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บทคัดยอ 

 

โรคเมล็ดดาง (dirty panicle disease) ในขาวสงผลทำใหผลผลิตเสียหายเปนจำนวนมาก ซึ่งมี

สาเหตุจากราหลายชนิด   วิธีควบคุมโรคเมล็ดดางในขาวดวยสารเคมีสงผลกระทบตอรางกายและ

สิ ่งแวดลอม   งานวิจัยนี้จึงนำเสนอวิธีควบคุมโรคพืชดวยวิธีการทางชีวภาพโดยใชแอนตะโกนิสติก

แบคทีเรียที่ไมกอโรค สงเสริมการเจริญของพืช และยับยั้งรากอโรคได  โดยงานวิจัยประกอบดวยการคัด

แยกรากอโรค, การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งรา และสมบัติในการสงเสริมการเจริญของพืชโดย

แบคทีเรีย  จากการคัดแยกรากอโรคจากตัวอยางเมล็ดขาวที ่เปนโรคเมล็ดดาง แลวนำมาตรวจสอบ

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา สามารถสรุปเบื้องตนไดวาเปน Curvularia lunata ซึ่งเปนสาเหตุของโรคเมล็ด

ดาง   การทดสอบการยับยั้งโดยเทคนิคเลี้ยงแบคทีเรียรวมกับราบนอาหารแข็ง พบวาแบคทีเรียสายพันธุ 

M25 MSCU 0242 สามารถยับยั้ง C. lunata ไดดีที่สุด โดยสามารถยับยั้งได 66.67%   การทดสอบการ

ยับยั้งราดวยเมแทบอไลตที่หลั่งออกนอกเซลลแบคทีเรียและการยับยั้งราดวยสารระเหยของแบคทีเรีย 

พบวาแบคทีเรีย M25 MSCU 0242  สามารถยับยั้ง C. lunata ได 100% และ 52.94% ตามลำดับ   การ

ยับยั้งราดวยไฮโดรไลซิสเอนไซมของแบคทีเรีย พบวาแบคทีเรีย M25 MSCU 0242  สามารถผลิตไลเปส

และโปรตีเอสได แตผลิตเซลลูเลสไมได   การทดสอบสมบัติการสงเสริมการเจริญของพืช พบวาแบคทีเรีย 

M25 MSCU 0242 มีความสามารถในการตรึงไนโตรเจน แตไมผลิต Indole-3-Acetic Acid (IAA) และไม

มีความสามารถในการละลายฟอสเฟต   การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งรากอโรคเมล็ดดางในขาว 

พบวา แบคทีเรีย M25 MSCU 0242 มีความสามารถในการรักษา ปองกัน และยับยั้งโรคเมล็ดดางในขาว

ได   ดังนั้นแบคทีเรียสายพันธุ M25 MSCU 0242 จึงมีศักยภาพในการใชเปนเชื้อควบคุมทางชีวภาพเพ่ือ

ยับยั้งการเกิดโรคเมล็ดดางท่ีเกิดจาก C. lunata และชวยตรึงไนโตรเจนใหกับขาวได 
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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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บทที่ 1 

 

ขาวและโรคท่ีเกิดในขาว 

 ขาวเปนอาหารหลักของคนไทย ซึ่งเกษตรกรปลูกขาวทั ้งเพื่อบริโภคในประเทศและเพื่อการ

สงออก แตอยางไรก็ตาม เกษตรกรยังตองเผชิญกับปญหาโรคระบาดในตนขาวจากเชื้อที่กอโรคในตนขาว

เปนจำนวนมาก ทำใหเกิดความเสียหายกับผลผลิต ตนขาวไมแข็งแรง เมล็ดขาวติดโรค ไมสามารถ

รับประทานได รายไดลดลงและผลผลิตไมเพียงพอตอผูบริโภค (นิวัติ เจริญศิลป และคณะ, 2537)   ดวย

เหตุนี้ทำใหเกษตรกรตองใชการควบคุมโรคทางเคมี โดยใชสารเคมีที่มีราคาแพง สงผลกระทบตอรางกาย

และสิ่งแวดลอม   งานวิจัยนี้จึงตองการควบคุมโรคระบาดในขาวดวยวิธีการทางชีวภาพ เพ่ือทำใหไดขาวที่

มีคุณภาพ เพ่ิมรายไดของเกษตรกร 

ขาวมีชื่อวิทยาศาสตรคือ Oryza sativa ซึ่งเปนธัญพืชที่ประชากรโลกบริโภคเปนอาหารหลัก 

โดยเฉพาะอยางยิ่งในทวีปเอเชีย  โดยจากขอมูลเมื่อปพุทธศักราช 2553 รายงานวา ขาวเปนธัญพืชซึ่งมี

การปลูกมากที่สุดเปนอันดับสองทั่วโลก รองจากขาวโพด   ตนขาวสามารถเจริญไดถึง 1-1.8 เมตร ขึ้นอยู

กับพันธุและความอุดมสมบูรณของดินเปนหลัก ซึ่งโดยทั่วไปแลว ใบขาวมีลักษณะเรียว มีความยาว 50-

100 เซนติเมตร และกวาง 2-2.5 เซนติเมตร  ชอดอกหอยยาว 30-50 เซนติเมตร และเมล็ดมีความยาว 5-

12 มิลลิเมตร และหนา 2-3 มิลลิเมตร (ศูนยวิทยาศาสตรขาว, 2562)   ตั้งแตปพุทธศักราช 2470 เปนตน

มา ประเทศไทยมีปริมาณการสงออกขาวเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ จนถึงระดับ 2 ลานตันตอป ในปพุทธศักราช 

2520 หรือมีอัตราเพิ่มเฉลี่ย 1 ลานตันตอป   ปพุทธศักราช 2521-2545 การสงออกขาวเพิ่มขึ้นเปน 5 

ลานตัน หรือเฉลี่ยเพิ่มขึ้น 1 ลานตันทุก ๆ 5 ป โดยการสงออกขาวไทยที่เพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วในระยะนี้

ดำเนินไปพรอมกับการเพ่ิมขึ้นของประชากรจาก 11 ลานคนในปพุทธศักราช 2470 และพ้ืนที่ปลูกขาวของ

ไทยก็เพิ ่มขึ้นจาก 16 ลานไรในปพุทธศักราช 2470 มาเปน 61 ลานไรในปพุทธศักราช 2547 ซึ่งในป

พุทธศักราช 2546 ปริมาณการสงออกขาวไทยทำสถิติสูงที่สุด 7.597 ลานตัน ทำรายไดใหประเทศไทย 

76,368 ลานบาท โดยสงไปขายอยูในทวีปเอเชีย แอฟริกา ตะวันออกกลาง อเมริกา ยุโรป และโอเชียเนีย 

ตามลำดับ (มูลนิธิขาวไทยในพระบรมราชูปถัมภ, 2548) 
โรคในขาวเกิดไดจากหลายสาเหตุ   สาเหตุของโรคในขาวที่เกิดจากรา ไดแก โรคใบจุดสีน้ำตาล 

