของโรคตาเนาใน

ปาลมน้ำมันสายพันธุ E. oleifera ในอเมริกาใต โคลัมเบียจึงแกปญหาโดยปลูกสายพันธุลูกผสมของสาย

พันธุ E. oleifera กับสายพันธุ E. guineensis   ประเทศบราซิลมีภูมิประเทศและภูมิอากาศที่เหมาะสม

สำหรับการปลูกปาลมน้ำมัน โดยในป พ.ศ. 2555 บราซิลผลิตน้ำมันได 300,000 ตัน จากปาลมน้ำมัน 

687,500 ไร (Corley และคณะ, 2015b)   อยางไรก็ตาม ถึงแมวาการปลูกปาลมน้ำมันในทวีปอเมริกาจะ

มีการพัฒนามากขึ้นแตยังคงชากวาทวีปเอเชีย (Corley และคณะ, 2015b) 

สายพันธุ E. guineensis มีถิ่นกำเนิดบริเวณทวีปแอฟริกาซึ่งนิยมปลูกในทางการคามากกวาสาย

พันธุ E. oleifera   พันธุปาลมน้ำมันที่นิยมปลูกคือ พันธุลูกผสมแบบเทเนอรา (tenera) ซึ่งเกิดจากการ

ผสมของพันธุแมดูร า (Dura) และพันธุพอพิสิเฟอรา (pisifera)   พันธุแมดูรามีลักษณะจีโนไทปเปน 

sh+sh+ ซึ่งผลปาลมจะมีสวนของเอนโดคารปที่หนาและสวนมีโซคารปที่บาง ลักษณะดังกลาวของสายพันธุ

แมดูราจึงใหปริมาณน้ำมันตอผลปาลมที่ต่ำ นิยมนำมาใชเปนพันธุแมในการปรับปรุงพันธุ   สวนพันธุพอพิ

สิเฟอรามีลักษณะจีโนไทปเปน sh-sh- ซึ่งผลปาลมจะไมมีเอนโดคารป และจะมีสวนมีโซคารปที่หนา ทำให

ไดปริมาณน้ำมันตอผลปาลมที่สูง แตทะลายของสายพันธุนี้มีขนาดเล็กและมักฝอเพราะชอดอกตัวเมียใน

สายพันธุนี้มักเปนหมัน ทำใหมักไดปริมาณผลปาลมที่ต่ำหรืออาจไมมีเลย ดวยสาเหตุนี้ในปจจุบันจึงไดมี

การปรับปรุงพันธุปาลมน้ำมันโดยใชวิธีการผสมขามพันธุระหวางพันธุพอพิสิเฟอราและพันธุแมดูรา ทำให

ไดลูกผสมพันธุเทเนอราที่มีลักษณะจีโนไทปเปน sh+sh- ซึ่งทำใหสายพันธุนี้ผลปาลมที่มีสวนมีโซคารปที่

หนา และชอดอกตัวเมียไมเปนหมันจึงมีปริมาณผลปาลมที่สูงและสม่ำเสมอ สามารถปรับตัวใหเขากับ

สภาพแวดลอมตาง ๆ ได สายพันธุ เทเนอราจึงเปนสายพันธุ ท ี ่นิยมใชในอุตสาหกรรมปาลมน้ำมัน 
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(Hermine Bille และคณะ, 2013; Konan และคณะ, 2006)   ถึงแมสายพันธุเทเนอราจะเปนที่นิยมใน

อุตสาหกรรมปาลมน้ำมัน แตข้ันตอนการปรับปรุงสายพันธุดังกลาวใหมีสมบัติตามที่ตองการนั้นจำเปนตอง

ใชเวลาในการพัฒนานาน รวมถึงตองอาศัยองคความรูในการพัฒนาสายพันธุดังกลาวใหไดคุณสมบัติตามที่

ตองการดวย (Khomphet และคณะ, 2018)   สำหรับอุตสาหกรรมปาลมน้ำมันในทวีปแอฟริกา พบวา

ราคาผลิตภัณฑปาลมน้ำมันมีราคาคอนขางสูง ถึงแมคาใชจายในการปลูกตอไรใกลเคียงกับประเทศแถบ

เอเชียตะวันออกเฉียงใต แตปริมาณผลผลิตที่ไดนั้นต่ำกวา เนื่องจากขอกำจัดทางภูมิอากาศ ทั้งนี้ในทวีป

แอฟริกานิยมปลูกปาลมน้ำมันในหลายประเทศ ไดแก ไนจีเรีย, คองโก และโกตดิวัวร เปนตน (Corley 

และคณะ, 2015b) 

 ประเทศในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใตเปนแหลงผลิตปาลมน้ำมันที่สำคัญของโลก เนื่องจากมี

สภาพอากาศรอนชื้นและภูมิประเทศอยูบริเวณเสนศูนยสูตร   ประเทศเหลานี้ ไดแก อินโดนีเซยี, มาเลเซีย 

และไทย (ศาตนันทน สุจิตโต และคณะ, 2560)   ในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใตนั้น อินโดนีเซียถือเปน

ผูผลิตปาลมน้ำมันรายใหญของเอเชียและของโลก มีพื้นที่ปลูกปาลมน้ำมันมากที่สุด และสภาพภูมิอากาศ

เหมาะสมกับการเจริญเติบโตของปาลม (เอกนรินทร จันทรรักษ และคณะ, 2558)   ในป พ.ศ. 2561 

อินโดนีเซียสามารถผลิตน้ำมันปาลมไดถึง 115,267 กิโลตัน ซึ่งเปนอันดับหนึ ่งของโลก รองลงมาคือ 

มาเลเซียที่สามารถผลิตน้ำมันปาลมไดถึง 98,419 กิโลตัน และอันดับสามคือ ไทย ที่สามารถผลิตน้ำมัน

ปาลมได 15,535 กิโลตัน (สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2563)   สำหรับการปลูกปาลมน้ำมันในประเทศ

ไทยนั้น ภาคใตเปนพื้นที่ที ่มีความเหมาะสมกับการปลูกปาลมน้ำมันที่สุด โดยในป พ.ศ. 2557 การปลูก

ปาลมน้ำมันขยายไปยังภาคเหนือ ภาคอีสาน และภาคตะวันออกเฉียงเหนือมากขึ้น (ศาตนันทน สุจิตโต 

และคณะ, 2560)   ในป พ.ศ. 2562 ปริมาณการปลูกปาลมน้ำมันในประเทศไทยมีมากถึง 6,002,400 ไร 

โดยแบงเปนภาคใต 5,183,324 ไร ภาคกลาง 521,411 ไร ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 209,072 ไร และ

ภาคเหนือ 88,593 ไร (สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2563)   จังหวัดในภาคใตของประเทศไทยที่นิยม

ปลูกปาลมน้ำมันเปนหลัก ไดแก จังหวัดกระบี่ สุราษฎรธานี ชุมพร สตูล และตรัง (ชีรวัลย สิทธิศักดิ์ และ

คณะ, 2560)   สุราษฎรธานีเปนจังหวัดที่มีการปลูกปาลมนำ้มันมากที่สุดในภาคใต โดยมีพื้นที่ปลูกปาลม

น้ำมันมากถึง 1,230,556 ไร และไดผลผลิตปาลมน้ำมัน 3,897,979 ตัน ในป พ.ศ. 2562 (สำนักงาน

เศรษฐกิจการเกษตร, 2563)   ปาลมน้ำมันมีความสำคัญอยางมากในดานเศรษฐกิจของโลกและประเทศ

ไทย เนื่องจากผลผลิตสามารถนำไปใชประโยชนไดหลายดานดังที่กลาวไปขางตน และสามารถนำไปแปร

รูปเปนผลิตภัณฑตาง ๆ ทั้งดานอุปโภคและบริโภค โดยเฉพาะดานอุตสาหกรรมอาหาร โดยปาลมน้ำมัน

นิยมนำมาผลิตเปนน้ำมันพืชเพ่ือใชในการบริโภค และยังนิยมใชเปนเชื้อเพลิงชีวภาพภายในประเทศ โดยมี

แนวโนมการใชเชื้อเพลิงชีวภาพมากขึ้น (Jensen และคณะ, 2019)   ประเทศไทยมีการสงออกน้ำมัน

ปาลมมูลคาสูงถึง 380 ลานบาทในป พ.ศ. 2560 และมีมูลคา 280 ลานบาทในป พ.ศ. 2561 ดังรูปที่ 2 
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(สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2561)   นอกจากนี้ สวนประกอบของปาลมน้ำมันที่เหลือใช เชน ทางใบ

ปาลมน้ำมัน (oil palm frond), กากเนื้อเมล็ดในปาลมน้ำมัน (palm kernel cake) และกากปาลมน้ำมัน 

(oil palm meal) ยังสามารถนำไปแปรรูปเปนผลิตภัณฑที่มีประโยชนไดอีกดวย (Seephueak และคณะ, 

2018)   โดยปกติแลว ทางใบปาลมน้ำมันจะถูกทิ้งใหยอยสลายไปตามธรรมชาติจนกลายเปนปุย แตใน

ปจจุบันทางใบปาลมน้ำมัน, กากเนื้อเมล็ดในปาลมน้ำมัน และกากปาลมน้ำมันสามารถนำมาผลิตเปน

อาหารของสัตวเคี้ยวเอ้ืองได แตยังมีขอจำกัด และจำเปนตองศึกษาเพ่ือปรับปรุงคุณภาพเพ่ิมเติม (ปน จัน

จุฬา, 2558a, b) 

 

 

รูปที่ 2 : สถิติสงออกน้ำมันปาลมตั้งแตป พ.ศ. 2560 ถึง 2561  

(http://impexp.oae.go.th/service/export.php?S_YEAR=2560&E_YEAR=2561&PRODUCT_GRO

UP=5255&wf_search=&WF_SEARCH=Y) 

โรคของปาลมน้ำมัน 

ถึงแมวาปาลมน้ำมันจะใหผลผลิตสูง แตเกษตรกรยังประสบกับปญหาผลผลิตต่ำ เนื่องจากการ

เกิดโรคตาง ๆ มากมายที่มีสาเหตุจากทั้งที่เกิดจากเชื้อจุลินทรียและที่ไมไดมีสาเหตุจากเชื ้อจุลินทรีย   

ตัวอยางเชน โรคที่เกิดขึ้นระหวางการงอกของเมล็ด ไดแก โรคบราวนเจิรม (brown germ disease) ที่จะ

เกิดจุดสีน้ำตาลที่ปลายรากและยอดออน จากนั้นจุดสีน้ำตาลจะพัฒนาเปนแผลทำใหรากและยอดออนเนา

ตาย ซ ึ ่ งม ีสาเหตุจากราหลายชน ิด ได แก   Aspergillus spp., Colletotrichum gloeosporioides, 

Fusarium moniliforme, Fusarium solani แ ล ะ  Penicillium spp. (Corley แล ะคณะ , 2015a; 



5 

Pornsuriya และคณะ, 2013), โรคแอนแทรคโนส (anthracnose) ซึ่งอาการของโรคจะเกิดแผลสีน้ำตาล

ขึ้นที่ใบ ทำใหเนื้อเยื่อพืชตาย รอบ ๆ แผลจะเปนสีเหลือง โดยมีสาเหตุจาก Collectotrichum sp., โรค

ตนกลาไหม (seeding blight) ที่อาการจะเกิดกับใบออน โดยเกิดเปนจุดสีน้ำตาลบนใบ มีสาเหตุมาจาก 

Curvularia sp., โรคทางใบบิด (crown disease) ที่อาการของโรคจะเกิดบริเวณใบยอดตรงสวนกลางใบ 

ซึ่งจะมีแผลสีน้ำตาล เมื่อแผลมีขนาดใหญขึ้น ใบจะไมสามารถคลี่ออกมาได และเกิดอาการเนา โดยโรค

ทางใบบิดนี้ไมไดเกิดจากเชื้อจุลินทรีย แตสันนิษฐานวาเปนอาการที่เกิดจากสรีระของพืชและถายทอดได

ทางพ ันธ ุกรรม (Corley และคณะ, 2015a), โ รคตา เน  า  (fatal yellowing disease) เก ิดจาก 

Phytophthora palmivora (De Assis Costa และคณะ, 2018) , โรคใบจ ุด (leaf spot) เก ิดจาก 

