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บทคัดยอ 

 

โรคเมล็ดดาง (dirty panicle disease) ในขาวสงผลทำใหผลผลิตเสียหายเปนจำนวนมาก ซึ่งมี

สาเหตุจากราหลายชนิด   วิธีควบคุมโรคเมล็ดดางในขาวดวยสารเคมีสงผลกระทบตอรางกายและ

สิ ่งแวดลอม   งานวิจัยนี้จึงนำเสนอวิธีควบคุมโรคพืชดวยวิธีการทางชีวภาพโดยใชแอนตะโกนิสติก

แบคทีเรียที่ไมกอโรค สงเสริมการเจริญของพืช และยับยั้งรากอโรคได  โดยงานวิจัยประกอบดวยการคัด

แยกรากอโรค, การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งรา และสมบัติในการสงเสริมการเจริญของพืชโดย

แบคทีเรีย  จากการคัดแยกรากอโรคจากตัวอยางเมล็ดขาวที ่เปนโรคเมล็ดดาง แลวนำมาตรวจสอบ

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา สามารถสรุปเบื้องตนไดวาเปน Curvularia lunata ซึ่งเปนสาเหตุของโรคเมล็ด

ดาง   การทดสอบการยับยั้งโดยเทคนิคเลี้ยงแบคทีเรียรวมกับราบนอาหารแข็ง พบวาแบคทีเรียสายพันธุ 

M25 MSCU 0242 สามารถยับยั้ง C. lunata ไดดีที่สุด โดยสามารถยับยั้งได 66.67%   การทดสอบการ

ยับยั้งราดวยเมแทบอไลตที่หลั่งออกนอกเซลลแบคทีเรียและการยับยั้งราดวยสารระเหยของแบคทีเรีย 

พบวาแบคทีเรีย M25 MSCU 0242  สามารถยับยั้ง C. lunata ได 100% และ 52.94% ตามลำดับ   การ

ยับยั้งราดวยไฮโดรไลซิสเอนไซมของแบคทีเรีย พบวาแบคทีเรีย M25 MSCU 0242  สามารถผลิตไลเปส

และโปรตีเอสได แตผลิตเซลลูเลสไมได   การทดสอบสมบัติการสงเสริมการเจริญของพืช พบวาแบคทีเรีย 

M25 MSCU 0242 มีความสามารถในการตรึงไนโตรเจน แตไมผลิต Indole-3-Acetic Acid (IAA) และไม

มีความสามารถในการละลายฟอสเฟต   การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งรากอโรคเมล็ดดางในขาว 

พบวา แบคทีเรีย M25 MSCU 0242 มีความสามารถในการรักษา ปองกัน และยับยั้งโรคเมล็ดดางในขาว

ได   ดังนั้นแบคทีเรียสายพันธุ M25 MSCU 0242 จึงมีศักยภาพในการใชเปนเชื้อควบคุมทางชีวภาพเพ่ือ

ยับยั้งการเกิดโรคเมล็ดดางท่ีเกิดจาก C. lunata และชวยตรึงไนโตรเจนใหกับขาวได 
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Abstract 

 

Dirty panicle disease is the most significant factor limiting production of rice. It 

caused by several fungal phytopathogens results in damage of rice seeds. Controlling dirty 

panicle disease by synthetic chemical fungicides cause adverse impact on human health 

and public concern regarding environmental issues. This work proposed to use biological 

control method using antagonistic bacteria that is safe, able to promote plant growth, and 

can inhibit the fungal pathogen. The work composed of isolation of fungal pathogen, and 

determination of antifungal and plant growth promotion abilities by antagonistic bacteria. 

Isolation of fungal pathogen from rice with dirty panicle symptom, and then examination 

the basic morphology preliminary identified the fungus as Curvularia lunata. Dual culture 

method revealed that bacteria M25 MSCU 0242 exhibited potent in vitro inhibitory activity 

on mycelial growth against C. lunata at 66.67%. Fungal inhibition using extracellular 

metabolites and volatile compounds of bacteria showed that the pathogen growth 

inhibition was ranging from 100% and 52.94%, respectively. Bacteria M25 MSCU 0242 was 

able to produce lipase and protease, but not cellulase. The bacteria also showed ability 

to fix atmosphere nitrogen, but not ability to produce Indole-3- Acetic Acid (IAA) or to 

solubilize phosphate. By testing efficacy of bacteria strain M25 MSCU 0242 on rice seeds, 

the results demonstrated that the bacteria was able to treat, prevent, and inhibit dirty 

panicle disease on rice seeds. These results indicated that bacteria strain M25 MSCU 0242 

has potential to be used as biological control agent to combat dirty panicle disease of rice 

caused by C. lunata and to assist nitrogen fixation for rice plant. 
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ขาวและโรคท่ีเกิดในขาว 

 ขาวเปนอาหารหลักของคนไทย ซึ่งเกษตรกรปลูกขาวทั ้งเพื่อบริโภคในประเทศและเพื่อการ

สงออก แตอยางไรก็ตาม เกษตรกรยังตองเผชิญกับปญหาโรคระบาดในตนขาวจากเชื้อที่กอโรคในตนขาว

เปนจำนวนมาก ทำใหเกิดความเสียหายกับผลผลิต ตนขาวไมแข็งแรง เมล็ดขาวติดโรค ไมสามารถ

รับประทานได รายไดลดลงและผลผลิตไมเพียงพอตอผูบริโภค (นิวัติ เจริญศิลป และคณะ, 2537)   ดวย

เหตุนี้ทำใหเกษตรกรตองใชการควบคุมโรคทางเคมี โดยใชสารเคมีที่มีราคาแพง สงผลกระทบตอรางกาย

และสิ่งแวดลอม   งานวิจัยนี้จึงตองการควบคุมโรคระบาดในขาวดวยวิธีการทางชีวภาพ เพ่ือทำใหไดขาวที่

มีคุณภาพ เพ่ิมรายไดของเกษตรกร 

ขาวมีชื่อวิทยาศาสตรคือ Oryza sativa ซึ่งเปนธัญพืชที่ประชากรโลกบริโภคเปนอาหารหลัก 

โดยเฉพาะอยางยิ่งในทวีปเอเชีย  โดยจากขอมูลเมื่อปพุทธศักราช 2553 รายงานวา ขาวเปนธัญพืชซึ่งมี

การปลูกมากที่สุดเปนอันดับสองทั่วโลก รองจากขาวโพด   ตนขาวสามารถเจริญไดถึง 1-1.8 เมตร ขึ้นอยู

กับพันธุและความอุดมสมบูรณของดินเปนหลัก ซึ่งโดยทั่วไปแลว ใบขาวมีลักษณะเรียว มีความยาว 50-

100 เซนติเมตร และกวาง 2-2.5 เซนติเมตร  ชอดอกหอยยาว 30-50 เซนติเมตร และเมล็ดมีความยาว 5-

12 มิลลิเมตร และหนา 2-3 มิลลิเมตร (ศูนยวิทยาศาสตรขาว, 2562)   ตั้งแตปพุทธศักราช 2470 เปนตน

มา ประเทศไทยมีปริมาณการสงออกขาวเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ จนถึงระดับ 2 ลานตันตอป ในปพุทธศักราช 

2520 หรือมีอัตราเพิ่มเฉลี่ย 1 ลานตันตอป   ปพุทธศักราช 2521-2545 การสงออกขาวเพิ่มขึ้นเปน 5 

ลานตัน หรือเฉลี่ยเพิ่มขึ้น 1 ลานตันทุก ๆ 5 ป โดยการสงออกขาวไทยที่เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วในระยะนี้

ดำเนินไปพรอมกับการเพ่ิมขึ้นของประชากรจาก 11 ลานคนในปพุทธศักราช 2470 และพ้ืนที่ปลูกขาวของ

ไทยก็เพิ ่มขึ้นจาก 16 ลานไรในปพุทธศักราช 2470 มาเปน 61 ลานไรในปพุทธศักราช 2547 ซึ่งในป

พุทธศักราช 2546 ปริมาณการสงออกขาวไทยทำสถิติสูงที่สุด 7.597 ลานตัน ทำรายไดใหประเทศไทย 

76,368 ลานบาท โดยสงไปขายอยูในทวีปเอเชีย แอฟริกา ตะวันออกกลาง อเมริกา ยุโรป และโอเชียเนีย 

ตามลำดับ (มูลนิธิขาวไทยในพระบรมราชูปถัมภ, 2548) 
โรคในขาวเกิดไดจากหลายสาเหตุ   สาเหตุของโรคในขาวที่เกิดจากรา ไดแก โรคใบจุดสีน้ำตาล 

(brown spot disease), โรคใบขีดสีน้ำตาล (narrow brown spot disease), โรคใบวงสีน้ำตาล (leaf 

scald disease), โรคกาบใบแหง (sheath blight disease), โรคกาบใบเนา (sheath rot disease), โรค

เมล็ดดาง (dirty panicle disease), โรคถอดฝกดาบ (bakanae disease), โรคขอบใบแหง (bacterial 

leaf blight disease), โรคกลาเนา (seedling rot disease), โรคลำตนเนา (stem rot disease) และโรค

ดอกกระถิน (false smut)   สาเหตุของโรคในขาวที ่เกิดจากแบคทีเรียทำใหเกิดโรคใบขีดโปรงแสง 

(bacterial leaf streak disease) และโรคขอบใบแหง (bacterial leaf blight disease)   สาเหตุของโรค

ในขาวที่เกิดจากไวรัส ทำใหเกิดโรคใบหงิก (rice ragged stunt disease), โรคเขียวเตี้ย (grassy stunt 
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disease), โรคใบสีสม (rice tungro disease หรือ yellow orange leaf disease) และโรคหูด (gall 

dwarf) (กองวิจัยและพัฒนาขาว, 2559a)   ในงานวิจัยฉบับนี้สนใจศึกษาวิจัยเก่ียวกับโรคเมล็ดดางในขาว 

โรคเมล็ดดาง (dirty panicle disease) พบมากในนาชลประทานในภาคกลาง ภาคตะวันตก 

ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคใต โดยมีสาเหตุเกิดจากรา 6 สายพันธุ ไดแก Curvularia 

lunata (Wakk) Boed, Cercospora oryzae I. Miyake, Bipolaris oryzae Breda de Haan, 

Fusarium semitectum Berk & Rav, Trichoconis padwickii Ganguly ซึ ่งมีชื ่อเดิมคือ Alternaria 

padwickii (Ganguly) M.B. Ellis และ Sarocladium oryzae Sawada   อาการของโรคเมล็ดดางแสดง

ในรูปที่ 1.1 ซึ่งจะปรากฏอาการในระยะออกรวงโดยจะเกิดแผลเปนจุดสีน้ำตาลหรือดำที่เมล็ดบนรวงขาว  

ซึ่งการเขาทำลายของรามักจะเกิดในชวงดอกขาวเริ่มโผลจากกาบหุมรวงจนถึงระยะเมล็ดขาวเริ่มเปน

น้ำนม และอาการเมล็ดดางจะปรากฏเดนชัดในระยะใกลเก็บเก่ียว (กองวิจัยและพัฒนาขาว, 2559b) และ