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

scald disease), โรคกาบใบแหง (sheath blight disease), โรคกาบใบเนา (sheath rot disease), โรค

เมล็ดดาง (dirty panicle disease), โรคถอดฝกดาบ (bakanae disease), โรคขอบใบแหง (bacterial 

leaf blight disease), โรคกลาเนา (seedling rot disease), โรคลำตนเนา (stem rot disease) และโรค

ดอกกระถิน (false smut)   สาเหตุของโรคในขาวที ่เกิดจากแบคทีเรียทำใหเกิดโรคใบขีดโปรงแสง 

(bacterial leaf streak disease) และโรคขอบใบแหง (bacterial leaf blight disease)   สาเหตุของโรค

ในขาวที่เกิดจากไวรัส ทำใหเกิดโรคใบหงิก (rice ragged stunt disease), โรคเขียวเตี้ย (grassy stunt 



2 

 

 

disease), โรคใบสีสม (rice tungro disease หรือ yellow orange leaf disease) และโรคหูด (gall 

dwarf) (กองวิจัยและพัฒนาขาว, 2559a)   ในงานวิจัยฉบับนี้สนใจศึกษาวิจัยเก่ียวกับโรคเมล็ดดางในขาว 

โรคเมล็ดดาง (dirty panicle disease) พบมากในนาชลประทานในภาคกลาง ภาคตะวันตก 

ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคใต โดยมีสาเหตุเกิดจากรา 6 สายพันธุ ไดแก 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   อาการของโรคเมล็ดดางแสดง

ในรูปที่ 1.1 ซึ่งจะปรากฏอาการในระยะออกรวงโดยจะเกิดแผลเปนจุดสีน้ำตาลหรือดำที่เมล็ดบนรวงขาว  

ซึ่งการเขาทำลายของรามักจะเกิดในชวงดอกขาวเริ่มโผลจากกาบหุมรวงจนถึงระยะเมล็ดขาวเริ่มเปน

น้ำนม และอาการเมล็ดดางจะปรากฏเดนชัดในระยะใกลเก็บเก่ียว (กองวิจัยและพัฒนาขาว, 2559b) และ

สงผลใหผลผลิตขาวลดลง (นิวัติ เจริญศิลป และคณะ, 2537) 

 
รูปท่ี 1.1 โรคเมล็ดดางในขาว 

ที่มา: (กองวิจัยและพัฒนาขาว, 2559b) 
 

การปองกันโรคเมล็ดดางในขาว 

วิธีการปองกันโรคเมล็ดดางในขาวสามารถใชสารเคมีคลุกหรือแชเมล็ดขาวกอนนำไปปลูก เชน แช

ในสารละลายฟอรมาลิน, สารละลายที่มีสวนประกอบของปรอท, สารละลายคอปเปอรซัลเฟต (กาญยานี 

โพนเบา, 2543) หรือฉีดพนสารฆารา เชน โพรพิโคนาโซล โพรพิโคนาโซล + ไดฟโนโคนาโซล หรือ โพรพิ

โคนาโซล + โพรคลอราซ หรือ คารเบนดาซิม + อีพอกซี่โคนาโซล หรือ ฟูซิราซอล หรือ ทีบูโคนาโซล หรือ 

โพรคลอราซ + คารเบนดาซิม หรือ แมนโคเซบ หรือ คารเบนดาซิม + แมนโคเซบ (กองวิจัยและพัฒนา

ขาว, 2559b) ซึ่งการใชสารเคมีเหลานี้จะสงผลทำใหเกิดการปนเปอนและตกคางในขาวทำใหเกิดปญหาตอ

ผูบริโภคได (Gupta, 2014)   วิธีทางเลือกคือ การควบคุมทางชีวภาพโดยใชแบคทีเรียเพื่อยับยั้งจุลชีพกอ

โรค แทนการใชสารเคมีกำจัด (Jakobi และคณะ, 1996) 
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ตัวอยางงานวิจัยของวิธีการควบคุมราโรคพืชโดยทางชีวภาพ เชน งานวิจัยของ Ben Khedher 

และคณะ (2015) ใช Bacillus subtilis เพื่อยับยั้ง Rhizoctonia ซึ่งกอโรคโคนเนาและแผลสะเก็ดดำใน

มันฝรั่ง และพบวาสามารถยับยั้งโรคได 63% และ 81% ตามลำดับ   งานวิจัยของ Muthaiyan (2000) ใช 

Pseudomonas fluorescens เพื ่อยับยั ้ง Pyricularia oryzae :ซึ ่งกอโรคใบไหมในขาว และพบวามี

ประสิทธิภาพดีในการยับยั ้งโรคได   งานวิจัยของ Alsultan และคณะ (2019) ใช Pseudomonas 

aeruginosa กับ Chryseobacterium proteolyticum เพื่อยับยั ้ง Phytophthora palmivora ซึ่งกอ

โรคผลเนาดำในโกโก และพบวาสามารถยับยั้งการเกิดโรคได 100% และ 62.5% ตามลำดับ   งานวิจัย

ของ Chen และคณะ (1995) ใช Bacillus pumilus JM-1128 ที่แยกไดจากตนฝายสามารถยับยั ้งโรค

เหี่ยวในฝายได   งานวิจัยของ Shimizu และคณะ (2009) พบวา Streptomyces strain MBCu-56 มี

ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคแอนแทรคโนสในแตงกวา ซึ ่งมีสาเหตุมาจาก Colletotrichum 

orbiculare ไดถึง 93%   งานวิจัยของ Rajamanickam และคณะ (2018) พบวา B. subtilis CL3 มีฤทธิ์

ยับยั้งโรคไรโซมเนาในตนกลวยซึ่งมีสาเหตุมาจาก Pectobacterium carotovorum ได   งานวิจัยของ 

Vigani และคณะ (2013) พบวา Staphylococcus epidermidis BC4 ที่แยกไดจากตนมะเขือเทศสุขภาพ

ดีสามารถลดโรคเหี่ยวของตนมะเขือเทศและชวยเพิ่มผลผลิตของมะเขือเทศได   งานวิจัยของ Chamani 

และคณะ (2020) พบวาเอนไซมยอยผนังเซลลและเมแทบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตจาก Trichoderma spp. 