Curvularia oryzae (จ ิตรา ก ิตต ิโมราก ุล และคณะ, 2557), โรคเมล ็ดเน า (seed rot) เก ิดจาก 

Schizophyllum commune (Pornsuriya และคณะ, 2013) และโรคทะลายเนา (bunch rot) เกิดจาก 

Marasmius palmivorus เปนตน (พรสวรรค ตะเสี้ยว และคณะ, 2561) 

โรคทะลายเนา เปนโรคที่สรางความเสียหายตอเกษตรกรปาลมน้ำมันอยางมาก โดยมีการระบาด

ของโรคนี้เกือบทุกประเทศท่ีมีการปลูกปาลมน้ำมัน   การแพรกระจายของเชื้อสาเหตุ M. palmivorus จะ

แพรกระจายไดดวยลมซึ ่งทำใหการแพรระบาดเปนไปอยางรวดเร็ว   ในการกอโรคทะลายเนานั้น 

M. palmivorus จะสรางเสนใยปกคลุมทั่วท้ังทะลายและผล  ถามีสภาพอากาศชื้นหรือความชื้นสูง เสนใย

ราจะปกคลุมทะลายปาลมอยางรวดเร็ว ทำใหเกิดการเนาและเกิดสีน้ำตาล (รูปที่ 3)   ผลและทะลายที่เนา

จะเปนแหลงแพรกระจายราไปยังบริเวณอ่ืน ซึ่งเปนสาเหตุของการระบาดของโรคทะลายเนาในสวนปาลม 

(พรสวรรค ตะเสี้ยว และคณะ, 2561)   ดังนั้นการควบคุมการระบาดของรา จึงตองจัดการแยกทะลาย

และผลที่เนาออกจากสวนปาลมเพื่อไมใหมีการระบาด (Chung, 2012; พรสวรรค ตะเสี้ยว และคณะ, 

2561)   ราในสกุล Marasmius พบไดท่ัวไปในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต อยูในไฟลัม Basidiomycota  

วงศ Marasmiaceae และมีหลากหลายสปช ีส   ยกตัวอยางเช น M. apatelius, M. guyanensis, 

M. nigrobrunneus, M. ruforotula, และ M. straminiceps   นอกจากนี ้ M. palmivorus ที ่กอโรค

ทะลายเนาในปาลมน้ำมันดังกลาว ยังกอโรคไดในพืชเศรษฐกิจอีกมากมาย เชน สละ, สับปะรด และกลวย 

เปนตน (ยทุธศกัดิ์ เจียมไชยศร ีและคณะ, 2555) 



6 

          

รูปที่ 3 : ลักษณะอาการของทะลายปาลมน้ำมันที่เปนโรคทะลายเนา  

(คลินิกปาลมน้ำมัน - Palm Clinic, 2560) 

ปจจุบันเกษตรกรนิยมใชสารเคมีกำจัดและควบคุมรา เชน สารเคมีฆาราที่มีสวนผสมของทองแดง 

ซึ่งมีรายงานวาเปนสาเหตุที่ทำใหสมดุลของระบบนิเวศเสียหาย (Escribano-Viana และคณะ, 2018) และ

นอกจากนี้ การใชสารเคมีกำจัดรายังสงผลใหสมดุลของจุลินทรียภายในดินเสียหาย ทำใหจุลินทรียที่มี

ประโยชนตอพืชลดลง และมีจุลินทรียกอโรคพืชเพิ่มมากขึ้น และอาจมีการพัฒนาเปนสารพันธุดื้อสารเคมี

เหลานี้ตอไป (Shanmugam และคณะ, 2011)   การใชสารเคมีสงผลทำใหเกิดการตกคางของสารเคมีใน

ดิน โดยเฉพาะท่ีประมาณ 15 เซนติเมตรจากผิวดิน ซึ่งเปนบริเวณที่มีจุลินทรียมากที่สุด (Al-Assiuty และ

คณะ, 2014) จึงสงผลกระทบตอสิ่งมชีีวิตและสิ่งแวดลอม และมีขอจำกัดมากมายในการใชงาน   ดังนั้นจึง

มีมาตรการเพื ่อควบคุมการใชสารเคมีกำจัดรา และเปลี ่ยนมาใชการควบคุมทางชีวภาพ (biological 

control) เนื่องจากมีความปลอดภัยสูงและเปนทางเลือกหนึ่งที่มีประสิทธิภาพเพ่ือทดแทนการใชสารเคม ี

การควบคุมทางชวีภาพ 

การควบคุมทางชีวภาพ คือ การใชสิ่งมีชีวิตใดสิ่งมีชีวิตหนึ่ง เชน จุลินทรียปฏิปกษ (antagonist) 

เพ่ือลดจำนวนประชากรของอีกสิ่งมีชีวิตหนึ่ง เชน เชื้อจุลินทรียกอโรคพืช  (Bale และคณะ, 2008)   การ

ควบคุมทางชีวภาพเปนแนวทางที่นิยมนำมาใชเพื่อควบคุมโรคพืชที่เกิดจากเชื้อจุลินทรียกอโรค เนื่องจาก

ปจจุบันมีการตระหนักถึงผลเสียของการใชสารเคมีในการควบคุมโรคพืชที่เกิดขึ้นกับสิ่งแวดลอม, สิ่งมีชีวิต

ตาง ๆ โดยเฉพาะมนุษย หรือทำใหเกิดสายพันธุของเชื้อกอโรคที่ตานทานตอสารเคมีที่ใชในการควบคุม จึง

เปนสาเหตุที่ปจจุบันการควบคุมทางชีวภาพไดรับความสนใจอยางมาก (Jamalizadeh และคณะ, 2011)   

กลไกที ่ใชในการควบคุมโรคพืชจะขึ ้นอยู กับปฏิสัมพันธทางนิเวศวิทยาโดยมีทั ้งหมด 4 แบบ คือ 

(Jamalizadeh และคณะ, 2011) 
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1) ภาวะแขงขัน (competition) 

จุลินทรียปฏิปกษมีความสามารถในการแยงสารอาหาร แรธาตุตาง ๆ หรือปจจัยอื่น ๆ ที่สงผล

กระทบตอเชื้อกอโรค แมกระทั่งพ้ืนที่อยูอาศัย โดยเมื่อสารอาหารและแรธาตุมีอยางจำกัด จะสงผลใหการ

เจริญเละการงอกของเชื ้อกอโรคลดลง ทำใหหยุดการแพรระบาดของเชื้อกอโรคได (Kohl และคณะ, 

2019)   ตัวอยางเชน การควบคุมเชื ้อกอโรคโดยใชจุลินทรียปฏิปกษ Bacillus amyloliquefaciens 

subsp. plantarum ที่มีความสามารถในการแยงธาตุเหล็กภายในดินโดยการผลิตสารซิเดอรโรฟอร 

(siderophore) โดยซิเดอรโรฟอรจะไปแยงจับกับธาตุเหล็กภายในดินท่ีอยูรอบ ๆ รากพืช ทำใหเชื้อกอโรค

ไดรับผลกระทบจากการลดลงของธาตุเหล็กทำใหไมสามารถแพรพันธุได และซิเดอรโรฟอรยังเปนสารที่

เปนประโยชนแกพืชไมเพียงแตลดการเจริญของเชื้อกอโรค แตยังทำใหพืชสามารถนำเอาธาตุเหล็กไปใช

ประโยชนและทำใหพืชมีการเจริญเติบโตที่ดีขึ้นดวย (Wang และคณะ, 2018)   นอกจากนี้ยังมีจุลินทรีย

ปฏิปกษ ไดแก Pseudomonas sp. ที่มีความสามารถในการครอบครองพื้นที่บริเวณรากพืชโดยสามารถ

สรางสารที ่ชวยทำใหยึดเกาะกับพื ้นผิวของพืชไดดี และสังเคราะหสารที ่มีฤทธิ ์ย ับยั ้งเชื ้อกอโรคได 

(Jamalizadeh และคณะ, 2011; Wang และคณะ, 2018)   การควบคุมโรคที่เกิดกับพืชหลังจากการเก็บ

เก่ียวจะนิยมใชจุลินทรียปฏิปกษที่มีความสามารถในการแขงขันกับเชื้อกอโรคมากกวาจุลินทรียปฏิปกษที่มี

ความสามารถผลิตสารปฏิชีวนะ เนื่องจากคำนึงถึงความปลอดภัยในการบริโภคเปนหลัก (Jamalizadeh 

และคณะ, 2011)   การควบคุมแบบแขงขันตองคำนึงถึงปจจัยทางสิ่งแวดลอมอื่น ๆ ดวย เชน ปริมาณ

สารอาหารในดิน ปริมาณเชื้อจุลินทรียปฏิปกษ และภาวะแวดลอมตาง ๆ ที่ตองเหมาะสมตอการเจริญของ

จุลินทรียปฏิปกษ เปนตน (Kohl และคณะ, 2019) 

2) ภาวะหลั่งสารยับยั้งการเจริญ (antibiosis) 

จุลินทรียปฏิปกษสามารถยับยั ้งหรือทำลายเชื ้อกอโรคโดยการหลั ่งสารออกมานอกเซลล 

ยกตัวอยางเชน สารเมตาบอไลททุติยภูมิ (secondary metabolite), สารปฏิชีวนะ (antibiotic) และ

เอนไซม (enzyme) เปนตน (Jamalizadeh และคณะ, 2011)   กลไกนี้ไดรับการกลาววาเปนกลไกที่มี

ประสิทธิภาพในการควบคุมเชื้อกอโรค เนื่องจากสารตานจุลชีพท่ีจุลินทรียปฏิปกษผลิตมีขอบเขตการออก

ฤทธิ์ที่กวาง (broad-spectrum activity) ตัวอยางเชน Bacillus sp. ซึ่งสามารถผลิตสารในกลุมลิโพเปป

ไทด เชน อิทูริน (iturin), เซอรแฟคทิน (surfactin) และเฟนไจซิน (fengycin) และ Pseudomonas sp. 

ซึ่งสามารถผลิตสารปฏิชีวนะ เชน DAPG, ไพรโรลนิทริน (pyrrolnitrin) และฟนาซีน (phenazine) เปน

ตน (Kohl และคณะ, 2019)  
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3) ภาวะปรสิต (parasitism) 

จุลินทรียปฏิปกษสามารถเขาทำลายเชื้อกอโรคไดโดยตรง เนื่องจากมีสมบัติเปนปรสิต สามารถ

เขาไปเจริญภายในเชื้อกอโรคโดยการสรางเอนไซมออกมายอยผนังเซลลของเชื้อกอโรค เชน ไคติเนส  

เซลล ู เลส และบ ีตา-1,3-กล ูคาเนส เป นต น (Jamalizadeh และคณะ, 2011) โดยมีรายงานวา 

Pseudomonas  sp. สามารถผลิตไคติเนสและเซลลูเลส และในการทดลองในหองปฏิบัติการพบวา

สามารถยับยั้งการเจริญของ Pythium aphanidermatum และ Rhizoctonia solani ได   อีกตัวอยาง

หนึ่งคือ Trichoderma sp. ซึ่งเปนราที่อาศัยอยางอิสระอยูภายในดิน ที่มีรายงานถึงความสามารถในการ

ควบคุมโรคพืชดวยวิธีการเปนปรสิตตอเชื้อกอโรค เชน R. solani และ Sclerotium rolfsii (Elad และ

คณะ, 1983) 

4) การเหนี่ยวนำใหพืชเกิดการตานทาน (induce systemic resistance) 

การเหนี่ยวนำใหเกิดการตานทานของพืชสามารถเกิดไดจากทั้งการกระตุนจากเชื้อกอโรคและเชื้อ

ไมกอโรค ดังรูปที่ 4   เมื่อพืชถูกกระตุนโดยเชื้อกอโรคจะทำใหเซลลพืชเกิดการตายอยางเฉียบพลัน 

(hypersensitive response)  จากนั ้นจะมีการสงสัญญาณทางชีวเคมีไปยังสวนตาง ๆ ซึ ่งโมเลกุลสง

สัญญาณ คือ กรดซาลิซิลิก (salicylic acid) เพื่อไปกระตุนชุดยีน PR ซึ่งเปนกลุมยีนที่ทำหนาที่เกี่ยวของ