สงผลใหผลผลิตขาวลดลง (นิวัติ เจริญศิลป และคณะ, 2537) 

 
รูปท่ี 1.1 โรคเมล็ดดางในขาว 

ที่มา: (กองวิจัยและพัฒนาขาว, 2559b) 
 

การปองกันโรคเมล็ดดางในขาว 

วิธีการปองกันโรคเมล็ดดางในขาวสามารถใชสารเคมีคลุกหรือแชเมล็ดขาวกอนนำไปปลูก เชน แช

ในสารละลายฟอรมาลิน, สารละลายที่มีสวนประกอบของปรอท, สารละลายคอปเปอรซัลเฟต (กาญยานี 

โพนเบา, 2543) หรือฉีดพนสารฆารา เชน โพรพิโคนาโซล โพรพิโคนาโซล + ไดฟโนโคนาโซล หรือ โพรพิ

โคนาโซล + โพรคลอราซ หรือ คารเบนดาซิม + อีพอกซี่โคนาโซล หรือ ฟูซิราซอล หรือ ทีบูโคนาโซล หรือ 

โพรคลอราซ + คารเบนดาซิม หรือ แมนโคเซบ หรือ คารเบนดาซิม + แมนโคเซบ (กองวิจัยและพัฒนา

ขาว, 2559b) ซึ่งการใชสารเคมีเหลานี้จะสงผลทำใหเกิดการปนเปอนและตกคางในขาวทำใหเกิดปญหาตอ

ผูบริโภคได (Gupta, 2014)   วิธีทางเลือกคือ การควบคุมทางชีวภาพโดยใชแบคทีเรียเพื่อยับยั้งจุลชีพกอ

โรค แทนการใชสารเคมีกำจัด (Jakobi และคณะ, 1996) 
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ตัวอยางงานวิจัยของวิธีการควบคุมราโรคพืชโดยทางชีวภาพ เชน งานวิจัยของ Ben Khedher 

และคณะ (2015) ใช Bacillus subtilis เพื่อยับยั้ง Rhizoctonia ซึ่งกอโรคโคนเนาและแผลสะเก็ดดำใน

มันฝรั่ง และพบวาสามารถยับยั้งโรคได 63% และ 81% ตามลำดับ   งานวิจัยของ Muthaiyan (2000) ใช 

Pseudomonas fluorescens เพื ่อยับยั ้ง Pyricularia oryzae :ซึ ่งกอโรคใบไหมในขาว และพบวามี

ประสิทธิภาพดีในการยับยั ้งโรคได   งานวิจัยของ Alsultan และคณะ (2019) ใช Pseudomonas 

aeruginosa กับ Chryseobacterium proteolyticum เพื่อยับยั ้ง Phytophthora palmivora ซึ่งกอ

โรคผลเนาดำในโกโก และพบวาสามารถยับยั้งการเกิดโรคได 100% และ 62.5% ตามลำดับ   งานวิจัย

ของ Chen และคณะ (1995) ใช Bacillus pumilus JM-1128 ที่แยกไดจากตนฝายสามารถยับยั ้งโรค

เหี่ยวในฝายได   งานวิจัยของ Shimizu และคณะ (2009) พบวา Streptomyces strain MBCu-56 มี

ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในแตงกวา ซึ ่งมีสาเหตุมาจาก Colletotrichum 

orbiculare ไดถึง 93%   งานวิจัยของ Rajamanickam และคณะ (2018) พบวา B. subtilis CL3 มีฤทธิ์

ยับยั้งโรคไรโซมเนาในตนกลวยซึ่งมีสาเหตุมาจาก Pectobacterium carotovorum ได   งานวิจัยของ 

Vigani และคณะ (2013) พบวา Staphylococcus epidermidis BC4 ที่แยกไดจากตนมะเขือเทศสุขภาพ

ดีสามารถลดโรคเหี่ยวของตนมะเขือเทศและชวยเพิ่มผลผลิตของมะเขือเทศได   งานวิจัยของ Chamani 

และคณะ (2020) พบวาเอนไซมยอยผนังเซลลและเมแทบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตจาก Trichoderma spp. 

สามารถใชเป นการควบคุมทางชีวภาพสำหรับโรครากเนาในตนเผ ือกที ่ม ีสาเหตุจาก Pythium 

myriotylum ได   งานวิจัยของ Chen และคณะ (2020) ใช Bacillus velezensis LHSB1 ซึ่งสามารถ

ยับยั้งโรคลำตนเนาของตนถั่วลิสงที่เกิดจาก Sclerotium rolfsii ไดถึง 93.8% เปนตน 

แอนตะโกนิสติกแบคทีเรีย 

แอนตะโกนิสติกแบคทีเรียคือ แบคทีเรียปฏิปกษที่สามารถยับยั้งการเจริญและแอกทิวิตีของอีก

สิ่งมีชีวิตหนึ่ง เชน ยับยั้งรากอโรคในพืช จึงสามารถใชในวิธีการควบคุมโรคทางชีวภาพได (Yaoting และ

คณะ, 2021) 

กลไกที่แอนตะโกนิสติกแบคทีเรียใชเพื่อยับยั้งรากอโรคพืชมีหลายกลไก ไดแก การแขงขัน การ

เปนปรสิต การสรางสารปฏิชีวนะ และการชักนําใหเกิดความตานทานโรค   การยับยั้งการเจริญดวยกลไก

ตาง ๆ เหลานี้อาจเกิดจากสารเมแทบอไลตทุติยภูมิ เชน สารปฏิชีวนะ เชน 2,4-ไดอะซีทิลโฟโรกลูซินอล, 

ฟนาซีน-1-คารบอกซิลิกแอซิด หรือเกิดจากเอนไซมที่ทำลายผนังเซลลของรา เชน ไคติเนส โปรตีเอส 

เซลลูเลส เพคติเนส และไลเปส (Whipps, 2001) 

1. กลไกการแขงขัน เมื่อจุลินทรีย 2 สายพันธุมาอยู รวมกันจะเกิดจากแขงขันกันเพื ่อแยง

ทรัพยากรตาง ๆ เชน สารอาหาร ออกซิเจน น้ำ หรือแขงขันกันครอบครองพื ้นที ่ โดย

จุลินทรียที่มีความสามารถในการแขงขันสูงจะสามารถยับยั้งจุลินทรียอีกชนิดได เพราะทำให

จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการแขงขันไดนอยกวา ครอบครองพื้นที่ไดนอย เจริญเติบโตได

นอยลง และกอโรคไมได เชน Brevibacterium halotolerans JZ7 ที่แยกไดจากรากของ

ตนพุทราจีนมีความสามารถในการครอบครองรากของตนพุทราจีนได โดยพบวามีแบคทีเรีย
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อยูถึง 4.9 X 105 CFU ตอกรัมของน้ำหนักรากสด ซึ่งสามารถยับยั้ง Fusarium oxysporum 

ที่เปนสาเหตุของโรครากเนาในตนพุทราจีนได (Wang และคณะ, 2021) 

2. กลไกการเปนปรสิต คือ จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการเขาไปทำลายเซลลของจุลินทรียอีก

สายพันธุหนึ่ง เชน เขาไปรุกรานเจริญภายในเซลล ทำลายโครงสรางหรือสวนประกอบตาง ๆ 

ทำใหจุลินทรียที่ถูกรุกรานไมสามารถเจริญเติบโตหรือกอโรคได เชน Streptomyces J-2 

สามารถเขาไปยับยั้งการงอกและการเจริญของสายใย Sclerotium rolfsii ซึ่งเปนสาเหตุของ

โรครากเนาในตนหัวผักกาดได 100% และ 80% ตามลำดับ (Errakhi และคณะ, 2009) 

3. กลไกการสรางสารปฏิชีวนะ คือ กลไกที่จุลินทรียสามารถผลิตสารเพื่อยับยั้งจุลินทรียอีกสาย

พันธุหนึ่งไดโดยการสรางสารปฏิชีวนะ เชน งานวิจัยของ Huang และคณะ (2018) พบวา 

Pseudomonas chlororaphis สามารถผลิตสารปฏิชีวนะไพรโรลนิทริน (pyrrolnitrin) ซึ่ง

ออกฤทธ ิ ์ ย ั บย ั ้ ง ก า ร เ จ ร ิญขอ ง  Fusarium graminearum, Botrytis cinerea และ 

Colletotrichum gloeosporioides ซึ่งเปนรากอโรคในพืชได 

4. การชักนําใหพืชเกิดความตานทานโรค โดยจุลินทรียบางสายพันธุ สามารถชักนำพืชให

ตานทานโรคได โดยทำใหพืชผลิตสารบางชนิดที ่มีฤทธิ ์ในการยับยั ้งจุลินทรียกอโรค, 

สังเคราะหไลติกเอมไซม, สะสมลิกนิน, สังเคราะหโปรตีนที่เกี่ยวของกับการเกิดโรค และฆา

ตัวตายของเซลลเม่ือเกิดการรุกราน   ยกตัวอยางเชน Penicillium simplicissimum GP17-

2 สามารถชักนำใหใบของตนแตงกวาทนทานตอโรคแอนแทรคโนสได โดยการสรางไฮโดรเจน

เปอรออกไซด, การสรางลิกนิน, การเก็บสะสมกรดซาลิไซลิก, การเพิ่มการถอดรหัสยีนที่

เก่ียวของกับการผลิตไคติเนสและเพอรออกซิเดส (Shimizu และคณะ, 2013) 

แบคทีเรียที่สามารถผลิตไฮโดรไลซิสเอนไซม เชน ไคติเนส, โปรตีเอส, เซลลูเลส, เพคติเนส, 

และไลเปส นอกจากจะชวยยอยสลายองคประกอบอินทรียวัตถุใหกลายเปนอินทรียวัตถุที่มีคารบอนเปน

องคประกอบ และอยูในรูปที่พืชสามารถใชเปนแหลงพลังงานเพื่อใชในการเจริญเติบโตและขยายพันธุของ

พืชแลว ยังสงเสริมการเจริญของพืชทางออมโดยการทำลายเชื ้อกอโรคพืชพวกราที ่ม ีโครงสราง

ประกอบดวยไคตินดวย (พรเทพ ถนนแกว, 2538) 

ไคติเนสเปนเอนไซมที่ทำหนาที่ในปฏิกิริยาการยอยไคติน ซึ่งเปนชีวโพลิเมอรที่ประกอบดวย

น้ำตาล N-อะซีทิลกลูโคซามีน ที่เชื ่อมตอกันดวยพันธะ β-1,4 ไกลโคซิดิก โดยไคติเนสจะเขาไปสลาย

พันธะนี้ ซึ่งไคติเนสสามารถพบไดในแบคทีเรีย รา พืช และสัตวไมมีกระดูกสันหลังบางชนิด (มณฑารพ 

ยมาภัย, 2554)   งานวิจัยของ Sikorski และคณะ (2009) พบวา Bacillus cereus มีความสามารถผลิต

ไคตเินสซึ่งใชยับยั้ง F. oxysporum และ Pythium ultimum ได   งานวิจัยของ Herring (1979) นำยีนที่