สามารถใชเป นการควบคุมทางชีวภาพสำหรับโรครากเนาในตนเผ ือกที ่ม ีสาเหตุจาก Pythium 

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

ยับยั้งโรคลำตนเนาของตนถั่วลิสงที่เกิดจาก Sclerotium rolfsii ไดถึง 93.8% เปนตน 

แอนตะโกนิสติกแบคทีเรีย 

แอนตะโกนิสติกแบคทีเรียคือ แบคทีเรียปฏิปกษที่สามารถยับยั้งการเจริญและแอกทิวิตีของอีก

สิ่งมีชีวิตหนึ่ง เชน ยับยั้งรากอโรคในพืช จึงสามารถใชในวิธีการควบคุมโรคทางชีวภาพได (Yaoting และ

คณะ, 2021) 

กลไกที่แอนตะโกนิสติกแบคทีเรียใชเพื่อยับยั้งรากอโรคพืชมีหลายกลไก ไดแก การแขงขัน การ

เปนปรสิต การสรางสารปฏิชีวนะ และการชักนําใหเกิดความตานทานโรค   การยับยั้งการเจริญดวยกลไก

ตาง ๆ เหลานี้อาจเกิดจากสารเมแทบอไลตทุติยภูมิ เชน สารปฏิชีวนะ เชน 2,4-ไดอะซีทิลโฟโรกลูซินอล, 

ฟนาซีน-1-คารบอกซิลิกแอซิด หรือเกิดจากเอนไซมที่ทำลายผนังเซลลของรา เชน ไคติเนส โปรตีเอส 

เซลลูเลส เพคติเนส และไลเปส (Whipps, 2001) 

1. กลไกการแขงขัน เมื่อจุลินทรีย 2 สายพันธุมาอยู รวมกันจะเกิดจากแขงขันกันเพื ่อแยง

ทรัพยากรตาง ๆ เชน สารอาหาร ออกซิเจน น้ำ หรือแขงขันกันครอบครองพื ้นที ่ โดย

จุลินทรียที่มีความสามารถในการแขงขันสูงจะสามารถยับยั้งจุลินทรียอีกชนิดได เพราะทำให

จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการแขงขันไดนอยกวา ครอบครองพื้นที่ไดนอย เจริญเติบโตได

นอยลง และกอโรคไมได เชน Brevibacterium halotolerans JZ7 ที่แยกไดจากรากของ

ตนพุทราจีนมีความสามารถในการครอบครองรากของตนพุทราจีนได โดยพบวามีแบคทีเรีย
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อยูถึง 4.9 X 105 CFU ตอกรัมของน้ำหนักรากสด ซึ่งสามารถยับยั้ง Fusarium oxysporum 

ที่เปนสาเหตุของโรครากเนาในตนพุทราจีนได (Wang และคณะ, 2021) 

2. กลไกการเปนปรสิต คือ จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการเขาไปทำลายเซลลของจุลินทรียอีก

สายพันธุหนึ่ง เชน เขาไปรุกรานเจริญภายในเซลล ทำลายโครงสรางหรือสวนประกอบตาง ๆ 

ทำใหจุลินทรียที่ถูกรุกรานไมสามารถเจริญเติบโตหรือกอโรคได เชน Streptomyces J-2 

สามารถเขาไปยับยั้งการงอกและการเจริญของสายใย Sclerotium rolfsii ซึ่งเปนสาเหตุของ

โรครากเนาในตนหัวผักกาดได 100% และ 80% ตามลำดับ (Errakhi และคณะ, 2009) 

3. กลไกการสรางสารปฏิชีวนะ คือ กลไกที่จุลินทรียสามารถผลิตสารเพื่อยับยั้งจุลินทรียอีกสาย

พันธุหนึ่งไดโดยการสรางสารปฏิชีวนะ เชน งานวิจัยของ Huang และคณะ (2018) พบวา 

Pseudomonas chlororaphis สามารถผลิตสารปฏิชีวนะไพรโรลนิทริน (pyrrolnitrin) ซึ่ง

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

Colletotrichum gloeosporioides ซึ่งเปนรากอโรคในพืชได 

4. การชักนําใหพืชเกิดความตานทานโรค โดยจุลินทรียบางสายพันธุ สามารถชักนำพืชให

ตานทานโรคได โดยทำใหพืชผลิตสารบางชนิดที ่มีฤทธิ ์ในการยับยั ้งจุลินทรียกอโรค, 

สังเคราะหไลติกเอมไซม, สะสมลิกนิน, สังเคราะหโปรตีนที่เกี่ยวของกับการเกิดโรค และฆา

ตัวตายของเซลลเม่ือเกิดการรุกราน   ยกตัวอยางเชน Penicillium simplicissimum GP17-

2 สามารถชักนำใหใบของตนแตงกวาทนทานตอโรคแอนแทรคโนสได โดยการสรางไฮโดรเจน

เปอรออกไซด, การสรางลิกนิน, การเก็บสะสมกรดซาลิไซลิก, การเพิ่มการถอดรหัสยีนที่

เก่ียวของกับการผลิตไคติเนสและเพอรออกซิเดส (Shimizu และคณะ, 2013) 

แบคทีเรียที่สามารถผลิตไฮโดรไลซิสเอนไซม เชน ไคติเนส, โปรตีเอส, เซลลูเลส, เพคติเนส, 

และไลเปส นอกจากจะชวยยอยสลายองคประกอบอินทรียวัตถุใหกลายเปนอินทรียวัตถุที่มีคารบอนเปน

องคประกอบ และอยูในรูปที่พืชสามารถใชเปนแหลงพลังงานเพื่อใชในการเจริญเติบโตและขยายพันธุของ

พืชแลว ยังสงเสริมการเจริญของพืชทางออมโดยการทำลายเชื ้อกอโรคพืชพวกราที ่ม ีโครงสราง

ประกอบดวยไคตินดวย (พรเทพ ถนนแกว, 2538) 

ไคติเนสเปนเอนไซมที่ทำหนาที่ในปฏิกิริยาการยอยไคติน ซึ่งเปนชีวโพลิเมอรที่ประกอบดวย

น้ำตาล N-อะซีทิลกลูโคซามีน ที่เชื ่อมตอกันดวยพันธะ β-1,4 ไกลโคซิดิก โดยไคติเนสจะเขาไปสลาย

พันธะนี้ ซึ่งไคติเนสสามารถพบไดในแบคทีเรีย รา พืช และสัตวไมมีกระดูกสันหลังบางชนิด (มณฑารพ 

ยมาภัย, 2554)   งานวิจัยของ Sikorski และคณะ (2009) พบวา Bacillus cereus มีความสามารถผลิต

ไคตเินสซึ่งใชยับยั้ง F. oxysporum และ Pythium ultimum ได   งานวิจัยของ Herring (1979) นำยีนที่

ประมวลรหัสไคติเนสจากตนขาวโคลนเขาไปที่ตนแตงกวา พบวาตนแตงกวาที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมนี้ 

สามารถตานทาน B. cinerea ที่เปนรากอโรคในแตงกวาได 
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โปรตีเอสเปนเอนไซมยอยโปรตีนใหกลายเปนกรดอะมิโนและพอลิเปปไทดสายสั้น ๆ โดยสามารถ

ผลิตไดจากสิ่งมีชีวิตเกือบทุกชนิด เชน แบคทีเรีย, รา, และพืช (Gupta และคณะ, 2002)   แบคทีเรียใน

สกุลบาซิลลัส (Bacillus) มีรายงานวาสามารถผลิตเอนไซมโปรตีเอสไดปริมาณสูงกวาจุลินทรียสายพันธุอื่น 