กับการตานทานของพืชใหตอบสนองตอการรุกรานของเชื้อกอโรคตอไป โดยเรียกกลไกนี้วา systemic 

acquired resistance หรือ SAR (Choudhary และคณะ, 2007; Syed Ab Rahman และคณะ, 2018)   

นอกจากนี้การเหนี่ยวนำใหเกิดการตานทานของพืชยังสามารถถูกกระตุนไดดวยเชื้อที่ไมกอโรค ยกตัวอยาง

เช น แบคทีเร ียที ่ม ีความสามารถในการส งเสร ิมการเจร ิญของพ ืช (plant growth-promoting 

rhizobacteria, PGPR) (Ramamoorthy และคณะ, 2001) โดยเชื้อที่ไมกอโรคจะไปกระตุนการแสดงของ

ชุดยีน PR โดยการสงสัญญาณของกรดจัสโมนิก (jasmonic acid, JA) และฮอรโมนเอทิลีน (ethylene) 

ทำใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของปริมาณเอนไซมที่เกี่ยวของกับการปองกันตนเองของพืช เพื่อเตรียมพรอม

สำหรับการตอตานการเขาทำลายของเชื้อกอโรค โดยเรียกกลไกนี้วา induce systemic resistance หรือ 

ISR (Choudhary และคณะ, 2007) 
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รูปที่ 4 : กลไกการเหนี่ยวนำใหเกิดการตานทานของพืชดวยกลไก systemic acquired resistance 

(SAR) และ induce systemic resistance (ISR) (Syed Ab Rahman และคณะ, 2018) 

การควบคุมทางชีวภาพสามารถใชจุลินทรียไดหลายชนิด ไมวาจะเปน เอนโดไฟติกแบคทีเรีย 

(Wang และคณะ, 2020), แลคติกแอซิดแบคทีเรีย (Carolina และคณะ, 2019) หรือแมกระทั่งราเพื่อ

ควบคุมโรคพืชที่เกิดจากรากอโรค (Carolina และคณะ, 2019; Susanto และคณะ, 2005; Wang และ

คณะ, 2020) 

ตัวอยางการใชราและแบคทีเรียในการควบคุมโรคพืช เชน โรคลำตนเนา (basal stem rot 

disease) ที่มีสาเหตุมาจาก Ganoderma boninense ซึ่งเปนรากอโรคที่อาศัยอยูในดิน  โดยโรคลำตน

เนาเปนโรคที่รายแรงสำหรับตนปาลมน้ำมัน มักจะพบการระบาดของโรคนี้ที ่ประเทศอินโดนีเซีย และ

มาเลเซีย และมีรายงานวา Trichoderma harzianum และ Gliocladium viride สามารถใชเปนตัว

ควบคุมโรคลำตนเนาในปาลมน้ำมัน โดยสามารถปองกันการกอโรคของ G. boninense ในตนปาลมน้ำมัน

ไดหลังจากใส T. harzianum และ G. viride เปนเวลา 1 ป (Susanto และคณะ, 2005; Wang และคณะ

, 2020) 

โรคเนาของดอกบัว (lotus rot disease) เปนโรคที่มีความสำคัญอยางมาก โดยมีสาเหตุมาจาก 

Fusarium oxysporum ซึ ่งเปนราที ่กอโรคที ่อาศัยอยูในดิน   มีรายงานวาเอนโดไฟติกแบคทีเรีย 

Bacillus velezensis B-36 ที่คัดแยกมาจากเนื้อเยื่อของดอกบัวมีความสามารถในการเปนปฏิปกษตอ 

F. oxysporum ทั้งการทดลองในหองปฏิบัติการและการทดลองในกระถางบัว และยังมีความสามารถใน

การครอบครองพื้นที่บริเวณรากของบัว ซึ่งจะเห็นไดวา B. velezensis B-36 เปนทางเลือกหนึ่งสำหรับ
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การนำไปใชเปนตัวควบคุมทางชีวภาพในการควบคุมโรคเนาของบัวที่มีสาเหตุมาจาก F.oxysporum 

(Wang และคณะ, 2020) 

โรคแอนแทรคโนส (anthracnose disease) เปนโรคที ่เกิดขึ ้นในมะละกอ มีสาเหตุมาจาก 

Colletotrichum gloeosporioides   โรคแอนแทรคโนสเปนโรคที่เกิดไดกับพืชหลายชนิด ซึ่งมะละกอ

เปนหนึ่งในพืชที่ไดรับผลกระทบจากโรคนี ้ และทำใหเกิดความเสียหายตอผลผลิตทั้งดานปริมาณและ

คุณภาพ เนื่องจากราสามารถเขาทำลายทุกสวนของพืชทั้ง ลำตน ใบ กาน ดอก ผล และเมล็ด โดยมี

รายงานวา Lactobacillus plantarum ซึ่งเปนแลคติกแอซิดแบคทีเรียที่คัดแยกมาจาก Tepache ซึ่ง

เปนเหลาที่ทำจากสับปะรด และ Tejuino ซึ่งเปนเหลาที่ทำจากขาวโพด โดยพบวา L. plantarum ที่คัด

แยกมาจากเหลาสองชนิดดังกลาว สามารถยับยั ้งการงอกของสปอรและการเจริญของเสนใยของ 

C. gloeosporioides   จากผลการทดลองดังกลาวชี้ใหเห็นวาแลคติกเอซิดแบคทีเรีย L. plantarum เปน

ตัวเลือกที่นาสนใจที่จะนำไปใชในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสของมะละกอได (Carolina และคณะ, 

2019) 

โรคราสีเทา (gray mold disease) มีสาเหตุมาจาก Botrytis cinerea ซึ่งเปนเชื้อกอโรคในกลุม 

นีโครโทรฟค (necrotrophic pathogen) โดยสามารถกอโรคราสีเทาไดกับพืชผลหลายชนิด ยกตัวอยาง

เชน สตอเบอรรี,่ องุน, พริกหวาน และมะเขือเทศ ซึ่งมีรายงานวา Bacillus velezensis มีศักยภาพและมี

ความสามารถเปนปฏิปกษตอ B. cinerea และสามารถใชควบคุมโรคราสีเทาได   นอกจากนี้ยังสามารถ

สงเสริมการเจริญเติบโตของตนพริกหวานได   ในการศึกษาเชิงลึกถึงกลไกการควบคุมทางชีวภาพบงชี้วา 

B. valezensis สามารถลดการเจริญของเสนใยและการสรางสปอรของ B. cinerea โดยการหลั่งสารเมตา

บอไลททุติยภูม ิหรือปลอยสารประกอบอินทรียระเหยงาย (volatile organic compound; VOC) และยัง

มีความสามารถกระตุ นภูมิคุ มกันพื ้นฐานของพืชดวย (Jiang และคณะ, 2018)   ทั ้งนี ้มีรายงานวา 

Streptomyces pratensis LMM15 มีความสามารถเปนปฏิปกษตอ B. cinerea ทั้งในการทดลองใน

หองปฏิบัติการและการทดลองในเรือนกระจก โดยสามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของมะเขือเทศ และยัง

กระตุนการแสดงออกของเอมไซมที่เกี่ยวของกับการปองกันตนเองของพืช (Lian และคณะ, 2017) 

ปจจัยที่มีผลตอการควบคุมทางชีวภาพ 

จากขางตน เมื่อไดจุลินทรียที่มีความสามารถในการเปนปฏิปกษตอเชื้อกอโรค จำเปนตองศึกษา

เพิ่มเติมถึงภาวะที่จุลินทรียปฏิปกษมีประสิทธิภาพสูงสุดในการควบคุม เพื่อใหไดผลิตภัณฑไมวาจะเปน 

สารที่จุลินทรียปฏิปกษหลั่งออกมาระหวางการเจริญเติบโต (growth associate) หรือสารเมตาบอไลท

ทุติยภูมิจากจุลินทรียปฏิปกษที่มีประสิทธิภาพสูงเพื่อนำไปใชในการควบคุมโรคพืชอยางมีประสิทธิภาพ   
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ตัวอยางงานวิจัยที่มีการศึกษาภาวะตาง ๆ เพื่อหาวาภาวะใดที่จุลินทรียปฏิปกษมีประสิทธิภาพสูงสุด มี

ดังนี้ 

Bacillus subtilis MS21 ที่คัดแยกมาจากดินตะกอนทะเลทางตอนใตของประเทศอินเดีย โดย

พบวามีศักยภาพในการเปนปฏิปกษตอรากอโรคไดหลายชนิด เชน Gleosporium gleosporioide, 

Aspergillus niger, Alternaria alternate และ Phytophthora infestans เปนตน จากนั้นคณะผูวิจัย

ศึกษาถึงภาวะที่ B. subtilis MS21 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งรากอโรคดังกลาวโดยศึกษา อายุของ

เชื้อ (ที่ 0-48 ชั่วโมง), ความเร็วของการกวน (ที่ 50, 100, 150 และ 200 rpm), คาความเปนกรดเบส (ที่ 

pH = 5, 6, 7, 8, 9 และ 10), อุณหภูมิการบม (ที่ 25, 30, 35 และ 40 องศาเซลเซียส), คาความเค็ม 

(ความเขมขนของโซเดียมคลอไรดที ่ 0.5%, 1%, 1.5%, 2%, 2.5% และ 3%), แหลงคารบอน (ไดแก 

น้ำตาลมอลโทส, น้ำตาลซูโครส, น้ำตาลกลูโคส, แปง และเซลลูโลส), ความเขมขนของน้ำตาลซูโครส (ที่ 

1.0-5%), แหลงไนโตรเจน (ไดแก เปปโตน, ผงสกัดจากเนื ้อ, ผงสกัดจากยีสต, แอมโมเนียมซัลเฟต, 

แอมโมเนียมไนเตรท และโซเดียมไนเตรท), และความเขมขนของผงสกัดจากเนื้อ (ที่ 0.5-2.5%)  โดยผล

การทดลองพบวา ภาวะที่ทำให B. subtilis MS21 มีประสิทธิภาพการยับยั้งรากอโรคไดสูงสุด ไดแก อายุ

ของเชื้อที่เหมาะสม คือ 36 ชั่วโมง, ความเร็วของการกวน คอื 150 rpm, คาความเปนกรดเบสที่ pH = 8, 

อุณหภูมิที่เหมาะสม คือ 35 องศาเซลเซียส, ความเขมขนของโซเดียมคลอไรดที่ 1.0%, แหลงคารบอนท่ี

เหมาะสม คือ น้ำตาลซูโครสที่ความเขมขน 2% และแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสม คือ ผงสกัดจากเนื้อที่

ความเขมขน 1% (Anjhana และคณะ, 2017) 

Bacillus megaterium มีประสิทธิภาพและศักยภาพในการเปนตัวควบคุมทางชีวภาพ โดยคัด

แยกมาจากดินบริเวณรากของตนขมิ้นชัน   การทดสอบศักยภาพในการเปนปฏิปกษปฏิบัติภายใตภาวะ

ดังนี้ คาความเปนกรดเบส (ที่ pH = 3, 4, 5, 6, 7 และ 8), แหลงคารบอน (ไดแก ไซโลส, ซูโครส, กลูโคส 

และแลคโทส), อายุของเชื้อ (ที่ 24 - 120 ชั่วโมง) และอุณหภูมิการบม (ที่ 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 

องศาเซลเซียส)   ผลการทดลองพบวา B. megaterium สามารถยับยั้ง Fusarium sp. ไดสูงที่สุดเมื่อ

เลี้ยงที่ คาความเปนกรดเบสที่ pH = 6, แหลงคารบอนคอื กลูโคส, อายุของเชื้อที่ 96 ชั่วโมง อุณหภูมิการ

บมที่ 40 องศาเซลเซียส (Mbajiuka และคณะ, 2019) 

Pseudomonas aeruginosa และ Bacillus stratosphericus เปนแบคทีเรียสองสายพันธุที่มี

ประส ิทธ ิภาพสามารถใช ในการควบค ุมแบคท ีเร ียก อโรคพืช ได แก   Xanthomonas oxyzae, 

Pseudomonas syringae, Pectobacterium carotovorum และ Ralstonia solanacearum   การ

ทดสอบศักยภาพในการเปนปฏิปกษปฏิบัติโดยการแปรผันภาวะตาง ๆ ไดแก คาความเปนกรด, แหลง

คารบอน (ไดแก ซ ูโครส, แลคโทส, กลูโคส และแปง), แหลงไนโตรเจน (ไดแก ไกลซีน, เปปโตน, 
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แอมโมเนียมไนเตรท และแอมโมเนียมคลอไรด) และความเขมขนของแหลงคารบอนและไนโตรเจน (0.1, 