ประมวลรหัสไคติเนสจากตนขาวโคลนเขาไปที่ตนแตงกวา พบวาตนแตงกวาที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมนี้ 

สามารถตานทาน B. cinerea ที่เปนรากอโรคในแตงกวาได 
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โปรตีเอสเปนเอนไซมยอยโปรตีนใหกลายเปนกรดอะมิโนและพอลิเปปไทดสายสั้น ๆ โดยสามารถ

ผลิตไดจากสิ่งมีชีวิตเกือบทุกชนิด เชน แบคทีเรีย, รา, และพืช (Gupta และคณะ, 2002)   แบคทีเรียใน

สกุลบาซิลลัส (Bacillus) มีรายงานวาสามารถผลิตเอนไซมโปรตีเอสไดปริมาณสูงกวาจุลินทรียสายพันธุอื่น 

(พิมล จำนงค, 2547)   งานวิจัยของ Hammami และคณะ (2013) พบวาฟลูออเรสเซนต Pseudomonas 

ที่แยกไดจากดินบริเวณรากตนมะเขือเทศและตนพริกไทยสามารถผลิตโปรตีเอสได และสามารถยับยั้ง 

Sclerotinia sclerotiorum ที่เปนสาเหตุของโรคโคนเนาในตนมะเขือเทศได   งานวิจัยของ Du และคณะ 

(2017) พบวา Paenibacillus polymyxa NSY50 ที่แยกไดจากของเสียที่เกิดจากการหมักน้ำสัมสายชู

สามารถผลิตโปรตีเอสได และยับยั้งโรคเห่ียวในตนแตงกวาได 

เซลลูเลสเปนกลุ มเอนไซมเช ิงซอนที ่ประกอบดวยเอนไซม 3 ชนิด คือ เอนโดกลูคาเนส 

(endoglucanase), เอกโซกลูคาเนส (exoglucanase) และเซลโลไบเอส (cellbiase) (Juturu และ Wu, 

2014) โดยเอนโดกลูคาเนสจะยอยเซลลูโลสที ่เปนโครงสรางผลึกใหเปนสายยาวของเซลลูโลส ตอมา

เอนไซมเอกโซกลูคาเนสจะยอยสายเซลลูโลสใหเปนเซลโลไบโอส และเซลโลไบเอสจะทำงานตอโดยยอย

เซลโลไบโอสใหกลายเปนน้ำตาลกลูโคสตอไป (Lu และ Mosier, 2007)   งานวิจัยของ Wang และคณะ 

(2020) พบวา P. aeruginosa CQ-40 ที่แยกไดจากดินบริเวณรากพืชของตนมะเขือเทศ มีความสามารถ

ในการผลิตเซลลูเลสได และมีฤทธิ์ยับยั้ง B. cinerea ซึ่งเปนรากอโรคที่ทำใหคุณภาพผลผลิตและน้ำหนัก

ของมะเขือเทศลดลง 

เพคติเนสคอื เอนไซมยอยสลายเพคติน ซึ่งเพคติเนสสามารถพบไดในจุลินทรียและพืชชั้นสูงหลาย

ชนิด โดยจะไปกระตุนการตัดพันธะ -1,4 ไกลโคซิดิก ในเพคติน ซึ่งเปนองคประกอบหลักในผนังเซลล

ของพืชใหไดเปนพอลิเมอรสายสั้น ๆ (Carpita และ Gibeaut, 1993) 

ไลเปสคือ เอนไซมทำหนาที่ยอยไขมัน โดยไฮโดรไลสพันธะเอสเทอรของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด ซึ่ง

เปนโมเลกุลที่มีสายโซคารบอนของกรดไขมันมาตอกัน (Sztrolovics และคณะ, 1997) ไดผลิตภัณฑเปน

โมโนกลีเซอไรด, ไดกลีเซอไรด และกรดไขมันอิสระ (free fatty acid) (Mitsuhashi และคณะ, 1999)   

ยกตัวอยางเชน แบคทีเรียไอโซเลต BAN53 ที่คัดแยกไดจากเกาะบาแรน ประเทศอินเดีย มีความสามารถ

ในการผล ิตเอมไซม  ไลเปส และม ีฤทธ ิ ์ ย ับย ั ้ ง  Macrophomina sp.,  Rhizoctonia solani และ 

Sclerotium rolfsii ซึ่งเปนรากอโรคในพืช (Amaresan และคณะ, 2014) 

แบคทีเรียบางชนิดสามารถผลิตสารระเหยที่มีฤทธิ์ยับยั้งรา   สารระเหยที่แบคทีเรียผลิตขึ้นเปน

สารประกอบอินทรียที่มีมวลโมเลกุลต่ำ ความดันไอสูง ระเหยในอากาศไดงายและละลายน้ำไดนอย 

โดยสารนี้สามารถใชยับยั้งจุลินทรียกอโรคได เชน Bacillus amyloliquefaciens FZB42 และ Bacillus 

artrophaeus LSSC22 สามารถผลิตสารระเหยได คือ เบนซัลดีไฮด, 1,2-เบนซิโซไธอะซอล-3(2 H)-โอน 

และ 1,3-บิวทาไดอีน ซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญของ Ralstonia solanacearum ที่เปนสาเหตุของโรค

เห ี ่ ยว ในต นยาส ูบ ได   (Tahir และคณะ, 2017)   Chryseobacterium proteolyticum และ  P. 

aeruginosa สามารถผลิตสารระเหย เชน อีโคแซน (eicosane), เฮกซะไตรอะคอนเทน, เตตระเตตระ

คอนเทน ซึ่งไปยับยั้งโรคผลเนาดำในตนโกโกได (Alsultan และคณะ, 2019) 
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แบคทีเรียที่สามารถชวยสงเสริมการเจริญของพืช 

แบคทีเรียบางชนิดมีสมบัติที่สามารถชวยสงเสริมการเจริญของพืชได เรียกวา plant-growth-

promoting bacteria (PGPB) ซึ่งคือแบคทีเรียที่อาศัยอยูบริเวณรอบรากพืชที่สามารถผลิตฮอรโมนพืช, 

วิตามิน หรือกรดอะมิโน ซึ่งเปนสารท่ีชวยกระตุนใหพืชเจริญงอกงามไดดี เชน มีผลตอการขยายขนาดของ

เซลล การเรงเมล็ดใหงอก การกอใหเนื้อเยื่อผลิตราก ชวยการแบงเซลลของพืช ชวยการออกดอก พัฒนา

ดอก และการเจริญของผลจนกระทั่งการแกและสุก การชะลอความแกของใบ เพิ่มความตานทานตอ

สภาวะไมเหมาะสมของพืช และชวยรักษาสมดุลของการเจริญเติบโต (Russell, 1977) โดยสามารถแบง

ออกไดเปน 2 ประเภท คือ PGPB กลุ มที ่ดำรงชีวิตอิสระ (free-living bacteria หรือ extracellular 

PGPR, ePGPR) ซึ ่งเปนแบคทีเรียที ่อาศัยอยูอยางอิสระภายนอกเซลลพืช (วรรณทกาญจน เอียดเหตุ, 

2561) และ PGPB กลุมที่อาศัยอยูภายในเซลลพืช (intracellular PGPR, iPGPR) ซึ่งเปนแบคทีเรียทีอ่าศัย

อยูภายในรากโดยเฉพาะปมราก (Figueiredo และคณะ, 2010) หรืออาจจะแพรกระจายไปยังสวนตาง ๆ 

ภายในเนื้อเยื่อพืช เชน อาศัยในชั้นคอรเท็กช (cortex) (Taghavi และคณะ, 2009) หรือในทอลำเลียงน้ำ

ของพืช (xylem) (Hayat และคณะ, 2010)   สมบัติที ่เกี ่ยวของกับการสงเสริมการเจริญของพืชโดย

แบคทีเรียกลุมนี้มีดังนี ้

สมบัติการผลิต indole-3-acetic acid (IAA) 

indole-3-acetic acid (IAA) เปนฮอรโมนพืช (phytohormone) ในกลุ มออกซิน (auxin) ที่มี

บทบาทสำคัญในการสงเสร ิมการเจริญเติบโตของพืช ทั ้งชวยในการขยายขนาดของเซลล (cell 

enlargement) การแบงเซลล (cell division) การเปลี่ยนสภาพของเซลล (differentiation) และการงอก

ของเมล็ด (germination) และบทบาทอื่นดังแสดงในรูปที่ 1.2   ตำแหนงของพืชที่มีการสังเคราะหออกซิน 

ไดแก เนื้อเยื่อเจริญบริเวณปลายยอดและปลายราก ใบออน ชอดอกที่กำลังเจริญ เมล็ดที่กำลังงอก 

เอ็มบริโอ และผลที่กำลังเจริญ (วรรณทกาญจน เอียดเหต,ุ 2561) 

 
รูปท่ี 1.2 บทบาทของ IAA ตอการพัฒนาของพืช 

ที่มา: (Oves และคณะ, 2013) 
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จุลินทรียมากกวา 80% ที่อาศัยอยูบริเวณรอบรากพืชสามารถสังเคราะห IAA ได   การสราง

ฮอรโมนพืช IAA ของแบคทีเรียจะเริ่มจากในชวงที่พืชกำลังเจริญเติบโต โดยพืชจะปลอยสารประกอบ

อินทรียออกจากรากพืช สารนั้นจะมีความหลากหลายของสารประกอบทางเคมี ข้ึนอยูกับลักษณะสายพันธุ

ของพืชและสายพันธุของจุลินทรียที่เขาไปอาศัยอยูบริเวณรอบรากพืช   สารประกอบอินทรียเหลานั้น 

ไดแก กรดอินทรียชนิดตาง ๆ, กรดอะมิโน, น้ำตาลชนิดตาง ๆ, พอลิแซ็กคาไรด และเอนไซมชนิดตาง ๆ 

(วรรณทกาญจน เอียดเหตุ, 2561)   สารประกอบเหลานี้มีสมบัติเปนแหลงพลังงานและสารกระตุนการ

เติบโต (growth factor)   เม่ือพืชปลอยสารประกอบอินทรียเหลานี้ออกมา แบคทีเรียที่อยูบริเวณรอบราก

พืชก็จะใชทริปโตแฟนที่ถูกปลดปลอยออกมาพรอมกันเปนสารตั้งตนในการผลิตฮอรโมน IAA ใหแกพืช 

(Bernard, 1995)   งานวิจัยของ เนตรนภา อินสลุด และคณะ (2558) นำแบคทีเรียที่สามารถผลิต IAA ได 

ซ ึ ่งได แก  Brevibacillus borstelensis, Bacillus megaterium และ Brevicacillus agri มาทดสอบ

สมบัติในการสงเสริมการเจริญของขาว โดยปลูกขาวในดินผสมกับแบคทีเรีย พบวาขาวมีการเจริญเติบโต

เพ่ิมขึ้น 59%-415%   งานวิจัยของ จีราภรณ อินทสาร และคณะ (2560) คัดแยกแบคทีเรียจากดินที่ศูนย

พัฒนาพันธุพืชจักรพันธเพ็ญศิริ จังหวัดเชียงราย พบแบคทีเรียทั้งหมด 57 ไอโซเลต ซึ่งมีแบคทีเรีย 15 ไอ