(พิมล จำนงค, 2547)   งานวิจัยของ Hammami และคณะ (2013) พบวาฟลูออเรสเซนต Pseudomonas 

ที่แยกไดจากดินบริเวณรากตนมะเขือเทศและตนพริกไทยสามารถผลิตโปรตีเอสได และสามารถยับยั้ง 

Sclerotinia sclerotiorum ที่เปนสาเหตุของโรคโคนเนาในตนมะเขือเทศได   งานวิจัยของ Du และคณะ 

(2017) พบวา Paenibacillus polymyxa NSY50 ที่แยกไดจากของเสียที่เกิดจากการหมักน้ำสัมสายชู

สามารถผลิตโปรตีเอสได และยับยั้งโรคเห่ียวในตนแตงกวาได 

เซลลูเลสเปนกลุ มเอนไซมเช ิงซอนที ่ประกอบดวยเอนไซม 3 ชนิด คือ เอนโดกลูคาเนส 

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

2014) โดยเอนโดกลูคาเนสจะยอยเซลลูโลสที ่เปนโครงสรางผลึกใหเปนสายยาวของเซลลูโลส ตอมา

เอนไซมเอกโซกลูคาเนสจะยอยสายเซลลูโลสใหเปนเซลโลไบโอส และเซลโลไบเอสจะทำงานตอโดยยอย

เซลโลไบโอสใหกลายเปนน้ำตาลกลูโคสตอไป (Lu และ Mosier, 2007)   งานวิจัยของ Wang และคณะ 

(2020) พบวา P. aeruginosa CQ-40 ที่แยกไดจากดินบริเวณรากพืชของตนมะเขือเทศ มีความสามารถ

ในการผลิตเซลลูเลสได และมีฤทธิ์ยับยั้ง B. cinerea ซึ่งเปนรากอโรคที่ทำใหคุณภาพผลผลิตและน้ำหนัก

ของมะเขือเทศลดลง 

เพคติเนสคอื เอนไซมยอยสลายเพคติน ซึ่งเพคติเนสสามารถพบไดในจุลินทรียและพืชชั้นสูงหลาย

ชนิด โดยจะไปกระตุนการตัดพันธะ -1,4 ไกลโคซิดิก ในเพคติน ซึ่งเปนองคประกอบหลักในผนังเซลล

ของพืชใหไดเปนพอลิเมอรสายสั้น ๆ (Carpita และ Gibeaut, 1993) 

ไลเปสคือ เอนไซมทำหนาที่ยอยไขมัน โดยไฮโดรไลสพันธะเอสเทอรของโมเลกุลไตรกลีเซอไรด ซึ่ง

เปนโมเลกุลที่มีสายโซคารบอนของกรดไขมันมาตอกัน (Sztrolovics และคณะ, 1997) ไดผลิตภัณฑเปน

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

ยกตัวอยางเชน แบคทีเรียไอโซเลต BAN53 ที่คัดแยกไดจากเกาะบาแรน ประเทศอินเดีย มีความสามารถ

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

Sclerotium rolfsii ซึ่งเปนรากอโรคในพืช (Amaresan และคณะ, 2014) 

แบคทีเรียบางชนิดสามารถผลิตสารระเหยที่มีฤทธิ์ยับยั้งรา   สารระเหยที่แบคทีเรียผลิตขึ้นเปน

สารประกอบอินทรียที่มีมวลโมเลกุลต่ำ ความดันไอสูง ระเหยในอากาศไดงายและละลายน้ำไดนอย 

โดยสารนี้สามารถใชยับยั้งจุลินทรียกอโรคได เชน Bacillus amyloliquefaciens FZB42 และ Bacillus 

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

และ 1,3-บิวทาไดอีน ซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญของ Ralstonia solanacearum ที่เปนสาเหตุของโรค

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

aeruginosa สามารถผลิตสารระเหย เชน อีโคแซน (eicosane), เฮกซะไตรอะคอนเทน, เตตระเตตระ

คอนเทน ซึ่งไปยับยั้งโรคผลเนาดำในตนโกโกได (Alsultan และคณะ, 2019) 
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แบคทีเรียที่สามารถชวยสงเสริมการเจริญของพืช 

แบคทีเรียบางชนิดมีสมบัติที่สามารถชวยสงเสริมการเจริญของพืชได เรียกวา plant-growth-

promoting bacteria (PGPB) ซึ่งคือแบคทีเรียที่อาศัยอยูบริเวณรอบรากพืชที่สามารถผลิตฮอรโมนพืช, 

วิตามิน หรือกรดอะมิโน ซึ่งเปนสารท่ีชวยกระตุนใหพืชเจริญงอกงามไดดี เชน มีผลตอการขยายขนาดของ

เซลล การเรงเมล็ดใหงอก การกอใหเนื้อเยื่อผลิตราก ชวยการแบงเซลลของพืช ชวยการออกดอก พัฒนา

ดอก และการเจริญของผลจนกระทั่งการแกและสุก การชะลอความแกของใบ เพิ่มความตานทานตอ

สภาวะไมเหมาะสมของพืช และชวยรักษาสมดุลของการเจริญเติบโต (Russell, 1977) โดยสามารถแบง

ออกไดเปน 2 ประเภท คือ PGPB กลุ มที ่ดำรงชีวิตอิสระ (free-living bacteria หรือ extracellular 

PGPR, ePGPR) ซึ ่งเปนแบคทีเรียที ่อาศัยอยูอยางอิสระภายนอกเซลลพืช (วรรณทกาญจน เอียดเหตุ, 

2561) และ PGPB กลุมที่อาศัยอยูภายในเซลลพืช (intracellular PGPR, iPGPR) ซึ่งเปนแบคทีเรียทีอ่าศัย

อยูภายในรากโดยเฉพาะปมราก (Figueiredo และคณะ, 2010) หรืออาจจะแพรกระจายไปยังสวนตาง ๆ 

ภายในเนื้อเยื่อพืช เชน อาศัยในชั้นคอรเท็กช (cortex) (Taghavi และคณะ, 2009) หรือในทอลำเลียงน้ำ

ของพืช (xylem) (Hayat และคณะ, 2010)   สมบัติที ่เกี ่ยวของกับการสงเสริมการเจริญของพืชโดย

แบคทีเรียกลุมนี้มีดังนี ้

สมบัติการผลิต indole-3-acetic acid (IAA) 

indole-3-acetic acid (IAA) เปนฮอรโมนพืช (phytohormone) ในกลุ มออกซิน (auxin) ที่มี

บทบาทสำคัญในการสงเสร ิมการเจริญเติบโตของพืช ทั ้งชวยในการขยายขนาดของเซลล (cell 

enlargement) การแบงเซลล (cell division) การเปลี่ยนสภาพของเซลล (differentiation) และการงอก

ของเมล็ด (germination) และบทบาทอื่นดังแสดงในรูปที่ 1.2   ตำแหนงของพืชที่มีการสังเคราะหออกซิน 