0.15, 0.20, 0.25 และ 0.30 กรัม) โดยผลการทดลองพบวาสำหรับ P. aeruginosa ยับยั้งแบคทีเรียกอ

โรคไดสูงสุดเมื่อเลี้ยงที่ pH 8 โดยมีน้ำตาลแลคโทสเปนแหลงคารบอน มีแอมโมเนียมคลอไรดเปนแหลง

ไนโตรเจน และความเขมขนของแหลงคารบอนและไนโตรเจน คือ 0.1 กรัม และ B. stratosphericus 

ยับยั้งแบคทีเรียกอโรคไดสูงสุดเมื่อเลี ้ยงที ่ pH 7 โดยมีแปงเปนแหลงคารบอน มีเปปโทนเปนแหลง

ไนโตรเจน และความเขมขนของแหลงคารบอนและไนโตรเจน คือ 0.2 กรัม (Durairaj และคณะ, 2017) 

ในการทดลองครั้งนี้ จะศึกษาคนหาจุลินทรียปฏิปกษตอรา Marasmius sp. ที่กอโรคทะลายเนา

ในตนปาลมน้ำมัน โดยจะใชแบคทีเรียท้ังหมด 10 สายพันธุ ที่ไดมาจากงานวิจัยกอนหนานี้ ซึ่งแบคทีเรีย 8 

สายพันธุคัดแยกมาจากตัวอยางดนิในจังหวัดกาญจนบุร ีและพบวามีประสิทธิภาพในการควบคุมการเจริญ

ของรากอโรคไดหลายชนิด (คงยุทธ เลิศมงคงธรรม, 2549) และอีก 2 สายพันธุคัดแยกมาจากน้ำทะเล

บริเวณเกาะสีชัง และพบวาทั้ง 2 สายพันธุมีความสามารถในการยับยั้งรากอโรคไดหลายชนิด (ดรุณี จิว

เจริญ, 2552)   ดังนั้นแบคทีเรียทั้ง 10 สายพันธุจึงเปนตัวเลือกที่นาสนใจและคาดวาจะมีความสามารถใน

การยับยั้ง Marasmius sp. ได จึงนำมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งราดังกลาวและหาภาวะที่

เหมาะสมสำหรับแบคทีเรียท่ีใหประสิทธิภาพการยับยั้ง Marasmius sp. ไดสูงสุด 

วัตถุประสงคของโครงการ 

งานวิจัยนี้มุงหาแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้ง Marasmius sp. ที่กอโรคทะลายเนาใน

ปาลมน้ำมัน  จากนั้นพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียและหาภาวะที่เหมาะสมสำหรับแบคทีเรียที ่ให

ประสิทธิภาพการยับยั้งราไดโดยมีประสิทธิภาพสูงสุด เพ่ือนำไปพัฒนาตอยอดเปนสารชีวภาพในการยับยั้ง

ราที่กอโรคแทนการใชสารเคมีฆาราตอไป 
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บทท่ี 2 

เครื่องมือ, เคมีภัณฑ และลำดับนวิคลีโอไทด 

2.1 เครื่องมือ  

1. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 5 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 

2. เครื่องแกว ขนาด 250 และ 500 มิลลิลิตร ของบริษัท Pyrex, USA  

3. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ รุน Innova 4330 ของบริษัท New Brunswick Scienctific, US 

4. เครื่องชั่งละเอียด รุน A 200s ของบริษัท Forma Science, USA 

5. เครื่องนึ่งฆาเชื้อ (autoclave) รุน SS-325 ของบริษัท TOMY Seiko, Japan 

6. เครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุน T-42K ของบริษัท Beckman, 

USA 

7. เครื่องผสมสาร (vortex-Genie2) รุน G560E ของบริษัท Scientific Industries., USA  

8. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) และหลอดใสตัวอยาง (cuvette) รุน 

Genesys 20 ของบริษัท Thermo Spectronic, USA  

9. จานเพาะเลี Êยง (petri dish) ขนาด 90X15 มิลลิเมตร ของบริษัท Hycon plastic, USA 

10. จานเพาะเลี้ยง (petri dish) ขนาด 15X60 มิลลิเมตร ของบริษัท Bioscan, Thailand 

11. ตูแชแข็ง (deep freeze) อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส รุน F0535 ของบริษัท Sanyo 

Electronic Co., Japan 

12. ตูถายเชื้อแบบ laminar flow รุน j2-21 ของบริษัท ISSCO, USA 

13. ตูบมเชื้อ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany 

14. ตูอบแหง (hot air oven) ของบริษัท Memmert, Germany 

15. ไมโครปเปตและทิปรุน P200 และ P1000 มิลลิลิตร ของบริษัท Nichiryo, Japan 

16. ชุดกรองสารตัวอยางใหปราศจากเชื้อขนาดเสนผานศูนยกลาง 2.5 เซนติเมตร ขนาดร ู0.45 

ไมครอน ของบริษัท Millipore, USA 

17. Cock Borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร 
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2.2 เคมีภัณฑ 

1. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany  

2. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA  

3. ผงวุน (agar) ของบริษัท Productora the Agar SA, Chili  

4. ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA  

5. อาหารสำเร็จรูป TSB (Tryptic Soy Broth) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

6. อาหารสำเร็จรูป NB (Nutrient Broth) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

7. อาหารสำเร็จรูป PDB (Potato Dextrose Broth) ของบริษัท Himedia, india 

 

2.3 ลำดับนิวคลีโอไทด  

ไพรเมอร ลำดับนิวคลีโอไทด เอกสารอางอิง 

8F 5´-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´ (Kaewklom และคณะ, 2014) 

1492R 5´-GGTTACCTTGTTACGACTT-3´ (Kaewklom และคณะ, 2014) 
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บทท่ี 3 

วิธีการทดลอง 

1) การเตรียมแบคทีเรีย และรา Marasmius sp. 

นำแบคทีเรียจากงานวิจัยกอนหนานี้ โดยแบคทีเรีย 8 สายพันธุคัดแยกมาจากมาจากตัวอยางดิน

ในจังหวัดกาญจนบุรี (คงยุทธ เลิศมงคงธรรม, 2549) และอีก 2 สายพันธุคัดแยกมาจากน้ำทะเลบริเวณ

เกาะสีชัง (ดรุณี จิวเจริญ, 2552) รวมทั้งหมด 10 สายพันธุ มาเลี้ยงบนอาหาร Potato Dextrose Agar 

(PDA) (ภาคผนวก ก1) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน 

เลี ้ยงรา Marasmius sp. บนอาหาร โดยวางชิ ้นว ุ น (agar plug) ของราที ่มีขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 วัน 

2) การทดสอบความสามารถในการยับย้ังรา Marasmius sp. 

2.1) ทดสอบความสามารถในการยับยั้งราดวยวิธี dual culture 

2.1.1) เตรียมแบคทีเรีย 10 สายพันธุ ซึ ่งไดแกสายพันธุ N1, N3, M10, M22, M23, M25, 

M26, M27, TD2-11 และ TW1-1ng โดยเลี ้ยงบนอาหาร PDA บมที ่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 2 วัน 

2.1.2) เตร ียมรา Marasmius sp. โดยวางชิ ้นวุ นของราที ่ม ีขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 

มิลลิเมตร บนอาหาร PDA บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 วัน 

2.1.3) ขีดแบคทีเรียในขอ 2.1.1) โดยใชหวงเข่ียเชื้อ (loop) ลงบนอาหาร PDA ยาวประมาณ 

2 เซนติเมตร แลววางชิ้นวุนของ Marasmius sp. ที่เจาะดวย cork borer ขนาด 6 มิลลิเมตร 

จากเพลทในขอ 2.1.2) โดยใหมีระยะหางระหวางแบคทีเรียและรา 2.5 เซนติเมตร ดังรูปที่ 5 

บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 วัน จากนั้นวัดเสนผานศูนยกลางโคโลนีของรา และคำนวณ

เปอรเซ็นตการยับยั้งตามสูตรดานลาง (Wang และคณะ, 2018) เปรียบเทียบกับชุดควบคุมซึ่ง

เลี้ยงโดยวิธีเดียวกันแตไมมีแบคทีเรีย   คัดเลือกแบคทีเรียที่มีเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุด 3 

อันดับแรก นำไปทดสอบความสามารถของน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลในการยับยั้งรา 
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สูตรคำนวณเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของรา 

เปอรเซ็นตการยับยั้ง =1-   
B

A
   ×100 

เมื่อ A คือ เสนผานศูนยกลางโคโลนีราของชุดควบคุม (เซนติเมตร) 

      B คือ เสนผานศูนยกลางโคโลนีราของชุดทดสอบ (เซนติเมตร) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 5 : การทดสอบความสามารถในการยับยั้ง Marasmius sp. ดวยวิธ ีdual culture 

 

2.2) ทดสอบความสามารถของน้ำเล ี ้ยงเช ื ้อท ี ่ปราศจากเซลลในการยับยั ้งรา (cell free 

supernatant) 

2.2.1) เตรียม Marasmius sp. โดยวางชิ้นวุนของราที่มีขนาดเสนผานศนูยกลาง 6 มิลลิเมตร 

บนอาหาร PDA บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 วัน 

2.2.2) เตร ียมแบคทีเรีย 3 สายพันธุ ท ี ่มีเปอรเซ็นตการยับยั ้งสูงสุดในขั ้นตอนทดสอบ

ความสามารถในการยับยั้งราดวยวิธี dual culture มาเลี้ยงในอาหารเหลว Luria-bertani 

broth (LB) (ภาคผนวก ก2) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  บมในตูบมเชื้อแบบเขยาความเร็ว 200 

รอบตอนาที ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  หลังจากนั้น นำมาวัดคาการ

ดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโตมีเตอร (spectrophotometer) ใหมีคาเทากับ 0.5  

จากนั้นถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหาร LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บมแบบเขยา

ความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง  นำมาปน

เหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลลดวยเครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอนที่ 8000 rpm อุณหภูมิ 4 องศา

ชิ้นวุนของรา 

Marasmius sp. 

ขีดของแบคทีเรีย     

ยาว 2 เซนติเมตร 

ระยะหาง 2.5 เซนติเมตร 
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เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที และนำน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลมากรองดวยแผนกรองเซลล

ขนาด 0.45 ไมครอน แลวนำของเหลวผลกรองมาผสมกับอาหาร PDA ที่หลอมไวที่อุณหภูมิ 

55 องศาเซลเซียส อัตราสวนน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลล 2 สวน ตออาหาร PDA 10 สวน  

เมื ่ออาหารแข็งแลว วางชิ ้นว ุ นของราตรงกลางของอาหารเลี ้ยงเชื ้อ ดังรูปที ่ 6 บมที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 วัน  แลววัดเสนผานศูนยกลางโคโลนีของรา และคำนวณเปอรเซ็นต

การยับยั้ง เปรียบเทียบกับชุดควบคุมซึ่งเลี้ยงราบนอาหาร PDA ที่ไมผสมน้ำเลี้ยงเชื้อ 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 6 : การทดสอบความสามารถของน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลในการยับยั้งรา  

(cell free supernatant) 

 

3) การหาภาวะที่เหมาะสมสำหรับแบคทีเรียตอประสิทธิภาพในการยับย้ังรา 

ภาวะที่เหมาะสมตอประสิทธิภาพในการยับยั้งราที่ทดสอบ ไดแก ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ, pH 

และอุณหภูมิ 

3.1) ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ทดสอบ ไดแก Tryptic soy broth (TSB) (ภาคผนวก ก3), 

Luria-bertani broth (LB) และ Nutrient broth (NB) (ภาคผนวก ก4) 

3.1.1) เตรียมรา Marasmius sp. โดยวางชิ ้นว ุ นของราที ่ม ีขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 

มิลลิเมตร บนอาหาร PDA บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 วัน 

3.1.2) นำแบคทีเรีย 3 สายพันธุที่มีเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุดมาเลี้ยงในอาหาร LB ปริมาตร 

50 มิลลิลิตร บมที ่ตูบมเชื ้อแบบเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที ่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา นำมาวัดคาดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโต

มีเตอรใหมีคาเทากับ 0.5  จากนั้นถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหาร LB, NB และ 

อาหาร PDA ที่ผสมกับ

น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจาก

ชิ้นวุนของรา 

Marasmius sp. 