โซเลตที่สามารถผลิต IAA ไดอยูในชวง 20-126 ไมโครลิตร/มิลลิลิตร โดย Brevicacillus agri สามารถ

ผลิต IAA ไดมากที่สุด จึงนำไปทดสอบการสงเสริมการเจริญในตนพริกขี ้หนู พบวาตนพริกขี้หนูสูงขึ้น 

ความยากรากมากขึ้น จำนวนใบมากขึ้น และน้ำหนักเพิ่มมากขึ้น อยางมีนัยสำคัญ   งานวิจัยของ Suzuki 

และคณะ (2003) พบวา P. fluorescens HP72 สามารถผลิต IAA ได ทำใหยับยั้งโรคลำตนสีน้ำตาลใน

ตนหญาได   งานวิจัยของ Gautam และคณะ (2019) พบวา B. amyloliquefaciens สามารถผลิต IAA 

ได 27 μg ml-1 และไปยับยั้ง Clavibacter michiganensis ssp. Michiganensis ซึ่งเปนสาเหตุของโรค

แคงเกอรในมะเขือเทศ 

สมบัติการละลายฟอสเฟต 

แบคทีเร ียที ่ช วยสงเสร ิมการเจร ิญของพืชไดโดยการละลายฟอสเฟต หรือ phosphate 

solubilizing bacteria (PSB) เปนแบคทีเรียอีกกลุมหนึ่งท่ีชวยสงเสริมการเจริญของพืชได   ทั้งนี้เนื่องจาก

ฟอสฟอรัสเปนหนึ ่งในธาตุอาหารหลักที ่มีความสำคัญตอการเจริญเติบโตของพืช เชนเดียวกับธาตุ

ไนโตรเจนและโพแทสเซียม โดยฟอสฟอรัสจัดเปนองคประกอบสำคัญของกรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก 

(deoxyribonucleic acid, DNA) และกรดไรโบนิวคลีอิก (ribonucleic acid, RNA) ซึ ่งทั้งดีเอ็นเอและ

อารเอ็นเอตางมีหนาที่สำคัญในการถายทอดพันธุกรรมของพืช เกี่ยวของกับการสรางเอนไซมและผลิต

โปรตีนที่เปนองคประกอบสำคญัในเมล็ดพืช รวมถึงการงอกของเมล็ด (Nair, 2002) และยังเก่ียวของตั้งแต

การเจริญเติบโตของรากจนถึงการออกดอกออกผลดวย (วรรณทกาญจน เอียดเหตุ, 2561)   โดยสวนใหญ

แลว ธาตุฟอสฟอรัสมีปริมาณท่ีไมเพียงพอตอความตองการของพืช เพราะในดินมีฟอสฟอรัสอยูในรูปที่พืช

สามารถดูดซึมไดในปริมาณนอยมาก โดยมีเพียงประมาณ 1 มิลลิกรัมตอดิน 1 กิโลกรัม (Richardson 

และคณะ, 2009)   รูปของฟอสฟอรัสที่อยูในดินสวนใหญจะอยูในรูปฟอสเฟตที่พืชไมสามารถนำไปใชได 
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ซึ่งถาพืชไดรับฟอสฟอรัสไมเพียงพอ จะสงผลใหพืชเปนโรคงาย แคระแกร็น โตชา ปลองสั้น แตกหนอ

ลดลง ใบกลายเปนสีมวง ขอบใบแหง (ณัฐนรี ไวมาตย และคณะ, 2563) และคุณภาพของเมล็ดลดต่ำลง 

การติดดอกติดผลต่ำ ซึ่งอาการเหลานี้จะเกิดขึ้น เมื่อพืชมีปริมาณฟอสฟอรัสนอยกวา 0.2% (Nair, 2002)   

ถามีแบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟต เปลี่ยนรูปฟอสเฟตใหกลายเปนฟอสฟอรัส พืชจะนำไปใชไดงาย

ขึ้น และสงผลทำใหมีการเจริญเติบโตไดดีขึ้น   การแกปญหาพืชขาดฟอสฟอรัสโดยการใสปุย ทำใหเกิด

ปญหาตามมา เพราะฟอสฟอรัสจะไปทำปฏิกิริยากับแรในดิน ทำใหฟอสฟอรัสอยูในรูปไมละลายน้ำ หรือ

ละลายน้ำไดนอยมาก สงผลใหพืชนำธาตุนี ้ไปใชประโยชนไมได (White, 2009) เพราะเกิดการตรึง

ฟอสเฟตในดิน ซึ่งแบงออกเปน 2 รูปแบบคือ การตรึงฟอสเฟตทางชีวภาพ (biologically phosphate 

fixation) และการตรึงฟอสเฟตทางเคมี (chemically phosphate fixation) (ชัยฤกษ สุวรรณรัตน, 

2531)   การตรึงฟอสเฟตทางชีวภาพ หมายถึง การเปลี่ยนรูปของฟอสเฟตจากรูปฟอสฟอรัสอนินทรียที่

เปนประโยชนตอพืชไปสูรูปฟอสฟอรัสอินทรียในสิ่งมีชีวิต เชน ฟอสฟอรัสไปสะสมอยูในแบคทีเรีย เมื่อ

แบคทีเรียตาย ฟอสฟอรัสจึงถูกปลอยออกมา ดังนั้นวิธีทางชีวภาพนี้ไมกอใหเกิดผลเสียตอพืช แตจะเปน

แหลงสำรองของฟอสเฟตที่จะปลดปลอยออกมาภายหลัง   การตรึงฟอสเฟตทางเคมี หมายถึง ฟอสฟอรัส

เกิดปฏิกิริยาทางเคมีกับกับแรธาตุอ่ืน เชน เหล็กและแคลเซียม หลังจากนั้นจะจับกันตกตะกอน ซึ่งวิธีการ

ทางเคมีนี้สงผลเสียตอพืช (วรรณทกาญจน เอียดเหตุ, 2561) 

กลไกในการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียแตละสายพันธุจะแตกตางกัน   งานวิจัยของ Sadia 

และคณะ (2002) พบวาบริเวณรากขาวโพดมีแบคทีเรียที ่มีสมบัติในการละลายฟอสเฟตไดอยางมี

ประสิทธิภาพโดยการผลิตกรดซิตริกและกรดออกซะลิก   งานวิจัยของ Yu และคณะ (2011) แสดงใหเห็น

วา Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Agrobacterium และ Burkhoderia มีความสามารถใน

การละลายฟอสเฟตได   งานวิจัยของ Tilak และคณะ (2005) พบวาจุลินทรียที่แยกไดจากรอบรากพืช 

(rhizosphere) ไดแก Aspergillus, Penicillium และ Bacillus มีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตได

ดีกวาจุลินทรียที่อยูบริเวณอื่น (non-rhizosphere)   งานวิจัยของ เกตนณนิภา วันชัย (2556) ไดคัดแยก

จุลินทรียจากดินในนาขาว โดยใชอาหารเลี ้ยงเชื้อ pikovskaya agar พบแบคทีเรียที่สามารถละลาย

ฟอสเฟต ทั ้งหมด 45 ไอโซเลต โดยสายพันธุที ่ดีที่สุด สามารถละลายฟอสเฟตไดถึง 187.0 มิลลิกรัม 

ฟอสเฟต/ลิตร   งานวิจัยของ Schoebitz และคณะ (2013) นำแบคทีเรียท่ีทดสอบแลววามีความสามารถ

ในการละลายฟอสเฟตมาตรึงบนเม็ดบดีอัลจิเนต และนำไปทดสอบประสิทธิภาพกับตนขาวสาลี พบวาตน

ขาวสาลีเจริญเติบโตไดดีขึ ้น มีปริมาณการดูดซึมฟอสเฟตสูงถึง 64%   งานวิจัยของ Zhao และคณะ 

(2014) นำดินบริเวณรอบรากขาวโพดมาคัดแยกหาแบคทีเรียที่ละลายฟอสเฟตได พบวามี 12 ไอโซเลตที่

ละลายฟอสเฟตได โดยมีแบคทีเรีย 4 ไอโซเลตที่ละลายฟอสเฟตไดมากกวา 300 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ซึ่งสายพันธุที่ดีที่สุดมีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตไดถึง 450 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอมานำไป

วิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rRNA ระบุไดวาเปน BurkhoIderia cepucia   งานวิจัยของ 

Chamani และคณะ ( 2015 )  ไ ด  น ำ  P.  fluorescens แล ะ  Pseudomonas putida มาทดสอบ

ประสิทธิภาพตอการสงเสริมการเจริญเติบโตของตนขาว โดยที่เชื ้อทั้งสองชนิดนี้มีความสามารถในการ
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ละลายฟอสเฟตได พบวาเมื่อนำเชื้อทั้งสองสายพันธุไปทำการทดสอบรวมกัน จะละลายฟอสเฟตใหตนขาว

ไดมากขึ ้น   งานวิจัยของ Stephen และคณะ (2015) คัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟต Glucona 

cetobacter sp. และ Burkholderia sp. ไดจากดินบริเวณรอบรากพืช แลวนำมาทดสอบการสงเสริม

การเจริญเติบโตของขาวในระดับกระถาง เมื่อเวลาผานไป 60 วัน พบวาแบคทีเรียสามารถเปลี่ยนแปลง

ฟอสเฟตจากรูปที่ไมละลายน้ำใหอยูในรูปที่ละลายน้ำได และขาวสามารถนำฟอสฟอรัสไปใชประโยชนได

มากขึ้น ทำใหไดผลผลิตขาวที่มีน้ำหนักมากขึ้น 

สมบัติการตรึงไนโตรเจน 

สมบัติอีกประการที่ชวยสงเสริมการเจริญของพืชคือ การตรึงไนโตรเจน   พืชที่ไดรับปริมาณธาตุ

ไนโตรเจนอยางเพียงพอจะมีใบสีเขียวสด แข็งแรง และโตเร็ว แตเมื่อขาดธาตุไนโตรเจนจะสงผลใหลำตน

แคระแกร็นและผลผลิตลดลง โดยในขาวจะพบอาการขาดธาตุไนโตรเจนในระยะขาวแตกกอ และระยะ

กำเนิดชอดอกซึ่งเปนระยะที่ขาวมีความตองการธาตุไนโตรเจนสูง จึงเปนสาเหตใุหผลผลิตขาวลดลง   การ

แกปญหาดวยวิธีการทางเคมี โดยการใสปุยยูเรียในปริมาณสูงจะสงผลใหเกิดการตกคางของสารเคมีใน

สภาพแวดลอม กอใหเกิดอันตรายตอมนุษยและสัตว  นอกจากนี้ถาขาวไดรับปริมาณไนโตรเจนในปริมาณ

มากเกินไปจะทำใหลำตนของตนออนขาวลมและรากอโรคเขาทำลายไดงาย (เฉลิมเกียรติ อุนะพานัก และ

คณะ, 2557)   แบคทีเรียกลุมที่สามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศไดสามารถชวยสงเสริมการเจริญของพืช