ไดแก เนื้อเยื่อเจริญบริเวณปลายยอดและปลายราก ใบออน ชอดอกที่กำลังเจริญ เมล็ดที่กำลังงอก 

เอ็มบริโอ และผลที่กำลังเจริญ (วรรณทกาญจน เอียดเหต,ุ 2561) 

 
รูปท่ี 1.2 บทบาทของ IAA ตอการพัฒนาของพืช 

ที่มา: (Oves และคณะ, 2013) 
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จุลินทรียมากกวา 80% ที่อาศัยอยูบริเวณรอบรากพืชสามารถสังเคราะห IAA ได   การสราง

ฮอรโมนพืช IAA ของแบคทีเรียจะเริ่มจากในชวงที่พืชกำลังเจริญเติบโต โดยพืชจะปลอยสารประกอบ

อินทรียออกจากรากพืช สารนั้นจะมีความหลากหลายของสารประกอบทางเคมี ข้ึนอยูกับลักษณะสายพันธุ

ของพืชและสายพันธุของจุลินทรียที่เขาไปอาศัยอยูบริเวณรอบรากพืช   สารประกอบอินทรียเหลานั้น 

ไดแก กรดอินทรียชนิดตาง ๆ, กรดอะมิโน, น้ำตาลชนิดตาง ๆ, พอลิแซ็กคาไรด และเอนไซมชนิดตาง ๆ 

(วรรณทกาญจน เอียดเหตุ, 2561)   สารประกอบเหลานี้มีสมบัติเปนแหลงพลังงานและสารกระตุนการ

เติบโต (growth factor)   เม่ือพืชปลอยสารประกอบอินทรียเหลานี้ออกมา แบคทีเรียที่อยูบริเวณรอบราก

พืชก็จะใชทริปโตแฟนที่ถูกปลดปลอยออกมาพรอมกันเปนสารตั้งตนในการผลิตฮอรโมน IAA ใหแกพืช 

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

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

สมบัติในการสงเสริมการเจริญของขาว โดยปลูกขาวในดินผสมกับแบคทีเรีย พบวาขาวมีการเจริญเติบโต

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

พัฒนาพันธุพืชจักรพันธเพ็ญศิริ จังหวัดเชียงราย พบแบคทีเรียทั้งหมด 57 ไอโซเลต ซึ่งมีแบคทีเรีย 15 ไอ

โซเลตที่สามารถผลิต IAA ไดอยูในชวง 20-126 ไมโครลิตร/มิลลิลิตร โดย Brevicacillus agri สามารถ

ผลิต IAA ไดมากที่สุด จึงนำไปทดสอบการสงเสริมการเจริญในตนพริกขี ้หนู พบวาตนพริกขี้หนูสูงขึ้น 

ความยากรากมากขึ้น จำนวนใบมากขึ้น และน้ำหนักเพิ่มมากขึ้น อยางมีนัยสำคัญ   งานวิจัยของ Suzuki 

และคณะ (2003) พบวา P. fluorescens HP72 สามารถผลิต IAA ได ทำใหยับยั้งโรคลำตนสีน้ำตาลใน

ตนหญาได   งานวิจัยของ Gautam และคณะ (2019) พบวา B. amyloliquefaciens สามารถผลิต IAA 

ได 27 μg ml-1 และไปยับยั้ง Clavibacter michiganensis ssp. Michiganensis ซึ่งเปนสาเหตุของโรค

แคงเกอรในมะเขือเทศ 

สมบัติการละลายฟอสเฟต 

แบคทีเร ียที ่ช วยสงเสร ิมการเจร ิญของพืชไดโดยการละลายฟอสเฟต หรือ phosphate 

solubilizing bacteria (PSB) เปนแบคทีเรียอีกกลุมหนึ่งท่ีชวยสงเสริมการเจริญของพืชได   ทั้งนี้เนื่องจาก

ฟอสฟอรัสเปนหนึ ่งในธาตุอาหารหลักที ่มีความสำคัญตอการเจริญเติบโตของพืช เชนเดียวกับธาตุ

ไนโตรเจนและโพแทสเซียม โดยฟอสฟอรัสจัดเปนองคประกอบสำคัญของกรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก 

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

อารเอ็นเอตางมีหนาที่สำคัญในการถายทอดพันธุกรรมของพืช เกี่ยวของกับการสรางเอนไซมและผลิต

โปรตีนที่เปนองคประกอบสำคญัในเมล็ดพืช รวมถึงการงอกของเมล็ด (Nair, 2002) และยังเก่ียวของตั้งแต

การเจริญเติบโตของรากจนถึงการออกดอกออกผลดวย (วรรณทกาญจน เอียดเหตุ, 2561)   โดยสวนใหญ

แลว ธาตุฟอสฟอรัสมีปริมาณท่ีไมเพียงพอตอความตองการของพืช เพราะในดินมีฟอสฟอรัสอยูในรูปที่พืช

สามารถดูดซึมไดในปริมาณนอยมาก โดยมีเพียงประมาณ 1 มิลลิกรัมตอดิน 1 กิโลกรัม (Richardson 

และคณะ, 2009)   รูปของฟอสฟอรัสที่อยูในดินสวนใหญจะอยูในรูปฟอสเฟตที่พืชไมสามารถนำไปใชได 
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ซึ่งถาพืชไดรับฟอสฟอรัสไมเพียงพอ จะสงผลใหพืชเปนโรคงาย แคระแกร็น โตชา ปลองสั้น แตกหนอ

ลดลง ใบกลายเปนสีมวง ขอบใบแหง (ณัฐนรี ไวมาตย และคณะ, 2563) และคุณภาพของเมล็ดลดต่ำลง 

การติดดอกติดผลต่ำ ซึ่งอาการเหลานี้จะเกิดขึ้น เมื่อพืชมีปริมาณฟอสฟอรัสนอยกวา 0.2% (Nair, 2002)   

ถามีแบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟต เปลี่ยนรูปฟอสเฟตใหกลายเปนฟอสฟอรัส พืชจะนำไปใชไดงาย

ขึ้น และสงผลทำใหมีการเจริญเติบโตไดดีขึ้น   การแกปญหาพืชขาดฟอสฟอรัสโดยการใสปุย ทำใหเกิด

ปญหาตามมา เพราะฟอสฟอรัสจะไปทำปฏิกิริยากับแรในดิน ทำใหฟอสฟอรัสอยูในรูปไมละลายน้ำ หรือ

ละลายน้ำไดนอยมาก สงผลใหพืชนำธาตุนี ้ไปใชประโยชนไมได (White, 2009) เพราะเกิดการตรึง

ฟอสเฟตในดิน ซึ่งแบงออกเปน 2 รูปแบบคือ การตรึงฟอสเฟตทางชีวภาพ (biologically phosphate 

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

2531)   การตรึงฟอสเฟตทางชีวภาพ หมายถึง การเปลี่ยนรูปของฟอสเฟตจากรูปฟอสฟอรัสอนินทรียที่