18 

TSB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  บมแบบเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง  จากนั้นนำมาปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลลดวยเครื่องปน

เหวี่ยงตกตะกอนที่ 8000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาที และนำน้ำเลี้ยง

เชื้อที่ปราศจากเซลลมากรองดวยแผนกรองเซลลขนาด 0.45 ไมครอน แลวนำของเหลวผล

กรองมาผสมกับอาหาร PDA ที่หลอมไวที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ในอัตราสวนน้ำเลี้ยง

เชื้อที่ปราศจากเซลล 2 สวน ตออาหาร PDA 10 สวน  เมื่ออาหารแข็งแลว วางชิ้นวุนของ

ราตรงกลางของอาหารเลี้ยงเชื้อ ดังรูปที่ 6 บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 วัน จากนั้นวัดเสน

ผานศูนยกลางโคโลนีของรา และคำนวณเปอรเซ็นตการยับยั ้ง เชนเดียวกับขอ 2.2.2) 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุมซึ่งเลี้ยงราบนอาหาร PDA ที่ไมผสมน้ำเลี้ยงเชือ้  เลือกอาหารที่ให

ประสิทธิภาพการยับยั้งราไดดีที่สุดไปศึกษาตอไป 

3.2) คา pH 

คา pH ที่ทดสอบ ไดแก 5, 6, 7 และ 8 

3.2.1) เตรียม Marasmius sp. โดยวางชิ้นวุนของราที่มีขนาดเสนผานศนูยกลาง 6 มิลลิเมตร 

บนอาหาร PDA บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 วัน 

3.2.2) เตรียมแบคทีเรีย 3 สายพันธุ ที่มีเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุดมาเลี้ยงในอาหาร LB 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมที่ตู บมเชื้อแบบเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั ่วโมง  เมื ่อครบเวลานำมาวัดคาดูดกลืนแสงดวยเครื ่อง

สเปกโทรโฟโตมีเตอรใหมีคาเทากับ 0.5  จากนั้นถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารที่

ใหประสิทธิภาพการยับยั้งรามากที่สุดจากขอ 3.1.2) ที่ปรับคา pH ดวย 1M HCl หรือ 1M 

NaOH ใหเปน pH 6, 7 และ 8 ตามลำดับ บมแบบเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง แลวนำมาปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลล

ดวยเครื่องปนเหวี่ยงตกตะกอนที่ 8000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 

และนำน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลมากรองดวยแผนกรองเซลลขนาด 0.45 ไมครอน แลวนำ

ของเหลวผลกรองมาผสมกับอาหาร PDA ที ่หลอมไวที ่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ใน

อัตราสวนน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลล 2 สวน ตออาหาร PDA 10 สวน เมื่ออาหารแข็งแลว 

วางชิ้นวุนของราตรงกลางของอาหารเลี้ยงเชื้อ ดังรูปที่ 6 บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 วัน 

จากนั้นวัดเสนผานศูนยกลางโคโลนขีองรา และคำนวณเปอรเซ็นตการยับยั้ง เชนเดียวกับขอ 

2.2.2) เปรียบเทียบกับชุดควบคุมซึ่งเลี้ยงราบนอาหาร PDA ที่ไมผสมน้ำเลี้ยงเชื้อ และเลือก

ภาวะคา pH ที่ใหประสิทธิภาพการยับยั้งราไดดีท่ีสุดไปศึกษาตอไป 
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3.3) อุณหภูมิ 

อุณหภูมิที่ใชในการบมที่ตู บมเชื้อแบบเขยาควบคุมอุณหภูมิ ไดแก 30, 37, 40 และ 45 

องศาเซลเซยีส 

3.2.1) เตรียม Marasmius sp. โดยวางชิ้นวุนของราที่มีขนาดเสนผานศนูยกลาง 6 มิลลิเมตร 

บนอาหาร PDA บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 วัน 

3.2.2) เตรียมแบคทีเรีย 3 สายพันธุ ที่มีเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุดมาเลี้ยงในอาหาร LB 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมแบบเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที ท่ีอุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลานำมาวัดคาดูดกลืนแสงดวยเครื่องสเปกโทรโฟโตมีเตอร ให

มีคาเทากับ 0.5  จากนั้นถายเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารที่ใหประสิทธิภาพการ

ยับยั้งรามากที่สุดจากขอ 3.1.2) ที่ปรับคา pH ที่ใหประสิทธิภาพการยับยั้งรามากที่สุดจากขอ 

3.2.2) บมแบบเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที โดยแปรผันอุณหภูมิ ไดแก 30, 37, 40 และ 

45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ชั่วโมง แลวนำมาปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลลดวยเครื่อง

ปนเหวี่ยงตกตะกอนที่ 8000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที และนำน้ำ

เลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลมากรองดวยแผนกรองเซลลขนาด 0.45 ไมครอน แลวนำของเหลว

ผลกรองมาผสมกับอาหาร PDA ที่หลอมไวที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ในอัตราสวนน้ำเลี้ยง

เชื้อที่ปราศจากเซลล 2 สวน ตออาหาร PDA 10 สวน เมื่ออาหารแข็งแลว วางชิ้นวุนของ

ราตรงกลางของอาหารเลี้ยงเชื้อ ดังรูปที่ 6 บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 วัน จากนั้นวัดเสน

ผานศูนยกลางโคโลนีของรา และคำนวณเปอรเซ็นตการยับยั ้ง เชนเดียวกับขอ 2.2.2) 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุมซึ่งเลี้ยงราบนอาหาร PDA ที่ไมผสมน้ำเลี้ยงเชื้อ 

 

4) การพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรีย 

พิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียดวยวิธีทางกายภาพ, วิธีทางชีวเคมี, และวิธีทางชีววิทยาระดับ

โมเลกุล ดังนี้  

4.1) การพิสูจนเอกลักษณดวยวิธีทางกายภาพโดยการยอมสีแบคทีเรีย 

เตรียมแบคทีเรียในอาหารแข็ง LB เปนเวลา 24 ชั ่วโมง จากนั ้นยอมแกรมเพื ่อศึกษา

ลักษณะของแบคทีเรียภายใตกลองจุลทรรศนแบบใชแสง 
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4.2) การพิสูจนเอกลักษณดวยวธิีทางชีวเคมีโดยการทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมี 

4.2.1) ทดสอบความสามารถการใชออกซิเจนในการเจริญของแบคทีเรีย 

4.2.2) ทดสอบความสามารถในการใชน้ำตาลกลูโคส และทดสอบสมบัติในการสรางเอนไซม

คะตะเลส 

4.3) การพิสูจนเอกลักษณดวยวิธีทางชีววิทยาระดับโมเลกุล 

พิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียดวยวิธีทางชีววิทยาระดับโมเลกุล โดยการเปรียบเทียบลำดับ

นิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA ที่ไดมาจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชไพรเมอร 8F และ 

1492R 

4.3.1) การเตรียมดีเอ็นเอแมแบบของแบคทีเรีย 

สกัดดีเอ็นเอแมแบบของแบคทีเรียโดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ E.Z.N.A.® Bacterial DNA Kit 

ดังนี้ เลี้ยงแบคทีเรียใหอยูในชวง ระยะแบงตัวทวีคูณ (log phase) ในอาหารเหลว LB  นำมา

ตกตะกอนเซลลในหลอดไมโครเซนตริฟวจ ปริมาตรรวม 3 มิลลิลิตร โดยปนเหวี่ยงที่ 4,000 rpm 

เปนเวลา 10 นาที  ดูดสวนใสทิ ้ง  แลวเติม TE Buffer 100 ไมโครลิตร ลงในตะกอนเซลล  

จากนั ้นผสมใหเขากันดวยเครื ่องเขยาสาร (vortex mixer) และเติมเอนไซม lysozyme 10 

ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  จากนั้นเติม TE buffer 100 

ไมโครลิตรกบัเอนไซม Proteinase K 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องเขยาสาร แลวนำไป

บมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง  จากนั้นเติมเอนไซม RNase A 5 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากัน ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที  นำไปปนเหวี่ยงที่ 10,000 rpm เปนเวลา 2 

นาที  ถายสารละลายใสหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม BL buffer 220 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน บมที ่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  เติม 100 

เปอรเซ็นต เอธานอล 220 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่องเขยาสารท่ีความเร็วสูงสุดเปนเวลา 

20 วินาที  จากนั้นถายตัวอยางผาน HiBind® DNA Mini Column ลงในหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร 

นำไปปนเหวี่ยงท่ี 10,000 rpm เปนเวลา 1 นาที  เทของเหลวที่ผานคอลัมนออก แลวนำคอลัมน 

HiBind® DNA Mini Column ใสกลับในหลอดเดิม  เติม HBC buffer 500 ไมโครลิตร นำไปปน

เหวี่ยงท่ี 10,000 rpm เปนเวลา 1 นาที  เทของเหลวที่ผานคอลัมนออก จากนั้นเติม DNA Wash 

buffer 700 ไมโครลิตร นำไปปนเหวี่ยงที ่ 10,000 rpm เปนเวลา 1 นาที  เทของเหลวที ่ผาน

คอลัมนออก  เติม DNA Wash buffer 700 ไมโครลิตร อีกครั้ง และนำไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 

rpm เปนเวลา 2 นาที  เทของเหลวที่ผานคอลัมนออก แลวนำคอลัมนไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 
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rpm เปนเวลา 2 นาที เพื่อทำใหคอลัมนแหง  จากนั้นนำ HiBind® DNA Mini Column ไปใส

หลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 ไมโครลิตรหลอดใหม  แลวเติม elution buffer ที่อุณหภูมิ 65 

องศาเซลเซยีส ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร ตั้งไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที  จากนั้นนำไป

ปนเหวี่ยงที่ 10,000 rpm เปนเวลา 1 นาที  จากนั้นเก็บรักษาดีเอ็นเอไวที่ -20 องศาเซลเซียส 

4.3.2) การทำปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

ใชดีเอ็นเอแมแบบของแบคทีเรียที่ไดจากขอ 4.3.1) มาทำปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดย

เตรียมสารละลายที่ใชทำปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสใหมีปริมาตรสุดทาย 50 ไมโครลิตร ดังนี้ 

(Kaewklom และคณะ, 2014) 

5X PCR buffer      10 ไมโครลิตร 

50 M 8F (forward primer)    1.0 ไมโครลิตร 

50 M 1492R (reverse primer)   1.0 ไมโครลิตร 

20 mM dNTPs      1.0 ไมโครลิตร 

ดีเอ็นเอแมแบบ      1.0 ไมโครลิตร  

Taq DNA polymerase (1–5 units/L)   0.25 ไมโครลิตร 

หลังจากนั้นนำไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ดวยเครื่อง PCR (Biorad) และปรับ

อุณหภูมิตามโปรแกรมที่กำหนดดังนี้ (Kaewklom และคณะ, 2014)  

Initial denaturation   ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส   เปนเวลา 5 นาที  

Denaturation           ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส   เปนเวลา 1 นาที   

Annealing                ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส   เปนเวลา 1 นาที            30 รอบ  

Extension                ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส   เปนเวลา 3 นาที  

Final extension        ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส   เปนเวลา 10 นาที 
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4.3.3) การทำอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส 

นำผลิตภัณฑที่ไดจากขอ 4.3.2) มาทำอีเล็กโทรโฟเรซิสบนอะกาโรสเจลโดยใชบัฟเฟอร 1X 

Tris-acetate (TAE) (ภาคผนวก ข1) โดยเตรียมอะกาโรสเจล 0.9% (ภาคผนวก ข2) แลวโหลดดี

เอ็นเอและดีเอ็นเอมาตรฐาน ซึ่งใชเปน 1kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) ลงใน

ชองใสตัวอยาง  ทำอีเล็กโทรโฟเรซิสโดยใชกระแสไฟฟาความตางศักย 100 โวลต จนกระทั่งสี

เคลื่อนที่มาเกือบถึงปลายสุดของอะกาโรสเจล นำเจลออก จากนั้นนำไปสองภายใต UV และ

ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 

4.3.4) การทำบริสุทธิ์แถบดีเอ็นเอออกจากเจล 

ทำบริสุทธิ์ผลิตภัณฑดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชชุดสำหรับทำบริสุทธิ์ ดี