ที่เจริญในภาวะที่ขาดไนโตรเจนได 

งานวิจัยของ Peng และคณะ (2006) คัดแยกแบคทีเรียจากสวนรากและลำตนของหญาได

ทั้งหมด 15 ไอโซเลต โดยใชอาหารแข็งที่ปราศจากไนโตรเจน และใชการสอบวิเคราะหการรีดักชันของ

อะเซทิลีนในการตรวจสอบวาแบคทีเรียเหลานั้นมีสายพันธุใดบางที่ตรึงไนโตรเจนได และรวมทั้งตรวจสอบ

ยีน nifH ซึ่งเปนยีนที่ควบคุมการสรางไนโตรจีเนสของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน พบวาเปนแบคทีเรียเหลานี้

อยู ในสกุล Azospirillum   งานวิจัยของ ประไพ ทองระอาและสมปอง หมื่นแจง (2548) ไดคัดแยก

แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนจากขาวนาสวนของประเทศไทยดวยวิธ ีmicrobial community structure จาก

ยีน nifH พบว าไดแบคทีเร ียตร ึงไนโตรเจนทั ้งหมด 8 สกุลคือ Clostridium, Rhizobium, Vibrio, 

Methylomonas, Nostoc, Azoarcus, Klebsiella และ Desulfobacter   งานวิจ ัยของ Pham และ

คณะ (2017) พบวา Pseudomonas stutzeri A15 มีสมบัติในการชวยสงเสริมการเจริญของพืช โดยการ

ตรึงไนโตรเจน  เมื่อนำแบคทีเรีย P. stutzeri A15 ใสลงในเมล็ดขาว ขาวจะเจริญเติบโตไดดีกวาเมล็ดขาว

ที่ไมไดรับแบคทีเรียนี ้

งานวิจัยนี้มุงเนนเพื่อแยก C. lunata จากเมล็ดขาวที่เปนโรคเมล็ดดาง จากนั้นทดสอบการยับยั้ง

รานี้โดยใชแบคทีเรียที่มีรายงานกอนหนานี้วาสามารถยับยั้งราหลายชนิดที่กอโรคในพืชได (คงยุทธ เลิศ

มงคลธรรม, 2549; ดรุณี จิวเจริญ, 2552) แลวคัดเลือกสายพันธุเพ่ือนำไปศึกษาสมบัติในการยับยั้งราและ

สมบัติในการสงเสริมการเจริญของพืชทั ้งแบบ in vitro และ in planta โดยมีเปาหมายเพื่อใหไดแอน

ตะโกนิสติกแบคทีเรียซึ่งยับยั้ง C. lunata ที่กอโรคเมล็ดดางในเมล็ดขาว และสามารถสงเสริมการเจริญ

ของขาวได  
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บทที่ 2 

 

วิธีการทดลอง 

2.1 แบคทีเรีย 

นำแบคทีเร ีย 12 สายพันธ ุ จากคลังเก็บเชื ้อจุลินทรีย  ภาควิชาจุลช ีววิทยา จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง LB (Luria Bertani) (ภาคผนวก ก1) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 48 ชั่วโมง และเลี้ยงในอาหารเหลว LB (ภาคผนวก ก2) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2.2 รากอโรคพืช 

แยกรากอโรคเมล็ดดางในขาว ดวยเทคนิค direct plating โดยเริ่มจากนำเมล็ดขาวที่เปนโรค

เมล็ดดางมาลางดวย 70% เอธานอล เปนเวลา 2 นาที แลวลางดวยน้ำกลั่นปลอดเชื้อ 2 ครั้ง  หลังจากนั้น

วางเมล็ดขาวบนอาหารแข็ง PDA (Potato Dextrose Agar) (ภาคผนวก ก3) ที่มีเตตราซัยคลิน ความ

เขมขน 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิหอง 9 วัน  แลวแยกราจนไดเชื้อที่บริสุทธิ ์

ตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยาของราดวยเทคนิค cellotape flag (Agut, 2001) โดยเริ่มจาก

หยด lacto phenol cotton blue 1 หยด ลงบนสไลด แลวนำเทปใสที่มีความยาว 2 เซนติเมตร มาพันท่ี

ปลายดานหนึ่งของแทงไม (wooden applicator stick)  จากนั้นนำเทปใสดานที่มีกาวแตะลงบนผิวหนา

ของราบนเพลทอาหารแข็ง PDA เพื่อใหเสนใยและสปอรติดบนเทปใส  หลังจากนั้นหยด 95% เอธานอล 

1 หยด ลงบนเทปใสดานที่มีราเพื่อลดแรงตึงผิว  แลวนำเทปใสวางลงบนสไสดที่หยด lacto phenol 

cotton blue ไว จากนั้นดึงแทงไมออกจากเทปใส  ตอมาหยด lacto phenol cotton blue อีก 1 หยด 

ลงบนเทปใส แลวปดดวย cover slip  นำไปตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนเพื่อศึกษาลักษณะโครงสราง

ของราเพื่อระบุสายพันธุเบื้องตน 

2.3 การทดสอบประสิทธิภาพในการยับย้ังราโดยเทคนิค dual culture 

เลี้ยงราบนอาหารแข็ง PDA  จากนั้นเจาะวุนบริเวณที่มีราเจริญดวย cork borer ขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร แลวนำมาวางบนอาหารแข็ง PDA  จากนั้นขีดแบคทีเรียแตละสายพันธุจากขอ 1 

ลงไป โดยใหมีระยะหางจากรา 3 เซนติเมตร ทำการทดลอง 5 ซ้ำ และบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7-9 

วัน  แลวสังเกตผลการยับยั้ง วัดเสนผานศูนยกลางของราเทียบกับชุดควบคุมที่ไมขีดแบคทีเรีย และ

คำนวณเปอรเซ็นตการยับยั้งรา (Skidmore และ Dickinson, 1976) 

เปอรเซ็นตการยับยั้งรา = 
รัศมีการเจริญของราในชุดควบคุม ି รัศมีการเจริญของราในชุดทดสอบ

รัศมีการเจริญของราในชุดควบคุม 
 x 100 

2.4 การทดสอบสมบัติที่เกี่ยวของกับการยับย้ังรา 

2.4.1 การยับยั้งราดวยเมแทบอไลตที่หลั่งออกนอกเซลลแบคทีเรีย 
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คัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุที่มีประสิทธิภาพการยับยั้งดีที่สุดจากการทดลองโดยเทคนิค 

dual culture จากขอ 3  แลวเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว LB บมที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 

200 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง  จากนั้นวัดคาความขุนที่ 600 นาโนเมตร (OD600) ใหมีคา

เทากับ 0.5 ซึ่งจะมีจำนวนเซลลประมาณ 108 CFU/มิลลิลิตร  หลังจากนั้นใส 1% ของแบคทีเรีย

ที่เตรียมไวนี้ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 25 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 200 

รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั ่วโมง  นำมาป นเหวี ่ยงที ่ 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส 15 นาที  แลวนำสวนใสมากรองผานเยื่อกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร  แลวจึงผสมสวน

ใสที่ไดลงในอาหาร PDA ที่มีความเขมขน 2 เทาในขณะที่ PDA ยังหลอมเหลวอยูที ่อุณหภูมิ

ประมาณ 50 องศาเซลเซียส โดยผสมที่สัดสวน 1:1  หลังจากนั้นเทเพลท รอใหอาหารแข็งตัว 

แลวจึงนำชิ้นวุนของรากอโรคเมล็ดดางที่เจาะดวย cork borer วางลงบนตรงกลางเพลท  ทำการ

ทดลอง 5 ซ้ำ และบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 วัน แลววัดเสนผานศูนยกลาง

ของราในชุดทดสอบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมไดผสมสวนใสจากแบคทีเรีย  บันทึกผลการทดลอง 

และคำนวณเปอรเซ็นตการยับยั้งรา 

2.4.2 การยับยั้งราดวยสารระเหยของแบคทีเรีย 

นำชิ้นวุนของรากอโรคเมล็ดดางที่เจาะดวย cork borer วางลงบนตรงกลางเพลทอาหาร

แข็ง PDA   ขีดแบคทีเรียลงบนอาหารแข็ง LB  แลวนำเพลททั้งสองมาประกบกัน  หลังจากนั้น

พันเพลททั้งคูดวยพาราฟฟลม บม 11 วัน ที่อุณหภูมิหอง โดยใหเพลทท่ีมีราอยูดานบน สวนเพลท

ที่มีแบคทีเรียอยูดานลาง  ทำการทดลอง 5 ซ้ำ แลววัดเสนผานศูนยกลางของราในชุดทดสอบ

เทียบกับชุดควบคุมที่ประกบกับเพลทอาหารแข็ง LB ท่ีไมมีแบคทีเรีย  บันทึกผลการทดลอง และ

คำนวณเปอรเซ็นตการยับยั้งรา 

2.4.3   การยับยั้งราดวยไฮโดรไลซิสเอนไซมของแบคทีเรีย 

2.4.3.1  การทดสอบการผลิตเซลลูเลส (cellulase) 

ข ี ด แบ คท ี เ ร ี ย ล งบ นอาห า ร แ ข ็ ง  Carboxy Methyl Cellulose (CMC) 

(ภาคผนวก ก4) บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน ทำการทดลอง 5 ซ้ำ  แลวราดดวย 

2M HCl จากนั้นสังเกตโซนใสบริเวณรอบ ๆ โคโลน ี

2.4.3.2  การทดสอบการผลิตเพคทิเนส (pectinase) 

ขีดแบคทีเรียลงบนอาหารแข็ง Crystal Violet Pectate (CVP) (ภาคผนวก ก5) 

บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน ทำการทดลอง 5 ซ้ำ  แลวสังเกตโซนใสบริเวณรอบ ๆ 

โคโลนี 

2.4.3.3  การทดสอบการผลิตไลเปส (lipase) 
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ขีดแบคทีเร ียลงบนอาหารแข็ง Lipase Agar (LA) (ภาคผนวก ก6) บ มที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน ทำการทดลอง 5 ซ้ำ  แลวสังเกตการเปลี่ยนสีของ neutral 

red บริเวณหยดน้ำมันใตโคโลนีของแบคทีเรีย 

2.4.3.4  การทดสอบการผลิตโปรตเีอส (protease) 

ขีดแบคทีเรียลงบนอาหารแข็ง Skim Milk Agar (SA) (ภาคผนวก ก7) บมที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน ทำการทดลอง 5 ซ้ำ  แลวสังเกตโซนใสบริเวณรอบ ๆ 

โคโลนี 

2.4.3.5   การทดสอบการผลิตไคติเนส (chitinase) 

ข ีดแบคทีเร ียลงบนอาหารแข็ง Chitin Agar (CA) (ภาคผนวก ก8) บ มที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน ทำการทดลอง 5 ซ้ำ  แลวสังเกตโซนใสบริเวณรอบ ๆ 

โคโลนี 

2.5 การทดสอบสมบัติการสงเสริมการเจริญของพืชโดยแบคทีเรีย 

2.5.1 การทดสอบความสามารถในการผลิต Indole-3-Acetic Acid (IAA) 

เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว LB บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 200 รอบตอนาที 

เปนเวลา 2 วัน  เพื ่อนำน้ำเลี้ยงแบคทีเรียมาผสมกับ 1 มิลลิลิตร ของสารละลาย Salkowski 

reagent (ภาคผนวก ข1) 2 มิลลิลิตร ตั ้งไวในที่มืด 25 นาที  สังเกตการเปลี่ยนสี ถามีสีชมพู

เกิดขึ้น แสดงวามีการสราง IAA  ทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง 

2.5.2 การทดสอบความสามารถในการละลายฟอสเฟต 

เล ี ้ ยงแบคท ีเร ียบนอาหารแข ็ง Pikovskaya agar (PVK) (ภาคผนวก ก9) บ ม ท่ี

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน ทำการทดลอง 5 ซ้ำ แลวสังเกตโซนใสบริเวณรอบ ๆ โคโลนี 

2.5.3 การทดสอบความสามารถในการตรึงไนโตรเจน 

เลี ้ยงแบคทีเรียในอาหารแข็งที ่ปราศจากแหลงไนโตรเจน Nitrogen free medium 

(NFM) (ภาคผนวก ก10) บมที่อุณหภูมิหอง 200 รอบตอนาที เปนเวลา 3 วัน ทำการทดลอง 5 

ซ้ำ แลวสังเกตการเจริญของแบคทีเรีย 

2.6 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการยับย้ังรากอโรคเมล็ดดางในขาว 

2.6.1 การเตรียมเมล็ดขาว 

นำเมล็ดขาวพันธุสังขหยด พัทลุง มาลางดวย 70% เอธานอล เปนเวลา 2 นาที แลวลาง

ดวยน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ 2 ครั้ง  ผึ่งเมล็ดขาวใหแหงในจานแกวปลอดเชื้อ 

2.6.2 การเตรียมรากอโรค 

เลี้ยงรากอโรคบนอาหารแข็ง PDA บมที่อุณหภูมิหอง 7 วัน  แลวเก็บสปอรราโดยใสน้ำ

กลั่นลงในเพลท  จากนั้นขูดสปอรของราดวยลูปเพื ่อใหไดสารแขวนลอยสปอรของราสำหรับ

นำไปใชตอไป 



13 

 

 

2.6.3 การทดสอบการยบัยั้งรากอโรคเมล็ดดางในขาว 

ทดสอบการยับยั้งการเกิดโรคในเพลทแบบ 24 หลุม โดยใสเมล็ดขาว 1 เมล็ด ลงในแต

ละหลุม และมีทรีทเมนตตาง ๆ (อยางละ 4 ซ้ำ) ดังนี้ 

- ชุดควบคุมผลลบ: ใสน้ำกลั่น 20 ไมโครลิตร 

- ชุดควบคุมการเกิดโรค: ใสรากอโรค ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

- ชุดควบคุมโดยใสน้ำเลี้ยงแบคทีเรีย: ใสน้ำเลี้ยงแบคทีเรีย ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

- ชุดทดสอบการรักษาการเกิดโรค: ใสรากอโรค ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลวงหนา 1 

วัน  จากนั้นใสน้ำเลี้ยงแบคทีเรีย ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

- ชุดทดสอบการปองกันการเกิดโรค: ใสน้ำเลี้ยงแบคทีเรีย ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

ลวงหนา 1 วัน  จากนั้นใสรากอโรค ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

- ชุดทดสอบการยับยั้งการเกิดโรค: ใสน้ำเลี้ยงแบคทีเรีย ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และ

รากอโรค ปริมาตร 20 ไมโครลิตร พรอมกัน 

บมเพลท 7 วนั ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นสังเกตการเกิดโรคเมล็ดดางบนเมล็ดขาว 
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บทที่ 3 

 

ผลการทดลอง 

 

3.1 การคัดแยกรากอโรคพืช 

เมื่อแยกรากอโรคเมล็ดดางในขาวดวยเทคนิค direct plating โดยเริ่มจากนำเมล็ดขาว 5 เมล็ด ที่

เปนโรคเมล็ดดางมาทำใหปลอดเชื้อ หลังจากนั้นวางเมล็ดขาวบนอาหารแข็ง PDA ที่มเีตตราซัยคลิน  บมที่

อุณหภูมิหอง 9 วัน  ไดผลดังรูปที่ 3.1 พบวามีลักษณะโคโลนีสีเทาและโคโลนีสีดำเปนวงกวาง มีโคโลนีสี

เขียวเปนจุดเล็ก ๆ มีราสีขาวปนสีสมฟุงกระจาย  

 
รูปท่ี 3.1 เมล็ดขาวบน PDA ที่มีเตตราซัยคลิน หลังการบมที่อุณหภูมิหอง 9 วัน 

 

หลังจากนั้นแยกราจนไดเชื้อที่บริสุทธิ์ พบวาลักษณะโคโลนีมีสีเทา ดังรูปที่ 3.2 

 
รูปท่ี 3.2 ราที่แยกไดจนเปนเชื้อบริสุทธิ์ บนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 9 วัน 

 

จากนั้นระบุสายพันธุโดยการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนที่กำลังขยาย 10x40 เทา ไดผลดังรูป

ที่ 3.3 ซึ่งพบวาเสนใยมีลักษณะเปนสีดำ ขอบเทา ความหนาของเสนใยมีความสม่ำเสมอกัน คอนิเดียมี

ลักษณะเฉพาะของ Curvularia คือ มีลักษณะเปนสปอรสีน้ำตาล รูปรางคลายกระบอง ภายในมี 3-5 

เซลล ซึ่งเซลลตรงกลางมีขนาดใหญกวาเซลลอ่ืน ๆ   จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาเหลานี้ จึงสรุปเบ้ืองตน

ไดวาเปน Curvularia lunata 
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รูปท่ี 3.3 ราบริสุทธิ์ที่แยกไดภายใตกลองจุลทรรศนกำลังขยาย 10x40 เทา 

3.2 การทดสอบประสิทธิภาพในการยับย้ังราโดยเทคนิค dual culture 

 เมื่อวางชิ้นวุนของรากอโรคใหมีระยะหางจากรอยขีดของแบคทีเรียทั้ง 12 สายพันธุ 3 เซนติเมตร 

แลวสังเกตผลการยับยั้ง โดยวัดเสนผานศูนยกลางของราที่ใชทดสอบการยับยั้งดานที่แคบที่สุดเทียบกับชุด

ควบคุมที่ไมขีดแบคทีเรียทดสอบ  แลวนำมาคำนวณเปอรเซ็นตการยับยั้งราไดผลดังแสดงในตารางที่ 3.1 

ซึ่งพบวาแบคทีเรียสายพันธุที่มีความสามารถยับยั้งไดดีที่สุด คือสายพันธุ M25 MSCU 0242 โดยใหคา

การยับยั้งอยูที่ 66.67 เปอรเซ็นต  ทั้งนี้มี 2 สายพันธุที่ไมสามารถยับยั้งราที่กอโรคพืชได โดยใหคาการ

ยับยั้ง 0.00 เปอรเซ็นต ซึ่งไดแก สายพันธุ TU13-9 MSCU 0693 และ N9 MSCU 0237 

ตารางที่ 3.1 เปอรเซ็นตการยับย้ังรากอโรคพืชของแบคทีเรีย 12 สายพันธุ 

สายพันธุแบคทีเรีย เปอรเซ็นตการยับย้ังรา การยับย้ังรากอโรคพืชดวยแบคทีเรีย 

1. M27 MSCU 0244 60.00% 

 

2. TW1-1 ng MSCU 0694 38.89% 

 

3. M10 MSCU 0695 64.44% 
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สายพันธุแบคทีเรีย เปอรเซ็นตการยับย้ังรา การยับย้ังรากอโรคพืชดวยแบคทีเรีย 

4. M25 MSCU 0242 66.67% 

 

5. M26 MSCU 0243 55.56% 

 

6. N3 MSCU 0236 65.56% 

 

7. M22 MSCU 0246 60.00% 

 

8. TD12-11 MSCU 0692 41.56% 

 

9. N1 MSCU 0235 59.33% 
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สายพันธุแบคทีเรีย เปอรเซ็นตการยับย้ังรา การยับย้ังรากอโรคพืชดวยแบคทีเรีย 

10. M23 MSCU 0241 62.22% 

 

11. TU13-9 MSCU 0693 0.00% 

 

12. N9 MSCU 0237 0.00% 

 

 

3.3 การทดสอบสมบัติท่ีเกี่ยวของกับการยับย้ังรา 

3.3.1 การยับยั้งราดวยเมแทบอไลตที่หลั่งออกนอกเซลลแบคทีเรีย 

เมื่อนำชิ้นวุนของราวางลงตรงกลางเพลทอาหารแข็ง PDA ที่ผสมสวนใสที่ปราศจากเซลลของ

แบคทีเรีย M25 MSCU 0242 พบวามีคาการยับยั้งรา 100 เปอรเซ็นต โดยที่ C. lunata ไมสามารถเจริญ

ได ดังรูปที่ 3.4 

  
รูปท่ี 3.4 การเจริญของราในชุดควบคุม (ซาย) และชุดทดสอบ (ขวา) ดวยเมแทบอไลตของ

แบคทีเรีย M25 MSCU 0242 หลังการบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 11 วัน 
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3.3.2 การยับยั้งราดวยสารระเหยของแบคทีเรีย 

เมื่อนำชิ้นวุนของราวางลงบนตรงกลางเพลทอาหารแข็ง PDA และขีดแบคทีเรีย M25 MSCU 

0242 ลงบนอาหารแข็ง LB  จากนั้นนำเพลททั้งสองมาประกบกัน หลังจากบมที่อุณภูมิหอง เปนเวลา 11 

วัน ไดผลดังรูปที่ 3.5 ซึ่งพบวาแบคทีเรียสามารถสรางสารระเหยที่มีฤทธิ์ยับยั้งราได 52.94 เปอรเซน็ต 

  
รูปท่ี 3.5 การเจริญของราดานหลังเพลทในชุดควบคุม (ซาย) และชุดทดสอบ (ขวา)  

ดวยสารระเหยของแบคทีเรีย M25 MSCU 0242 หลังการบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 11 วัน 

3.3.3 การยับยั้งราดวยไฮโดรไลซิสเอนไซมของแบคทีเรีย 

3.3.3.1 การทดสอบการผลิตเซลลูเลส (cellulase) 

เม ื ่ อนำแบคท ี เร ีย M25 MSCU 0242 มาเล ี ้ ยงบนอาหารแข ็ง Carboxy Methyl 

Cellulose (CMC) แลวราดดวย 2 M HCl พบวาไมเกิดโซนใสรอบ ๆ โคโลนี แสดงวาแบคทีเรีย

ไมสามารถผลิตเซลลูเลส ดังรูปที่ 3.6 

 

รูปท่ี 3.6 การทดสอบการผลิตเซลลูเลสบนอาหารแข็ง CMC หลังจากราดดวย 2 M HCl บมที่

อุณหภูมิหอง 7 วัน 
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3.3.3.2 การทดสอบการผลิตไลเปส (lipase) 