เปนประโยชนตอพืชไปสูรูปฟอสฟอรัสอินทรียในสิ่งมีชีวิต เชน ฟอสฟอรัสไปสะสมอยูในแบคทีเรีย เมื่อ

แบคทีเรียตาย ฟอสฟอรัสจึงถูกปลอยออกมา ดังนั้นวิธีทางชีวภาพนี้ไมกอใหเกิดผลเสียตอพืช แตจะเปน

แหลงสำรองของฟอสเฟตที่จะปลดปลอยออกมาภายหลัง   การตรึงฟอสเฟตทางเคมี หมายถึง ฟอสฟอรัส

เกิดปฏิกิริยาทางเคมีกับกับแรธาตุอ่ืน เชน เหล็กและแคลเซียม หลังจากนั้นจะจับกันตกตะกอน ซึ่งวิธีการ

ทางเคมีนี้สงผลเสียตอพืช (วรรณทกาญจน เอียดเหตุ, 2561) 

กลไกในการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียแตละสายพันธุจะแตกตางกัน   งานวิจัยของ Sadia 

และคณะ (2002) พบวาบริเวณรากขาวโพดมีแบคทีเรียที ่มีสมบัติในการละลายฟอสเฟตไดอยางมี

ประสิทธิภาพโดยการผลิตกรดซิตริกและกรดออกซะลิก   งานวิจัยของ Yu และคณะ (2011) แสดงใหเห็น

วา Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Agrobacterium และ Burkhoderia มีความสามารถใน

การละลายฟอสเฟตได   งานวิจัยของ Tilak และคณะ (2005) พบวาจุลินทรียที่แยกไดจากรอบรากพืช 

(rhizosphere) ไดแก Aspergillus, Penicillium และ Bacillus มีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตได

ดีกวาจุลินทรียที่อยูบริเวณอื่น (non-rhizosphere)   งานวิจัยของ เกตนณนิภา วันชัย (2556) ไดคัดแยก

จุลินทรียจากดินในนาขาว โดยใชอาหารเลี ้ยงเชื้อ pikovskaya agar พบแบคทีเรียที่สามารถละลาย

ฟอสเฟต ทั ้งหมด 45 ไอโซเลต โดยสายพันธุที ่ดีที่สุด สามารถละลายฟอสเฟตไดถึง 187.0 มิลลิกรัม 

ฟอสเฟต/ลิตร   งานวิจัยของ Schoebitz และคณะ (2013) นำแบคทีเรียท่ีทดสอบแลววามีความสามารถ

ในการละลายฟอสเฟตมาตรึงบนเม็ดบดีอัลจิเนต และนำไปทดสอบประสิทธิภาพกับตนขาวสาลี พบวาตน

ขาวสาลีเจริญเติบโตไดดีขึ ้น มีปริมาณการดูดซึมฟอสเฟตสูงถึง 64%   งานวิจัยของ Zhao และคณะ 

(2014) นำดินบริเวณรอบรากขาวโพดมาคัดแยกหาแบคทีเรียที่ละลายฟอสเฟตได พบวามี 12 ไอโซเลตที่

ละลายฟอสเฟตได โดยมีแบคทีเรีย 4 ไอโซเลตที่ละลายฟอสเฟตไดมากกวา 300 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

ซึ่งสายพันธุที่ดีที่สุดมีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตไดถึง 450 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ตอมานำไป

วิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rRNA ระบุไดวาเปน BurkhoIderia cepucia   งานวิจัยของ 

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

ประสิทธิภาพตอการสงเสริมการเจริญเติบโตของตนขาว โดยที่เชื ้อทั้งสองชนิดนี้มีความสามารถในการ
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ละลายฟอสเฟตได พบวาเมื่อนำเชื้อทั้งสองสายพันธุไปทำการทดสอบรวมกัน จะละลายฟอสเฟตใหตนขาว

ไดมากขึ ้น   งานวิจัยของ Stephen และคณะ (2015) คัดแยกแบคทีเรียละลายฟอสเฟต Glucona 

cetobacter sp. และ Burkholderia sp. ไดจากดินบริเวณรอบรากพืช แลวนำมาทดสอบการสงเสริม

การเจริญเติบโตของขาวในระดับกระถาง เมื่อเวลาผานไป 60 วัน พบวาแบคทีเรียสามารถเปลี่ยนแปลง

ฟอสเฟตจากรูปที่ไมละลายน้ำใหอยูในรูปที่ละลายน้ำได และขาวสามารถนำฟอสฟอรัสไปใชประโยชนได

มากขึ้น ทำใหไดผลผลิตขาวที่มีน้ำหนักมากขึ้น 

สมบัติการตรึงไนโตรเจน 

สมบัติอีกประการที่ชวยสงเสริมการเจริญของพืชคือ การตรึงไนโตรเจน   พืชที่ไดรับปริมาณธาตุ

ไนโตรเจนอยางเพียงพอจะมีใบสีเขียวสด แข็งแรง และโตเร็ว แตเมื่อขาดธาตุไนโตรเจนจะสงผลใหลำตน

แคระแกร็นและผลผลิตลดลง โดยในขาวจะพบอาการขาดธาตุไนโตรเจนในระยะขาวแตกกอ และระยะ

กำเนิดชอดอกซึ่งเปนระยะที่ขาวมีความตองการธาตุไนโตรเจนสูง จึงเปนสาเหตใุหผลผลิตขาวลดลง   การ

แกปญหาดวยวิธีการทางเคมี โดยการใสปุยยูเรียในปริมาณสูงจะสงผลใหเกิดการตกคางของสารเคมีใน

สภาพแวดลอม กอใหเกิดอันตรายตอมนุษยและสัตว  นอกจากนี้ถาขาวไดรับปริมาณไนโตรเจนในปริมาณ

มากเกินไปจะทำใหลำตนของตนออนขาวลมและรากอโรคเขาทำลายไดงาย (เฉลิมเกียรติ อุนะพานัก และ

คณะ, 2557)   แบคทีเรียกลุมที่สามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศไดสามารถชวยสงเสริมการเจริญของพืช

ที่เจริญในภาวะที่ขาดไนโตรเจนได 

งานวิจัยของ Peng และคณะ (2006) คัดแยกแบคทีเรียจากสวนรากและลำตนของหญาได

ทั้งหมด 15 ไอโซเลต โดยใชอาหารแข็งที่ปราศจากไนโตรเจน และใชการสอบวิเคราะหการรีดักชันของ

อะเซทิลีนในการตรวจสอบวาแบคทีเรียเหลานั้นมีสายพันธุใดบางที่ตรึงไนโตรเจนได และรวมทั้งตรวจสอบ

ยีน nifH ซึ่งเปนยีนที่ควบคุมการสรางไนโตรจีเนสของแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน พบวาเปนแบคทีเรียเหลานี้

อยู ในสกุล Azospirillum   งานวิจัยของ ประไพ ทองระอาและสมปอง หมื่นแจง (2548) ไดคัดแยก

แบคทีเรียตรึงไนโตรเจนจากขาวนาสวนของประเทศไทยดวยวิธ ีmicrobial community structure จาก