เอ็นเอจากเจลสำเร็จรูป GeneJet Gel extraction kit (Thermo Scientific, USA) โดยตัดเจล 

บริเวณที่มีชิ้นดีเอ็นเอขนาดที่ตองการละลายใน binding buffer ปริมาตรเทากับเจล ที่อุณหภูมิ 

50-60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ประกอบคอลัมนสำหรับทำบริสุทธิ์เขากับหลอดเก็บ 

สารละลาย จากนั้นใสสารละลายเจลลงในคอลัมน ปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 

นาที เทสารละลายในหลอดเก็บสารละลายทิ้ง แลวเติม wash buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร

ลงใน คอลัมน ปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที เทสารละลายในหลอดเก็บ

สารละลายทิ้ง แลวปนเหวี่ยงตออีก 1 นาที เทสารละลายในหลอดเก็บสารละลายทิ้ง แลวนำ

หลอดไมโครเซนตริฟวจ เปลามาประกอบเขากับคอลัมนแทนหลอดเก็บสารละลาย ใส elution 

buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน และปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 

นาที เก็บสารละลายดีเอ็นเอไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

4.3.5) การวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทด 

เปรียบเทียบขอมูลลำดับเบสบริเวณ 16S rDNA โดยสงผลิตภัณฑดีเอ็นเอที่ทำใหบริสุทธิ์ใน

ขอที่ 4.3.4) ไปวิเคราะหหาลำดับนิวคลีโอไทด โดยบริษัท 1st Base ประเทศมาเลเซีย แลวนำ

ขอมูลที่ไดไปเทียบกับ ฐานขอมูล Genbank ดวยโปรแกรม BLASTN 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

1) การทดสอบความสามารถในการยับย้ังรา Marasmius sp. 

1.1) ทดสอบความสามารถในการยับยั้งราดวยวิธี dual culture 

จากการขีดแบคทีเร ียทั ้ง 10 สายพันธุ ลงบนอาหารแข็ง PDA ที ่มีช ิ ้นว ุ นของรา 

Marasmius sp. โดยใหมีระยะหางระหวางแบคทีเรียและราประมาณ 2.5 เซนติเมตร บมท่ี

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 วัน พบวาแบคทีเรียทั ้ง 10 สายพันธุ มีความสามารถยับยั ้งรา 

Marasmius sp. ดังแสดงในตารางที่ 1 และภาคผนวก ค1   จากตารางที่ 1 พบวาแบคทีเรียที่มี

ความสามารถในการยับยั้ง Marasmius sp. ไดสูงที่สุดสามอันดับแรกคือ สายพันธุ M27, M25 

และ M22 ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับยั้ง 22.34, 21.99 และ 19.86 % ตามลำดับ   สวนสายพันธุที่

เหลือมีความสามารถในการยับยั้งระหวาง 14.89 – 19.15 %   ดังนั้นจึงนำแบคทีเรียทั้ง 3 สาย

พันธุขางตนไปทดสอบความสามารถของน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลในการยับยั้งรา 

 

ตารางที่ 1 :  คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งและเปอรเซ็นตการยับยั้ง Marasmius sp. โดย

แบคทีเรียสายพันธุตาง ๆ ดวยวิธี dual culture 

สายพันธุแบคทีเรีย 
เสนผานศูนยกลางเฉลี่ย (เซนติเมตร) 

เปอรเซ็นตการยับยั้ง 
ชุดควบคุม ชุดทดสอบ 

M10 4.70 ± 0.11 4.00 ± 0.08 14.89 

M22 4.70 ± 0.11 3.77 ± 0.31 19.86 

M23 4.70 ± 0.11 3.97 ± 0.17 15.60 

M25 4.70 ± 0.11 3.67 ± 0.17 21.99 

M26 4.70 ± 0.11 3.80 ± 0.27 19.15 

M27 4.70 ± 0.11 3.65 ± 0.04 22.34 

N1 4.70 ± 0.11 3.98 ± 0.21 15.25 

N3 4.70 ± 0.11 3.82 ± 0.16 18.79 

TD12-11 4.70 ± 0.11 4.00 ± 0.04 14.89 

TW1-1ng 4.70 ± 0.11 3.90 ± 0.11 17.02 
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1.2) ทดสอบความสามารถของน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลในการยับยั้งรา 

จากการนำน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของแบคทีเรียสายพันธุ M27, M25 และ M22 

มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งราโดยนำมาผสมกับอาหาร PDA ดวยอัตราสวน 2:10 พบวา

น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของแบคทีเรยีทั้ง 3 สายพันธุ สามารถยับยั้ง Marasmius sp. ไดดัง

แสดงในรูปที่ 7 – 9 โดยมีเปอรเซน็ตการยับยั้งราของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุดังตารางที่ 2 

 

 

รูปที่ 7 : การยับยั้ง Marasmius sp ดวยน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของสายพันธุ M27 (3 ซ้ำ) 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซายสุด) 

 

รูปที่ 8 : การยับยั้ง Marasmius sp ดวยน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของสายพันธุ M25 (3 ซ้ำ) 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซายสุด) 

 

รูปที่ 9 : การยับยั้ง Marasmius sp ดวยน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของสายพันธุ M22 (3 ซ้ำ) 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซายสุด) 
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ตารางที่ 2 : คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งและเปอรเซ็นตการยับยั้ง Marasmius sp. โดย

น้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลลของแบคทีเรียสายพันธุ M27, M25 และ M22 

สายพันธุแบคทีเรีย 
เสนผานศูนยกลางเฉลี่ย (เซนติเมตร) 

เปอรเซ็นตการยับยั้ง 
ชุดควบคุม ชุดทดสอบ 

M27 3.10 ± 0.19 1.07 ± 0.05 65.59 

M25 3.10 ± 0.19 1.17 ± 0.05 62.37 

M22 3.10 ± 0.19 1.52 ± 0.05 55.91 

จากตารางท่ี 2 พบวาน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของแบคทีเรียสายพันธุ M27 มีเปอรเซ็นตการ

ยับยั้ง 65.59%  รองลงมาคือสายพันธุ M25 ซึ่งมีเปอรเซน็ตการยับยั้ง 62.37% และสายพันธุ M22 ซึ่งมี

เปอรเซ็นตการยับยั้ง 55.91%  จากนั้นนำแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ ไปทดสอบเพ่ือหาภาวะที่เหมาะสมตอ

ประสิทธิภาพในการยับยั้งรา โดยภาวะที่ทดสอบ ไดแก ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ, pH และอุณหภูมิ 

 

2) การหาภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับแบคทีเรียตอประสิทธิภาพในการยับย้ังรา 

2.1) ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

จากการนำน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของแบคทีเรียสายพันธุ M27, M25 และ M22 ที่เลี้ยงใน

อาหาร LB, NB และ TSB มาผสมกับอาหาร PDA ดวยอัตราสวน 2:10  พบวาน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจาก

เซลลของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารทั้ง 3 ชนิด สามารถยับยั้ง Marasmius sp. ได ดัง

แสดงในตารางที ่3 และภาคผนวก ค2 – ค4 
 

ตารางที่ 3 : คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งและเปอรเซ็นตการยับยั้ง Marasmius sp. โดย

น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของแบคทีเรียสายพันธุ M27, M25 และ M22 เม่ือเลี้ยงใน LB, NB และ TSB 

อาหารเลี้ยงเชื้อ แบคทีเรีย 
เสนผานศูนยกลางเฉลี่ย (เซนติเมตร) 

เปอรเซ็นตการยับยั้ง 
ชุดควบคุม ชุดทดสอบ 

LB 

M27 3.10 ± 0.19 1.07 ± 0.05 65.59 

M25 3.10 ± 0.19 1.17 ± 0.05 62.37 

M22 3.10 ± 0.19 1.52 ± 0.05 55.91 

NB 

M27 3.10 ± 0.19 2.97 ± 0.05 4.30 

M25 3.10 ± 0.19 2.63 ± 0.12 15.05 

M22 3.10 ± 0.19 2.70 ± 0.42 12.90 

TSB 

M27 3.10 ± 0.19 1.60 ± 0.08 48.39 

M25 3.10 ± 0.19 1.57 ± 0.05 49.46 

M22 3.10 ± 0.19 1.70 ± 0.08 45.16 
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จากตารางที่ 3 ซึ่งแสดงคาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั ้งและเปอรเซ็นตการยับยั้ง 

Marasmius sp. ดวยน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหาร LB, 

NB และ TSB พบวาน้ำเลี้ยงเชื้อที ่ปราศจากเซลลของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุที ่เลี ้ยงในอาหาร LB มี

เปอรเซ็นตการยับยั้ง Marasmius sp. สูงสุด  โดยสายพันธุ M27 มีเปอรเซ็นตการยับยั้งเทากับ 65.59% 

รองลงมาคือ สายพันธุ M25 ซึ่งมีเปอรเซน็ตการยับยั้งเทากับ 62.37% และสายพันธุ M22 ซึ่งมีเปอรเซ็นต

การยับยั้งเทากับ 55.91%   ความสามารถในการยับยั้งราของน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของแบคทีเรีย

ทั้ง 3 สายพันธุที่เลี้ยงในอาหาร TSB มีอันดับเปอรเซ็นตการยับยั้งรารองลงมาจาก LB โดยมีชวงการยับยั้ง

ของทั้ง 3 สายพันธุใกลเคียงกัน ซึ่งมีคาการยับยั้งระหวาง 45.16 – 49.46 %   สำหรับการยับยั้งราของ

แบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุเมื่อเลี้ยงในอาหาร NB พบวามีเปอรเซ็นตการยับยั้งนอยที่สุด โดยมีคาการยับยั้ง

ระหวาง 4.30 – 15.05 %   จากผลการทดลองทำใหสรุปไดวา อาหารที่ทำใหแบคทีเรียมีประสิทธิภาพ

การยับยั้งราไดดีที่สุดเพื่อนำไปศึกษาตอไปคือ อาหาร LB ซึ่งในการทดลองนี้ยังไมมีการปรับคา pH ของ

อาหาร LB 

 

2.2) คา pH 

จากการนำน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลที่ผานการกรองของแบคทีเรีย 3 สายพันธุ ที่เลี้ยงใน

อาหาร LB ที่ปรับคา pH ดวย 1M HCl หรือ 1M NaOH ใหเปน pH 6, 7 และ 8 ตามลำดับ โดยนำมา

ผสมกับอาหาร PDA ดวยอัตราสวน 2:10  เพ่ือหาคา pH ที่ใหประสิทธิภาพการยับยั้งราไดดทีี่สุด   ผลการ

ทดลองพบวาน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ ในอาหารที ่คา pH ทั้ง 3 คา 

สามารถยับยั้งรา Marasmius sp. ได ดังแสดงในตารางที ่4 และภาคผนวก ค5 – ค7 
 

ตารางที่ 4 : คาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งและเปอรเซ็นตการยับยั้ง Marasmius sp. โดย

น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของแบคทีเรียสายพันธุ M27, M25 และ M22 ในอาหาร LB ที่คา pH ตาง ๆ 

คา pH ของ

อาหาร LB 
แบคทีเรีย 

เสนผานศูนยกลางเฉลี่ย (เซนติเมตร) 
เปอรเซ็นตการยับยั้ง 

ชุดควบคุม ชุดทดสอบ 

6 

M27 3.00 ± 0.20 1.30 ± 0.08 56.67 

M25 3.00 ± 0.20 1.33 ± 0.09 55.56 

M22 3.00 ± 0.20 1.13 ± 0.05 62.22 

7 

M27 3.00 ± 0.20 0.97 ± 0.12 67.78 

M25 3.00 ± 0.20 1.13 ± 0.09 62.23 

M22 3.00 ± 0.20 1.16 ± 0.09 61.11 

8 

M27 3.00 ± 0.20 1.07 ± 0.00 64.44 

M25 3.00 ± 0.20 1.43 ± 0.17 52.22 

M22 3.00 ± 0.20 1.30 ± 0.05 56.67 
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จากตารางที่ 4 ซึ่งแสดงคาเฉลี่ยเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้งและเปอรเซ็นตการยับยั้ง 