เมื่อนำแบคทีเรีย M25 MSCU 0242 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง NA ที่ผสมน้ำมันพืชและมี

นิวทรัลเรดเปน pH indicator พบวาเกิดจุดสีแดงบนโคโลนีของแบคทีเรีย ดังรูปที่ 3.7 ซึ่งแสดง

วาแบคทีเรียสามารถผลิตไลเปสได 

 

รูปท่ี 3.7 การทดสอบการผลิตไลเปสบนอาหารแข็ง NA ที่ผสมน้ำมันพืชและมีนิวทรัลเรดเปน pH 

indicator หลังจากบมที่อุณหภูมิหอง 4 วัน 

3.3.3.3 การทดสอบการผลิตโปรตเีอส (protease) 

เมื ่อนำแบคทีเร ีย M25 MSCU 0242 มาเล ี ้ยงบนอาหารแข็ง Skim Milk Agar (SA) 

พบวาเกิดโซนใสรอบ ๆ โคโลนี ดังรูปที่ 3.8 ซึ่งแสดงวาแบคทีเรียสามารถผลิตโปรตีเอสได 

 

รูปท่ี 3.8 การทดสอบการผลิตโปรตีเอสบนอาหารแข็ง SA หลังจากบมที่อุณหภูมิหอง 7 วัน 

 

3.4 การทดสอบสมบัติการสงเสริมการเจริญของพืชโดยแบคทีเรีย 

3.4.1 การทดสอบความสามารถในการผลิต Indole-3-Acetic Acid (IAA) 

เมื่อผสมน้ำเลี้ยงแบคทีเรียกับสารละลาย Salkowski reagent พบวาไมมีสีชมพูเกิดข้ึน ดังรูปที่ 

3.9 แสดงวาแบคทีเรียไมผลิต IAA โดยถาแบคทีเรียมีการผลิต IAA น้ำเลี้ยงแบคทีเรียจะกลายเปนสีชมพู 

เมื่อผสมกับ Salkowski reagent 
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รูปท่ี 3.9 การทดสอบการผลิต IAA ในชุดควบคุม (ซาย) และในชุดทดสอบ (ขวา) หลังผสมกับ 

สารละลาย Salkowski reagent และตั้งไวในท่ีมืด 5 นาที 

3.4.2 การทดสอบความสามารถในการละลายฟอสเฟต 

เมื่อนำแบคทีเรีย M25 MSCU 0242 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง Pikovskaya agar (PVK) พบวาไม

เกิดโซนใสรอบ ๆ โคโลนี ดังรูปที่ 3.10 ซึ่งแสดงวาแบคทีเรียไมมีความสามารถในการละลายฟอสเฟต 

 

รูปท่ี 3.10 การทดสอบการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง PVK หลังบมที่อุณหภูมิหอง 4 วัน 

3.4.3 การทดสอบความสามารถในการตรึงไนโตรเจน 

เมื่อนำแบคทีเรีย M25 MSCU 0242 มาเลี ้ยงบนอาหารแข็ง Nitrogen free medium (NFM) 

พบวาแบคทีเรียสามารถเจริญได ดังรูปที่ 3.11 ซึ่งแสดงวาแบคทีเรียมีความสามารถในการตรึงไนโตรเจน

ในอากาศจึงสามารถเจริญบนอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนได 

 

รูปท่ี 3.11 การเจริญของแบคทีเรียบนอาหารแข็ง NFM หลังบมที่อุณหภูมิหอง 7 วัน 
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3.5 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรยีในการยับย้ังรากอโรคเมล็ดดางในขาว 

 การทดสอบการยับยั้งการเกิดโรคเมล็ดดางซึ่งทำการทดลองในเพลทแบบ 24 หลุม โดยใสเมล็ด

ขาว 1 เมล็ด ลงในแตละหลุม อยางละ 4 ซ้ำ ในทรีทเมนตตาง ๆ ไดผลดังแสดงในตารางท่ี 3.2 ซึ่งพบวาน้ำ

เลี้ยงแบคทีเรีย M25 MSCU 0242 มีสามารถในการรักษา ปองกัน และยับยั้งโรคเมล็ดดางในขาวได 

ตารางที่ 3.2 ประสิทธิภาพในการยับย้ังการเกิดโรคเมล็ดดางในขาวของแบคทีเรีย M25 MSCU 0242 

ทรีทเมนต ประกอบดวย ผลการทดลอง 

ชุดควบคุมผลลบ น้ำกลั่น ไมเกิดการ

เปลี่ยนแปลงตอ

เมล็ดขาว  

ชุดควบคุมการเกิด

โรค 

รากอโรค เกิดโรคเมล็ดดาง

บนเมล็ดขาว 
 

ชุดควบคุม น้ำเลี้ยงแบคทีเรีย ไมเกิดการ

เปลี่ยนแปลงตอ

เมล็ดขาว  

ชุดทดสอบการ

รักษาการเกิดโรค 

ใสรากอโรค 

ลวงหนา 1 วัน 

จากนั้นใสน้ำเลี้ยง

แบคทีเรีย 

เมล็ดขาวมีอาการ

เมล็ดดางเล็กนอย 

แตราที่พบไม

กระจาย 
 

ชุดทดสอบการ

ปองกันการเกิดโรค 

ใสน้ำเลี้ยง

แบคทีเรีย ลวงหนา 

1 วัน จากนั้นใสรา

กอโรค 

ไมมีราเจริญที่เมล็ด 

และไมมีอาการของ

โรคเมล็ดดาง  

ชุดทดสอบการ

ยับยั้งการเกิดโรค 

ใสน้ำเลี้ยง

แบคทีเรีย และรา

กอโรค พรอมกัน 

เมล็ดขาวไมมี

อาการของโรค

เมล็ดดาง  
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บทที่ 4 

 

สรุปผลการทดลอง 

งานวิจัยนี้แยก Curvularia lunata ที่กอโรคเมล็ดดางในขาว และศึกษาสมบัติการสงเสริมการ

เจริญของพืชและการยับยั ้ง C. lunata โดยแอนตะโกนิสติกแบคทีเรียที่มีอยู ในหองปฏิบัติการ โดย

แบคทีเรียที่ใหการยับยั้งสูงสุดคือ แบคทีเรียสายพันธุ M25 MSCU 0242 และแสดงสมบัติการสงเสริมการ

เจริญของพืช รวมทั้งมีความสามารถในการปองกันการเกิดโรคเมล็ดดางในขาวได 

จากการนำเมล็ดขาวที่มีอาการเมล็ดดางจากพื้นที่จังหวัดสมุทรปราการมาแยกราสาเหตุของโรค

โดยใชเทคนิค direct plating และแยกจนไดเชื้อบริสุทธิ์ พบวา เมื่อเลี้ยงราบนอาหาร PDA ผิวหนาของ

โคโลนีมีสีเทา เมื่อตรวจดวยกลองจุลทรรศนเพื่อสังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบวาราสรางสายใยที่มี

ผนังกั้น และสรางคอนิเดียที่มีลักษณะเฉพาะของ Curvularia คือ มีลักษณะเปนสปอรสีน้ำตาล รูปราง

คลายกระบอง ภายในมี 3-5 เซลล ซึ่งเซลลตรงกลางมีขนาดใหญกวาเซลลอื่น ๆ (Huyly และ Soytong, 

2017) จึงสรุปเบื้องตนไดวาเปนราสายพันธุ Curvularia lunata ที่กอโรคเมล็ดดางในขาว 

เมื่อนำแอนตะโกนิสติกแบคทีเรีย 12 สายพันธุจากคลังจุลินทรียของภาคจุลชีววิทยา คณะ

วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ท่ีคัดกรองแลววาเปนแบคทีเรียสายพันธุที่ยับยั้งราไดหลายชนิด มี

แอกทิวิตีสูงและไมกอโรค มาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งราโดยเทคนิค dual culture โดยเลี้ยง

แบคทีเรียแตละสายพันธุ รวมกับ C. lunata พบวามีเปอรเซ็นตการยับยั ้งในชวง 0-66.67%  โดย

แบคทีเรียสายพันธุ M25 MSCU 0242 มีเปอรเซ็นตการยับยั้งไดมากที่สุดคือ 66.67% ซึ่งจากรายงาน

ของนภัสวรรณ ธรรมสวัสดิ์ (2564) พบวาแบคทีเรียสายพันธุ M25 มีความเหมือน 100% กับหลายสาย

พ ันธ ุ  ของ Bacillus amyloliquefaciens   งานว ิจ ั ยของ Saechow และคณะ (2018) ระบ ุ ว า 

B. amyloliquefaciens สามารถยับยั้งโรคเมล็ดดางในตนขาวได โดยมีเปอรเซ็นตการยับยั้ง C. lunata, 

Fusarium semitectum และ Helminthosporium oryzae อยูที ่ 92.7 เปอรเซ็นต, 68.9 เปอรเซ็นต 

และ 75.7 เปอรเซ็นต ตามลำดับ 

จากการทดสอบสมบัติที่เกี่ยวของกับการยับยั้งราดวยฤทธิ์ของเมแทบอไลตที่หลั่งออกนอกเซลล

ของแบคทีเรีย โดยแยกน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลมาผสมกับอาหารแข็ง PDA ที่มีความเขมขน 2 เทา ที่

สัดสวน 1:1 แลวนำชิ้นวุนของรากอโรคเมล็ดดางวางตรงกลางเพลท พบวาสามารถยับยั้งราไดถึง 100% 

ซึ่งแสดงวาเมแทบอไลตที่หลั่งออกนอกเซลลของแบคทีเรียมีผลตอการเจริญของราทำใหราไมสามารถ

เจริญได   ทั้งนี้มีรายงานมากมายที่แสดงการยับยั้งราดวยเมแทบอไลตที่หลั่งออกนอกเซลลของแบคทีเรีย 

เชน Alsultan และคณะ (2019) พบวาน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของ Pseudomonas aeruginosa ที่

แยกไดจากกิ่งของตนโกโก มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง Phytophthora palmivora ซึ่งเปนสาเหตุของ

โรคผลเนาดำในโกโกได 100 เปอรเซ็นต   งานวิจัยของ He และคณะ (2020) พบวา Streptomyces 

lienomycini สามารถผลิตสาร 1H-ไพรโรล-2-คารบอกซิลิกแอซิด และ 1H-ไพรโรล-2-คารบอกซะไมด ซึ่ง
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หลั่งออกมานอกเซลล โดยที่สารเหลานี้ไปยับยั้งโรคจุดดำบนใบและกิ่งของตนถั ่ววอลนัทไดถึง 79.33 

เปอรเซ็นต และ 81.52 เปอรเซ็นต ตามลำดับ   งานวิจัยของ Saechow และคณะ (2018) ยังระบุวาน้ำ

เลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของ B. amyloliquefaciens สามารถยับยั้งการเจริญของราหลายชนิดได 75-