ยีน nifH พบว าไดแบคทีเร ียตร ึงไนโตรเจนทั ้งหมด 8 สกุลคือ Clostridium, Rhizobium, Vibrio, 

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

คณะ (2017) พบวา Pseudomonas stutzeri A15 มีสมบัติในการชวยสงเสริมการเจริญของพืช โดยการ

ตรึงไนโตรเจน  เมื่อนำแบคทีเรีย P. stutzeri A15 ใสลงในเมล็ดขาว ขาวจะเจริญเติบโตไดดีกวาเมล็ดขาว

ที่ไมไดรับแบคทีเรียนี ้

งานวิจัยนี้มุงเนนเพื่อแยก C. lunata จากเมล็ดขาวที่เปนโรคเมล็ดดาง จากนั้นทดสอบการยับยั้ง

รานี้โดยใชแบคทีเรียที่มีรายงานกอนหนานี้วาสามารถยับยั้งราหลายชนิดที่กอโรคในพืชได (คงยุทธ เลิศ

มงคลธรรม, 2549; ดรุณี จิวเจริญ, 2552) แลวคัดเลือกสายพันธุเพ่ือนำไปศึกษาสมบัติในการยับยั้งราและ

สมบัติในการสงเสริมการเจริญของพืชทั ้งแบบ in vitro และ in planta โดยมีเปาหมายเพื่อใหไดแอน

ตะโกนิสติกแบคทีเรียซึ่งยับยั้ง C. lunata ที่กอโรคเมล็ดดางในเมล็ดขาว และสามารถสงเสริมการเจริญ

ของขาวได  
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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) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 48 ชั่วโมง และเลี้ยงในอาหารเหลว LB (ภาคผนวก ก2) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 48 ชั่วโมง หลังจากนั้นเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2.2 รากอโรคพืช 

แยกรากอโรคเมล็ดดางในขาว ดวยเทคนิค direct plating โดยเริ่มจากนำเมล็ดขาวที่เปนโรค

เมล็ดดางมาลางดวย 70% เอธานอล เปนเวลา 2 นาที แลวลางดวยน้ำกลั่นปลอดเชื้อ 2 ครั้ง  หลังจากนั้น

วางเมล็ดขาวบนอาหารแข็ง PDA (Potato Dextrose Agar) (ภาคผนวก ก3) ที่มีเตตราซัยคลิน ความ

เขมขน 25 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิหอง 9 วัน  แลวแยกราจนไดเชื้อที่บริสุทธิ ์

ตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยาของราดวยเทคนิค cellotape flag (Agut, 2001) โดยเริ่มจาก

หยด lacto phenol cotton blue 1 หยด ลงบนสไลด แลวนำเทปใสที่มีความยาว 2 เซนติเมตร มาพันท่ี

ปลายดานหนึ่งของแทงไม (wooden applicator stick)  จากนั้นนำเทปใสดานที่มีกาวแตะลงบนผิวหนา

ของราบนเพลทอาหารแข็ง PDA เพื่อใหเสนใยและสปอรติดบนเทปใส  หลังจากนั้นหยด 95% เอธานอล 

1 หยด ลงบนเทปใสดานที่มีราเพื่อลดแรงตึงผิว  แลวนำเทปใสวางลงบนสไสดที่หยด lacto phenol 

cotton blue ไว จากนั้นดึงแทงไมออกจากเทปใส  ตอมาหยด lacto phenol cotton blue อีก 1 หยด 

ลงบนเทปใส แลวปดดวย cover slip  นำไปตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนเพื่อศึกษาลักษณะโครงสราง

ของราเพื่อระบุสายพันธุเบื้องตน 

2.3 การทดสอบประสิทธิภาพในการยับย้ังราโดยเทคนิค dual culture 

เลี้ยงราบนอาหารแข็ง PDA  จากนั้นเจาะวุนบริเวณที่มีราเจริญดวย cork borer ขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร แลวนำมาวางบนอาหารแข็ง PDA  จากนั้นขีดแบคทีเรียแตละสายพันธุจากขอ 1 

ลงไป โดยใหมีระยะหางจากรา 3 เซนติเมตร ทำการทดลอง 5 ซ้ำ และบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7-9 

วัน  แลวสังเกตผลการยับยั้ง วัดเสนผานศูนยกลางของราเทียบกับชุดควบคุมที่ไมขีดแบคทีเรีย และ

คำนวณเปอรเซ็นตการยับยั้งรา (Skidmore และ Dickinson, 1976) 

เปอรเซ็นตการยับยั้งรา = 
รัศมีการเจริญของราในชุดควบคุม ି รัศมีการเจริญของราในชุดทดสอบ

รัศมีการเจริญของราในชุดควบคุม 
 x 100 

2.4 การทดสอบสมบัติที่เกี่ยวของกับการยับย้ังรา 

2.4.1 การยับยั้งราดวยเมแทบอไลตที่หลั่งออกนอกเซลลแบคทีเรีย 
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คัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุที่มีประสิทธิภาพการยับยั้งดีที่สุดจากการทดลองโดยเทคนิค 

dual culture จากขอ 3  แลวเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว LB บมที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส 

200 รอบตอนาที เปนเวลา 48 ชั่วโมง  จากนั้นวัดคาความขุนที่ 600 นาโนเมตร (OD600) ใหมีคา

เทากับ 0.5 ซึ่งจะมีจำนวนเซลลประมาณ 108 CFU/มิลลิลิตร  หลังจากนั้นใส 1% ของแบคทีเรีย

ที่เตรียมไวนี้ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 25 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 200 

รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั ่วโมง  นำมาป นเหวี ่ยงที ่ 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส 15 นาที  แลวนำสวนใสมากรองผานเยื่อกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร  แลวจึงผสมสวน

ใสที่ไดลงในอาหาร PDA ที่มีความเขมขน 2 เทาในขณะที่ PDA ยังหลอมเหลวอยูที ่อุณหภูมิ

ประมาณ 50 องศาเซลเซียส โดยผสมที่สัดสวน 1:1  หลังจากนั้นเทเพลท รอใหอาหารแข็งตัว 

แลวจึงนำชิ้นวุนของรากอโรคเมล็ดดางที่เจาะดวย cork borer วางลงบนตรงกลางเพลท  ทำการ

ทดลอง 5 ซ้ำ และบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 วัน แลววัดเสนผานศูนยกลาง

ของราในชุดทดสอบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมไดผสมสวนใสจากแบคทีเรีย  บันทึกผลการทดลอง 

และคำนวณเปอรเซ็นตการยับยั้งรา 

2.4.2 การยับยั้งราดวยสารระเหยของแบคทีเรีย 

นำชิ้นวุนของรากอโรคเมล็ดดางที่เจาะดวย cork borer วางลงบนตรงกลางเพลทอาหาร

แข็ง PDA   ขีดแบคทีเรียลงบนอาหารแข็ง LB  แลวนำเพลททั้งสองมาประกบกัน  หลังจากนั้น

พันเพลททั้งคูดวยพาราฟฟลม บม 11 วัน ที่อุณหภูมิหอง โดยใหเพลทท่ีมีราอยูดานบน สวนเพลท