Marasmius sp. ดวยน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ ในอาหาร LB ที่คา pH 6, 

7 และ 8 พบวาน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุที่เลี้ยงในอาหาร LB ที่คา pH 

เทากับ 7 มีเปอรเซ็นตการยับยั้ง Marasmius sp. สูงสุด  โดยแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการยับยั้งมาก

ที่สุดคือ สายพันธุ  M27 ซึ ่งมีเปอรเซ็นตการยับยั้งเทากับ 67.78%  รองลงมาคือ สายพันธุ M25 ที่มี

เปอรเซ็นตการยับยั้งเทากับ 62.23% และสายพันธุ M22 ท่ีมีเปอรเซ็นตการยับยั้งเทากับ 61.11%   ดังนั้น

จึงเลือกอาหาร LB ที่คา pH 7 ที่ใหประสิทธิภาพการยับยั้งราไดดีที่สุดไปศึกษาตอไป 

 

3) ผลการทดลองที่คาดวาจะไดรับสำหรับการทดลองที่จะศึกษาตอไป  

3.1) การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมสำหรับแบคทีเรียตอประสิทธิภาพในการยับยั้งรา 

เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธุใน LB ทีค่า pH 7 โดยบมทีตู่บมเชื้อแบบเขยาทีค่วบคุมอุณหภูมิ

ที่ 30, 37, 40 และ 45 องศาเซลเซียส หาอุณหภูมิที่เหมาะสมสำหรับแบคทีเรียตอประสิทธิภาพในการ

ยับยั้งรา คาดวาอุณหภูมิที่เหมาะสมนาจะเปนที่ 37 องศาเซลเซียส เนื่องจากเปนอุณหภูมิที่แบคทีเรีย

เจริญไดดีที่สุด 

3.2) การพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรีย 

แบคทีเรีย 3 สายพันธุที่มีเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุด 3 อันดับแรก ไดแก สายพันธุ M27, M25 

และ M22  เปนแบคทีเรียที่ไดมาจากงานวิจัยกอนหนาของ คงยุทธ เลิศมงคงธรรม (คงยุทธ เลิศมงคง

ธรรม, 2549) ซึ่งคัดแยกมาจากดินในจังหวัดกาญจนบุร ีงานวิจัยดังกลาวไดพิสูจนเอกลักษณเบื้องตนดวย

วิธีทางกายภาพ เชน การยอมสีแบคทีเรียพบวา แบคทีเรียทั้งสามสายพันธุเปนแบคทีเรียแกรมบวก มี

รูปรางเปนแทง (bacilli)  โดยแบคทีเรียสายพันธุ M27 ยังพบวาเปนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการ

เคลื่อนที่ดวย  จากการทดสอบดวยวิธีทางชีวเคมโีดยงานวิจัยดังกลาวพบวาแบคทีเรียทั้งสามสายพันธุเปน

แบคทีเรียที่ตองใชออกซิเจนในการเจริญเติบโต และสามารถหมักน้ำตาลกลูโคสโดยไมมีการสรางแกส   

นอกจากนี้ยังพบวาแบคทีเรียสายพันธุ M27 และ M25 มีความสามารถในการสรางเอนไซมคะตะเลส  ซึ่ง

เมื่อนำไปเปรียบเทียบกับคูมือ Practical Atlas for Bacterial Identification คาดวาแบคทีเรียสายพันธุ 

M27 อยูในสกุล Brochothrix sp., แบคทีเรียสายพันธุ M25 คาดวาอยูในสกุล Corynebacterium sp. 

และแบคทีเรียสายพันธุ M22 คาดวาอยูในสกุล Lactobacillus sp. (คงยุทธ เลิศมงคงธรรม, 2549)  แต

จากการสังเกตลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียพบวามีความคลายคลึงกับโคโลนีสวนใหญของแบคทีเรียใน

สกุล Bacillus  ดังนั้นจึงยังจำเปนตองนำแบคทีเรียเหลานี้มาพิสูจนเอกลักษณดวยวิธีทางชีววิทยาระดับ

โมเลกุล โดยการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA เพื่อใหไดผลการทดลองที่ถูกตอง

แมนยำตอไป 
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บทท่ี 5 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

การทดสอบความสามารถในการยับยั้ง Marasmius sp. ดวยวิธี dual culture โดยแบคทีเรียท่ี

นำมาทดสอบมีทั้งหมด 10 สายพันธุ พบวาทั้ง 10 สายพันธุมีความสามารถในการยับยั้ง Marasmius sp.   

สายพันธุที ่มีความสามารถในการยับยั ้งมากที ่สุด 3 อันดับคือ สายพันธุ M27, M25 และ M22 ซึ่งมี

เปอรเซ็นตการยับยั้ง 22.34, 21.99 และ 19.86 % ตามลำดับ  จากนั้นนำแบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธุขางตน

ไปทดสอบความสามารถของน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลในการยับยั้ง Marasmius sp. ซึ่งผลของการ

ทดสอบพบวาแบคทีเรียสายพันธุ M27 มีความสามารถสูงสุด โดยมีเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงถึง 65.59%, 

รองลงมาคือ สายพันธุ M25 ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับยั้ง 62.37% และสายพันธุ M22 ซึ่งมีเปอรเซ็นตการ

ยับยั้ง 55.91%   จากการทดสอบกลาวไดวาแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุสามารถสรางสารที่สามารถยับยั้ง

การเจริญของรา และหลั ่งออกมาภายนอกเซลลได แตยังไมสามารถระบุไดวาเปนสารชนิดใด และ

จำเปนตองมีการศึกษาเพ่ิมเติม 

การทดสอบการยับยั้งราโดยใชน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ ไดแก 

สายพันธุ  M27, M25 และ M22 พบวามีประสิทธิภาพการยับยั ้งราสูงกวาเมื ่อใชเซลลโดยวิธี dual 

culture 2.94, 2.84 และ 2.81 เทา ตามลำดับ ทั้งนี้อาจเปนเพราะปริมาณของเซลลที่เพิ่มมากขึ้น จึง

สงผลทำใหมีสารซึ่งออกฤทธิ์ในการยับยั้งมากขึ้น ซึ่งมักพบไดกับการทดสอบการยับยั้งราของแบคทีเรียใน

หลายงานวิจัย ยกตัวอยางเชน งานวิจัยของ Mu และคณะ (2020) พบวา Bacillus atrophaeus สาย

พันธุ J-1 มีความสามารถในการยับยั้ง Botryosphaeria dothidea ซึ่งกอโรคผลเนาในแอปเปลหลังการ

เก็บเกี่ยว โดยผลการทดสอบความสามารถในการยับยั้งราดวยวิธี dual culture พบวา B. atrophaeus 

สายพันธุ J-1 สามารถยับยั้ง B. dothidea ได 55.1% และผลการทดสอบความสามารถในการยับยั้งรา

โดยใชน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลพบวา B. atrophaeus สายพันธุ J-1 แสดงความสามารถในการยับยั้ง

รากอโรคไดสูงถึง 79.8% ซึ ่งมีประสิทธิภาพการยับยั้งมากกวาเมื่อใชเซลลโดยวิธี dual culture และ

งานวิจัยของ Eber และคณะ (2019) พบวา Bacillus subtilis สายพันธุ TE3 มีความสามารถในการยับยั้ง 

Bipolari sorokiniana ซ ึ ่ ง เป นราก อโรคใบจุดส ีน ้ำตาล (spot blotch) ในข าวสาล ี  เม ื ่อทดสอบ

ความสามารถในการยับยั้งราของแบคทีเรียสายพันธุดังกลาวดวยวิธี dual culture พบวา B. subtilis สาย

พันธุ TE3 แสดงบริเวณการยับยั้งตอ B. sorokiniana โดยมีความกวางเทากับ 6.7 มิลลิเมตร  เมื่อทดสอบ

ความสามารถในการยับยั้งราโดยใชน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของสายพันธุ TE3 พบวาน้ำเลี้ยงเชื้อที่

ปราศจากเซลลสามารถลดการเจริญของเสนใย B. sorokiniana ไดถึง 98%   อยางไรก็ตาม มีรายงาน

งานวิจัยของ Tian และคณะ (2020) ที ่ค ัดแยก Bacillus sp. w176 จากดินบริเวณไรสม และพบวา 
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Bacillus sp. w176 มีความสามารถในการยับยั้ง Penicillium digitatum ซึ่งเปนรากอโรคราเขียวในสม

หลังการเก็บเกี่ยว  เมื่อนำมาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งราดวยวิธี dual culture พบวามีความ

กวางของบริเวณยบัยั้ง 58.41 เซนติเมตร แตเมื่อทดสอบโดยใชน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลล พบวามีความ

กวางของบริเวณยบัยั้งเพียง 33.50 เซนติเมตร  

สำหรับการทดสอบเพื่อหาภาวะที่เหมาะสมตอประสิทธิภาพในการยับยั้ง Marasmius sp.พบวา

อาหารเลี้ยงเชื้อที ่ทำใหแบคทีเรียมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้ง Marasmius sp. คือ อาหาร LB 

รองลงมาคืออาหาร TSB และสุดทายคืออาหาร NB   โดยอาหาร LB แบคทีเรียที่มีความสามารถในการ

ยับยั้งมากที่สุดคือ สายพันธุ M27 โดยมีเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงถึง 65.59%, รองลงมาคือ สายพันธุ M25 

ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับยั้งเทากับ 62.37% และสายพันธุ M22 ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับยั้งเทากับ 55.91% 

ซึ่งคาดวาแบคทีเรียทั้งสามสายพันธุสามารถเจริญและสรางสารที่ยับยั้งการเจริญของรา และหลั่งออกมา

ภายนอกเซลลไดดี เมื่อเลี้ยงในอาหาร LB ที่มีแหลงไนโตรเจนเปนผงสกัดจากยีสต ซึ่งแตกตางจากอาหาร 

NB และ TSB ท่ีมีแหลงไนโตรเจนเปนผงสกัดจากเนื้อ และซอยโตน ตามลำดับ   จากนั้นทำการทดลองตอ

เพื่อหาภาวะคา pH ของอาหาร LB ที่เหมาะสมตอประสิทธิภาพในการยับยั้ง Marasmius sp.พบวาคา 

pH ของอาหาร LB เทากับ 7 ทำใหแบคทีเรียมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งรา โดยแบคทีเรียที่มี

ความสามารถในการยับยั้งมากที่สุดคือ สายพันธุ M27 โดยมีเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงถึง 67.78%, รองลงมา

คือ สายพันธุ M25 ที่มีเปอรเซ็นตการยับยั้งเทากับ 62.23% และสายพันธุ M22 ที่มีเปอรเซ็นตการยับยัง้

เทากับ 61.11%   จากการทดสอบสรุปผลไดวา ภาวะที ่ เหมาะสมตอประสิทธ ิภาพในการย ับยั้ง 

Marasmius sp. คือ การเลี้ยงแบคทีเรียในอาหาร LB ที่มีคา pH ของอาหารเทากับ 7    

แบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุที่มีความสามารถสูงสุดในการยับยั้ง Marasmius sp. จากการทดลอง

เบื้องตนในการพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียดวยวิธีทางกายภาพกอนหนานี้ (คงยุทธ เลิศมงคงธรรม, 

2549) ไดคาดหมายวาแบคทีเรียสายพันธุ M27 อยูในสกุล Brochothrix sp., แบคทีเรียสายพันธุ M25 

คาดว าอย ู  ในสก ุล  Corynebacterium sp. และแบคท ี เร ี ยสายพ ันธ ุ   M22 คาดว  าอย ู  ในส กุล 

Lactobacillus sp.   แบคทีเรียในสกุล Brochothrix ยังไมมีรายงานวามีความสามารถในการยับยั้งราที่

กอโรคในพืช โดยแบคทีเรียชนิดนี้เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางแทง ที่ไมสรางเอนโดสปอร เคลื่อนท่ี

ไมได และเจริญแบบไมใชอากาศ และสามารถแยกไดจากเนื้อสัตวดิบทั่วไป (Xu และคณะ, 2010)  สวน

แบคทีเร ียในสกุล Corynebacterium และ Lactobacillus พบว าม ีรายงานถึงความสามารถของ