92% ซึ่งเมื่อตรวจสอบเพ่ิมเติมพบวาเปนสารกลุมลิโพเพปไทด 

จากการทดสอบการยับยั้งราดวยสารระเหยของแบคทีเรียโดยนำเพลทที่มีชิ้นวุนของ C. lunata 

บนอาหารแข็ง PDA ประกบกับเพลทที่ขีดแบคทีเรียสายพันธุ M25 บนอาหารแข็ง LB  แลวพันเพลททั้ง

สองดวยพาราฟฟลม พบวามีเปอรเซ็นตการยับยั้งราอยูที ่ 52.94% ซึ่งแสดงวาแบคทีเรียสายพันธุ M25 

MSCU 0242 สามารถผลิตสารระเหยที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของ C. lunata ได   งานวิจัยของ 

Gotor-Vila และคณะ (2017)  พบว  า  B. amyloliquefaciens สามารถย ับย ั ้ ง  Monilinia laxa, 

M. fructicola และ Botrytis cinera ที่กอโรคในเชอรี่ โดยผลิตสารระเหยซึ่งไดแก 1,3 เพนตะไดอีน, อะ

ซีโทอิน (3-ไฮดรอกซ-ี2-บิวทาโนน) และไธโอฟน 

เมื่อทดสอบการผลิตไฮโดรไลซิสเอนไซมของแบคทีเรียสายพันธุ M25 ซึ่งไดแก เซลลูเลส, เพคทิ

เนส, ไลเปส, โปรตีเอส และไคติเนส ซึ่งมีรายงานวาเกี่ยวของกับการยับยั้งราได (Compant และคณะ, 

2005) โดยเลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุ M25 MSCU 0242 บนอาหารท่ีมีซับสเตรตที่จำเพาะ พบวาแบคทีเรีย

สามารถผลิตไลเปสและโปรตีเอสได โดยเกิดโซนใสรอบ ๆ โคโลนีของแบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหาร NA ที่ผสม

น้ำมันพืช และอาหาร SA ที่มี skim milk ตามลำดับ  แตแบคทีเรียไมสามารถผลิตเซลลูเลสได เนื่องจาก

ไมเกิดโซนใสรอบ ๆ โคโลนีของแบคทีเรีย ในอาหาร CMC 

เมื่อนำแบคทีเรียสายพันธุ M25 MSCU 0242 มาทดสอบสมบัติการสงเสริมการเจริญของพืช ซึ่ง

ไดแก การผลิตฮอรโมนพืช Indole-3-Acetic Acid (IAA), การละลายฟอสเฟต และการการตรึงไนโตรเจน 

พบวาสำหรับความสามารถในการผลิต Indole-3-Acetic Acid (IAA) นั้น แบคทีเรียไมสามารถเปลี่ยนสี

สารละลาย Salkowski reagent จากสีเหลืองเปนสีชมพูได ซึ่งแสดงวาแบคทีเรียไมสามารถสรางฮอรโมน

พืช IAA ได  สำหรับความสามารถในการละลายฟอสเฟต ซึ่งทดสอบโดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารแข็ง PVK 

พบวาไมเกิดโซนใสรอบ ๆ โคโลนี ซึ่งแสดงวาแบคทีเรียไมสามารถละลายฟอสเฟตได  สวนความสามารถ

ในการตรึงไนโตรเจน โดยเลี ้ยงแบคทีเรียในอาหารแข็ง NFM ที่ปราศจากไนโตรเจน พบวาแบคทีเรีย

สามารถเจริญได ซึ่งแสดงวาแบคทีเรียมีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนจากอากาศได 

เมื่อทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสายพันธุ M25 MSCU 0242 ในการยับยั้งการเกิดโรค

เมล็ดดางในขาวที่มีสาเหตุจาก C. lunata โดยใชเมล็ดขาวพันธุสังขหยด พัทลุง พบวาในชุดทดสอบการ

รักษาการเกิดโรค ซึ่งใส C. lunata ลวงหนา 1 วัน  จากนั้นใสน้ำเลี้ยงแบคทีเรีย พบวาที่เมล็ดขาวมีอาการ

เมล็ดดางเล็กนอย แตราที่พบไมกระจาย ซึ่งแสดงวาน้ำเลี้ยงแบคทีเรียสามารถรักษาโรคเมล็ดดางที่เกิดขึ้น

ได  สวนชุดทดสอบการปองกันการเกิดโรค ซึ่งใสน้ำเลี้ยงแบคทีเรีย ลวงหนา 1 วัน  จากนั้นใส C. lunata 

พบวาไมมีราเจริญที่เมล็ด และไมมีอาการของโรคเมล็ดดาง ซึ่งแสดงวาน้ำเลี้ยงแบคทีเรียสามารถปองกัน

การเกิดโรคเมล็ดดางได   สำหรับชุดทดสอบการยับยั้งการเกิดโรค โดยใสน้ำเลี้ยงแบคทีเรียและรากอโรค
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พรอมกัน พบวาเมล็ดขาวไมมีอาการของโรคเมล็ดดาง แสดงวาน้ำเลี้ยงแบคทีเรีย M25 MSCU 0242 

สามารถยับยั้งการเกิดโรคเมล็ดดางได 

แบคทีเรียสายพันธุ M25 MSCU 0242 ซึ่งพบวาคลาย 100% กับ Bacillus amyloliquefaciens 

(นภัสวรรณ ธรรมสวัสดิ์, 2564) เปนแบคทีเรียสายพันธุที่ไมกอโรค (Lopez-Isasmendi และคณะ, 2019) 

มีแอกทิวิตีในการยับยั้งรากอโรคพืชไดหลายชนิด และสามารถยับยั้งการเกิดโรคเมล็ดดางในขาวไดดี จึง

สามารถนำไปใชเพื่อควบคุมการเกิดโรคพืชที่มีสาเหตุจากราได โดยการนำไปใชอาจจะใชวิธีฉีดเปนสเปรย

กอนการเพาะปลูก เชน B. subtilis GLB191 และ B. pumilus GLB197 ซึ่งเปนแบคทีเรียที่ผลิตสาร

ออกมายับยั้ง Plasmopara viticola ท่ีเปนสาเหตุของโรคราน้ำคางในองุน โดยกอนการเก็บเก่ียวผลผลิต

จะฉีดสเปรยน้ำเลี้ยงเชื้อลงบนใบองุน พบวาสามารถควบคุมโรคราน้ำคางได (Zhang และคณะ, 2017) 
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ภาคผนวก ก 

 

ก1.  อาหารแข็ง LB (Luria Bertani) Agar 

  ทริปโตน       10 กรัม 

  สารสกัดจากยีสต      5 กรัม 

  โซเดียมคลอไรด (NaCl)     5 กรัม 

  ผงวุน       15 กรัม 

 ผสมสวนผสมท้ังหมดในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 

ก2.  อาหารเหลว LB (Luria Bertani) Broth 

  ทริปโตน       10 กรัม 

  สารสกัดจากยีสต      5 กรัม 

  โซเดียมคลอไรด      5 กรัม 

 ผสมสวนผสมท้ังหมดในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 

ก3.  อาหารแข็ง PDA (Potato Dextrose Agar) 

  อาหารสำเร็จรูป PDB (Potato Dextrose Broth)  24 กรัม 

  ผงวุน       15 กรัม 

 ผสมสวนผสมท้ังหมดในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 

ก4.  อาหารแข็ง CMC (Carboxy Methyl Cellulose) Agar  

 สวนที่ 1 

  แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4H2PO4)  1 กรัม 

  โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)    0.2 กรัม 

  แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4 7H2O)   1 กรัม 

  สารสกัดจากยีสต      1 กรัม 

  น้ำปราศจากไอออน     1,000 มิลลิลิตร 

 สวนที่ 2 

  คารบอกซิเมทิลเซลลูโลส     26 กรัม 

  ผงวุน       3 กรัม 
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 ผสมสวนผสมสวนที่ 1 ในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร และในระหวางที่ผสม นำสวนผสม

สวนที่ 2 คอย ๆ เทลงไป จนสารละลาย  จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 

ก5.  อาหารแข็ง CVP (Crystal Violet Pectate) Agar 

  โซเดียมไนเตรต (NaNO3)     2 กรัม 

  โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)    0.5  กรัม 

  แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)    0.5 กรัม 

  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  1 กรัม 

  สารสกัดจากยีสต      1 กรัม 

  ผงวุน       20 กรัม 

  แพคติน       5 กรัม  

 ผสมสวนผสมท้ังหมดในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 

ก6.  อาหารแข็ง Lipase Agar (LA) 

  อาหารสำเร็จรูป Nutrient Broth (NB)   8 กรัม 

  ผงวุน       15 กรัม 

  สีนิวทรัลเรด      0.0004 เปอรเซ็นต 

  น้ำมันพืช      1 เปอรเซ็นต 

 ผสมสวนผสมท้ังหมดในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 

ก7. อาหารแข็ง Skim Milk (SM) Agar 

  Skim milk      28 กรัม 

  ทริปโตน       5 กรัม 

  สารสกัดจากยีสต      2.5 กรัม 

  เดกซโทรส      1 กรัม 

  ผงวุน       15 กรัม 

 ผสมสวนผสมท้ังหมดในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหอยูที่ 7.0  0.2  

จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 

นาท ี
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ก8.  อาหารแข็ง Chitin Agar (CA) 

  เปปโตน       0.1 กรัม 

  เฟอรรัสซัลเฟต      0.1 กรัม 

  แอมโมเนียมซัลเฟต     0.1 กรัม 

  เฟอรรัสกลูโคเนต      0.1 กรัม 

  สารประกอบคอลลอยดไคติน    7 กรัม 

  ผงวุน       15 กรัม 

 ผสมสวนผสมท้ังหมดในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 

ก9. อาหารแข็ง Pikovskaya agar (PVK) 

  สารสกัดจากยีสต      0.5 กรัม 

  เดกซโทรส      10 กรัม 

  แคลเซียมฟอสเฟต Ca3(PO4)2    5 กรัม 

  แอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4    0.5 กรัม 

  โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)    0.2 กรัม 

  แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4 7H2O)   0.1 กรัม 

  แมงกานีสซลัเฟต (MnSO4)    0.0001 กรัม 

  เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4)     0.0001 กรัม 

  ผงวุน       15 กรัม 

 ผสมสวนผสมท้ังหมดในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 

ก10.  อาหารแข็งท่ีปราศจากแหลงไนโตรเจน Nitrogen free medium (NFM) Agar 

  กลูโคส       10 กรัม 

  แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4 7H2O)   0.02 กรัม 

  ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4)    0.5 กรัม 

  โซเดียมคลอไรด (NaCl)     0.22 กรัม 

  แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3)    5 กรัม 

  แคลเซียมซัลเฟต (CaSO4)     0.1 กรัม 

  เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4)     4.0 ppm 

  โซเดียมโมลิปเดต      2.0 ppm 

  ผงวุน       15 กรัม 
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 ผสมสวนผสมท้ังหมดในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

 

ข1.  สารละลาย Salkowski reagent 

  0.5 M FeCl3      1 มิลลิลิตร 

  35 % HClO4      50 มิลลิตร 

 ผสมสวนผสมท้ังหมดในตูดูดควัน และรอใหเย็น เก็บสารละลายไวในขวดสีชา 
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