แบคทีเรียสองสายพันธุ นี้ในการใชเปนตัวควบคุมทางชีวภาพในการควบคุมยับยั้งโรคพืชที่เกิดจากรา 

ยกตัวอยาง เชน Corynebacterium nitrilophilus สามารถยับยั้งการเจริญของรากอโรคไดหลายชนิด 

เช น Fusarium oxysporum, Penicillium digitatum และ Alternaria solani (Gebreel และคณะ, 

2008) และแลคติกแอซิดแบคทีเรีย Lactobacillus plantarum สามารถยับยั้งการงอกของสปอรและ
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การเจริญของเสนใยของ Colletotrichum gloeosporioides ซึ ่งกอโรคแอนแทรคโนสของมะละกอ 

(Carolina และคณะ, 2019)   ลักษณะทั่วไปของ แบคทีเรียในสกุล Corynebacterium คอืเปนแบคทีเรีย

แกรมบวก รูปรางเรียว ที่ไมสรางสปอร สามารถเจริญไดทั้งในภาวะที่มีออกซิเจนและไมมีออกซิเจน และ

สามารถสรางเอนไซมคะตะเลส  สามารถพบไดทั่วไปในสิ่งแวดลอม และสามารถแยกไดจากดิน น้ำ พืช 

และสัตว (Betts, 2006)   สำหรับแบคทีเรียในสกุล Lactobacillus มีลักษณะทั่วไป คือเปนแบคทีเรีย  

แกรมบวก รูปรางเปนแทงยาว อยูเดี่ยวๆหรือตอกันเปนสายสั้น ไมสรางสปอร เจริญไดทั้งในภาวะที ่มี

ออกซิเจนและไมมีออกซิเจน และเคลื่อนที่ไมได  สามารถคัดแยกไดจากผลิตภัณฑนม อาหารหมัก หรือ

หญาหมัก เปนตน (Yu และคณะ, 2018) 

อยางไรก็ตามจากการสังเกตลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุดังกลาวในงานวิจัยนี้ 

พบวามีความคลายคลึงกับโคโลนีสวนใหญของแบคทีเรียในสกุล Bacillus ซึ่งเปนกลุมของแบคทีเรียท่ีมี

รายงานมากมายวาสามารถยับยั้งการเจริญของราที่กอโรคในพืชได เชน งานวิจัยของ Wang และคณะ 

(2020) ไดใชเอนโดไฟติกแบคทีเรีย Bacillus velezensis B-36 ท่ีคัดแยกมาจากเนื้อเยื่อของดอกบัว และ

พบวามีความสามารถในการเปนปฏิปกษตอ F. oxysporum ซึ ่งกอโรคเนาของดอกบัว (lotus rot 

disease) และยังพบว า B. velezensis B-36 มีความสามารถในการเปนปฏิปกษทั ้งการทดลองใน

หองปฏิบัติการและการทดลองในกระถางบัว หรืออีกตัวอยางหนึ่ง มีรายงานวา B. velezensis มีศักยภาพ

และมีความสามารถเปนปฏิปกษตอ Botrytis cinerea และสามารถใชควบคุมโรคราสีเทา (gray mold 

disease) ที่เกิดกับพืชผลหลายชนิด เชน สตรอเบอรรี,่ องุน, พริกหวาน และมะเขือเทศ (Jiang และคณะ, 

2018)   นอกจากนี ้งานว ิจ ัยของ Wang และคณะ (2018) พบวา B. amyloliquefaciens subsp. 

Plantarum ม ีความสามารถย ับย ั ้ ง ราก  อโรคพ ื ช ได หลายชน ิด  เช น  Bipolaris sorokiniana, 

F. oxysporum, Alternaria sp., C. gloeosporioides และ Botryosphaeria ribis เปนตน   ดังนั้นจึง

ยังจำเปนตองนำแบคทีเรีย 3 สายพันธุขางตนไปพิสูจนเอกลักษณดวยวิธีทางชีววิทยาระดับโมเลกุลโดย

การเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA เพ่ือใหไดผลที่ถูกตองแมนยำตอไป 

งานว ิจ ัยครั ้งน ี ้ทำให ทราบถึงความสามารถของแบคทีเร ียท ั ้ง 3 สายพันธ ุ  ในการยับยั้ง 

Marasmius sp. ที่กอโรคในตนปาลมน้ำมัน และทราบถึงภาวะเบื้องตนที่สงเสริมความสามารถในการ

ยับยั้งราของแบคทีเรีย   อยางไรก็ตาม ดวยสถานการณการระบาดของโรคติดเชื้อไวรัสโคโรนา 2019 และ

ประกาศสถานการณฉุกเฉินในทุกเขตทองที่ทั่วราชอาณาจักร (ราชกิจจานุเบกษา, 2563) รวมถึงประกาศ

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยที่สืบเนื่องจากการระบาดดังกลาว (ประกาศจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย, 2563) ทำ

ใหไมสามารถทำการทดลองไดครบตามที่วางแผนไว ซึ่งหากทำการทดลองไดครบถวน จะทำใหไดภาวะที่

เหมาะสมสำหรับแบคทีเรียในการสรางสารออกฤทธิ์ชีวภาพของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุที่สามารถยับยั้ง 

Marasmius sp. ไดสูงที่สุด รวมทั้งทราบเอกลักษณของแบคทีเรียวาเหมาะสำหรับการนำไปใชเพ่ือเปนตัว
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ควบคุมทางชีวภาพหรือไม โดยมีเปาหมายเพื่อควบคุมโรคทะลายเนาของปาลมน้ำมันที ่มีสาเหตุจาก 

Marasmius sp.   ทั้งนี้ยังมีประเด็นอื่นที่ควรศึกษาเพิ่มเติม เชน ผลกระทบตอสิ่งแวดลอมและสิ่งมีชีวิต

อ่ืน กอนที่จะนำไปพัฒนาเปนผลิตภัณฑทางชีวภาพสำหรับการควบคุมโรคของตนปาลม  
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1) อาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA)  

อาหารสำเร็จรูป Potato Dextrose broth                                         24   กรัม  

Agar                                                                                      15   กรัม  

ผสมสวนประกอบทั้งหมดตามลำดับในน้ำปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลว

เติมน้ำปลอดประจุจนมีปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อดวยความ ดันไอ 15 ปอนด

ตอตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาที 

2) อาหารเหลว Luria-Bertani (LB) 

Tryptone                                                                                10   กรัม  

Yeast extract                                                                            5   กรัม  

NaCl                                                                                      10   กรัม  

ผสมสวนประกอบทั้งหมดตามลำดับในน้ำปลอดประจุปริมาตร 800 มลิลิลิตร ผสมใหเขากัน แลว

เติมน้ำปลอดประจุจนมีปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อดวยความ ดันไอ 15 ปอนด

ตอตารางนิ้ว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

3) อาหารเหลว Tryptic soy broth (TSB) 

อาหารสำเร็จรูป Tryptic soy broth                                                24   กรัม  

ผสมสวนประกอบในน้ำปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวเติมน้ำปลอดประจุ

จนมีปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร จากนั ้นนำไปนึ่งฆาเชื้อดวยความ ดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาที  
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4) อาหารเหลว Nutrient broth (NB) 

อาหารสำเร็จรูป Nutrient broth (NB)                                             24   กรัม  

ผสมสวนประกอบในน้ำปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน แลวเติมน้ำปลอด

ประจุจนมีปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อดวยความ ดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  
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ภาคผนวก ข 

สารละลายและบฟัเฟอร 

1) บัฟเฟอร 1X Tris-acetate (TAE)  

Trizma base                                                                          121      กรัม  

กรดอะซิติกเขมขน                                                                    28.55    กรมั  

สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร                                               50     มิลลิลิิตร  

ผสมสวนประกอบทั้งหมดตามลำดับในน้ำปลอดประจุปริมาตร 300 มิลลิลิตร แลวเติมน้ำปลอด

ประจุจนมีปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด ตอตารางนิ้ว ที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาที 

2) 0.9% อะกาโรสเจล 

ผงอะกาโรสเจล                                                                         0.18  กรัม  

บัฟเฟอร 1X TAE                                                                       20  มิลลลิิตร  

นำผงอะกาโรสเจลใสลงใน 1X TAE บัฟเฟอร ผสมใหเขากันกอนนำไปอุนใหเจลละลาย  จากนั้น

นำไปเทลงในถาดแมพิมพสำหรับขึ้นเจล ระวังอยาใหมีฟอง และตั้งไวจนอะกาโรสแข็งตัว  
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ภาคผนวก ค 

ความสามารถในการยบัย้ัง Marasmius sp. โดยแบคทีเรีย 

ตารางที่ ค1  ความสามารถในการยับยั้ง Marasmius sp. โดยแบคทีเรียสายพันธุตาง ๆ ดวยวิธี dual culture 

  

สายพันธุ

แบคทีเรีย 
ชุดควบคุม 

ชุดทดสอบ 

ซ้ำที่ 1 ซ้ำที่ 2 ซ้ำที่ 3 

M10 

    

M22 
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สายพันธุ

แบคทีเรีย 
ชุดควบคุม 

ชุดทดสอบ 

ซ้ำที่ 1 ซ้ำที่ 2 ซ้ำที่ 3 

M23 

    

M25 

    

M26 
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สายพันธุ

แบคทีเรีย 
ชุดควบคุม 

ชุดทดสอบ 

ซ้ำที่ 1 ซ้ำที่ 2 ซ้ำที่ 3 

M27 

    

N1 

    

N3 
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สายพันธุ

แบคทีเรีย 
ชุดควบคุม 

ชุดทดสอบ 

ซ้ำที่ 1 ซ้ำที่ 2 ซ้ำที่ 3 

TD12-11 

    

TW1-1ng 
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ตารางที่ ค2  ความสามารถในการยับยั้ง Marasmius sp. ดวยน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของแบคทีเรียสายพันธุตาง ๆ ที่เลี้ยงในอาหาร LB 

  

สายพันธุ

แบคทีเรีย 
ชุดควบคุม 

ชุดทดสอบ 

ซ้ำที่ 1 ซ้ำที่ 2 ซ้ำที่ 3 

M27 

    

M25 

    

M22 
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ตารางที่ ค3  ความสามารถในการยับยั้ง Marasmius sp. ดวยน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของแบคทีเรียสายพันธุตาง ๆ ที่เลี้ยงในอาหาร NB 

  

สายพันธุ

แบคทีเรีย 
ชุดควบคุม 

ชุดทดสอบ 

ซ้ำที่ 1 ซ้ำที่ 2 ซ้ำที่ 3 

M27 

    

M25 

    

M22 
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ตารางที่ ค4  ความสามารถในการยับยั้ง Marasmius sp. ดวยน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของแบคทีเรียสายพันธุตาง ๆ ที่เลี้ยงในอาหาร TSB 

  

สายพันธุ

แบคทีเรีย 
ชุดควบคุม 

ชุดทดสอบ 

ซ้ำที่ 1 ซ้ำที่ 2 ซ้ำที่ 3 

M27 

    

M25 

    

M22 
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ตารางที ่ค5 ความสามารถในการยับยั้ง Marasmius sp. ดวยน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของแบคทีเรียสายพันธุ M27 ที่เลี้ยงในอาหาร LB ที่คา pH 6, 7 และ 8 

  

pH ชุดควบคุม 
ชุดทดสอบ 

ซ้ำที่ 1 ซ้ำที่ 2 ซ้ำที่ 3 

6 

    

7 

    

8 

    



49 

ตารางที่ ค6  ความสามารถในการยับยั้ง Marasmius sp. ดวยน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของแบคทีเรียสายพันธุ M25 ที่เลี้ยงในอาหาร LB ที่คา pH 6, 7 และ 8 

  

pH ชุดควบคุม 
ชุดทดสอบ 

ซ้ำที่ 1 ซ้ำที่ 2 ซ้ำที่ 3 

6 

    

7 

    

8 
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ตารางที่ ค7  ความสามารถในการยับยั้ง Marasmius sp. ดวยน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของแบคทีเรียสายพันธุ M22 ที่เลี้ยงในอาหาร LB ที่คา pH 6, 7 และ 8 

 

pH ชุดควบคุม 
ชุดทดสอบ 

ซ้ำที่ 1 ซ้ำที่ 2 ซ้ำที่ 3 

6 

    

7 

    

8 
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