ที่มีแบคทีเรียอยูดานลาง  ทำการทดลอง 5 ซ้ำ แลววัดเสนผานศูนยกลางของราในชุดทดสอบ

เทียบกับชุดควบคุมที่ประกบกับเพลทอาหารแข็ง LB ท่ีไมมีแบคทีเรีย  บันทึกผลการทดลอง และ

คำนวณเปอรเซ็นตการยับยั้งรา 

2.4.3   การยับยั้งราดวยไฮโดรไลซิสเอนไซมของแบคทีเรีย 

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) บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน ทำการทดลอง 5 ซ้ำ  แลวราดดวย 

2M HCl จากนั้นสังเกตโซนใสบริเวณรอบ ๆ โคโลน ี

2.4.3.2  การทดสอบการผลิตเพคทิเนส (pectinase) 

ขีดแบคทีเรียลงบนอาหารแข็ง Crystal Violet Pectate (CVP) (ภาคผนวก ก5) 

บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน ทำการทดลอง 5 ซ้ำ  แลวสังเกตโซนใสบริเวณรอบ ๆ 

โคโลนี 

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

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน ทำการทดลอง 5 ซ้ำ  แลวสังเกตการเปลี่ยนสีของ neutral 

red บริเวณหยดน้ำมันใตโคโลนีของแบคทีเรีย 

2.4.3.4  การทดสอบการผลิตโปรตเีอส (protease) 

ขีดแบคทีเรียลงบนอาหารแข็ง Skim Milk Agar (SA) (ภาคผนวก ก7) บมที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน ทำการทดลอง 5 ซ้ำ  แลวสังเกตโซนใสบริเวณรอบ ๆ 

โคโลนี 

2.4.3.5   การทดสอบการผลิตไคติเนส (chitinase) 

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

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน ทำการทดลอง 5 ซ้ำ  แลวสังเกตโซนใสบริเวณรอบ ๆ 

โคโลนี 

2.5 การทดสอบสมบัติการสงเสริมการเจริญของพืชโดยแบคทีเรีย 

2.5.1 การทดสอบความสามารถในการผลิต Indole-3-Acetic Acid (IAA) 

เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว LB บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 200 รอบตอนาที 

เปนเวลา 2 วัน  เพื ่อนำน้ำเลี้ยงแบคทีเรียมาผสมกับ 1 มิลลิลิตร ของสารละลาย Salkowski 

reagent (ภาคผนวก ข1) 2 มิลลิลิตร ตั ้งไวในที่มืด 25 นาที  สังเกตการเปลี่ยนสี ถามีสีชมพู

เกิดขึ้น แสดงวามีการสราง IAA  ทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง 

2.5.2 การทดสอบความสามารถในการละลายฟอสเฟต 

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

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน ทำการทดลอง 5 ซ้ำ แลวสังเกตโซนใสบริเวณรอบ ๆ โคโลนี 

2.5.3 การทดสอบความสามารถในการตรึงไนโตรเจน 

เลี ้ยงแบคทีเรียในอาหารแข็งที ่ปราศจากแหลงไนโตรเจน Nitrogen free medium 

(NFM) (ภาคผนวก ก10) บมที่อุณหภูมิหอง 200 รอบตอนาที เปนเวลา 3 วัน ทำการทดลอง 5 

ซ้ำ แลวสังเกตการเจริญของแบคทีเรีย 

2.6 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการยับย้ังรากอโรคเมล็ดดางในขาว 

2.6.1 การเตรียมเมล็ดขาว 

นำเมล็ดขาวพันธุสังขหยด พัทลุง มาลางดวย 70% เอธานอล เปนเวลา 2 นาที แลวลาง

ดวยน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ 2 ครั้ง  ผึ่งเมล็ดขาวใหแหงในจานแกวปลอดเชื้อ 

2.6.2 การเตรียมรากอโรค 

เลี้ยงรากอโรคบนอาหารแข็ง PDA บมที่อุณหภูมิหอง 7 วัน  แลวเก็บสปอรราโดยใสน้ำ

กลั่นลงในเพลท  จากนั้นขูดสปอรของราดวยลูปเพื ่อใหไดสารแขวนลอยสปอรของราสำหรับ

นำไปใชตอไป 
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2.6.3 การทดสอบการยบัยั้งรากอโรคเมล็ดดางในขาว 

ทดสอบการยับยั้งการเกิดโรคในเพลทแบบ 24 หลุม โดยใสเมล็ดขาว 1 เมล็ด ลงในแต

ละหลุม และมีทรีทเมนตตาง ๆ (อยางละ 4 ซ้ำ) ดังนี้ 

- ชุดควบคุมผลลบ: ใสน้ำกลั่น 20 ไมโครลิตร 

- ชุดควบคุมการเกิดโรค: ใสรากอโรค ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

- ชุดควบคุมโดยใสน้ำเลี้ยงแบคทีเรีย: ใสน้ำเลี้ยงแบคทีเรีย ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

- ชุดทดสอบการรักษาการเกิดโรค: ใสรากอโรค ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลวงหนา 1 

วัน  จากนั้นใสน้ำเลี้ยงแบคทีเรีย ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

- ชุดทดสอบการปองกันการเกิดโรค: ใสน้ำเลี้ยงแบคทีเรีย ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

ลวงหนา 1 วัน  จากนั้นใสรากอโรค ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 

- ชุดทดสอบการยับยั้งการเกิดโรค: ใสน้ำเลี้ยงแบคทีเรีย ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และ

รากอโรค ปริมาตร 20 ไมโครลิตร พรอมกัน 

บมเพลท 7 วนั ที่อุณหภูมิหอง จากนั้นสังเกตการเกิดโรคเมล็ดดางบนเมล็ดขาว 
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บทที่ 3 

 

ผลการทดลอง 

 

3.1 การคัดแยกรากอโรคพืช 

เมื่อแยกรากอโรคเมล็ดดางในขาวดวยเทคนิค direct plating โดยเริ่มจากนำเมล็ดขาว 5 เมล็ด ที่

เปนโรคเมล็ดดางมาทำใหปลอดเชื้อ หลังจากนั้นวางเมล็ดขาวบนอาหารแข็ง PDA ที่มเีตตราซัยคลิน  บมที่

อุณหภูมิหอง 9 วัน  ไดผลดังรูปที่ 3.1 พบวามีลักษณะโคโลนีสีเทาและโคโลนีสีดำเปนวงกวาง มีโคโลนีสี

เขียวเปนจุดเล็ก ๆ มีราสีขาวปนสีสมฟุงกระจาย  

 
รูปท่ี 3.1 เมล็ดขาวบน PDA ที่มีเตตราซัยคลิน หลังการบมที่อุณหภูมิหอง 9 วัน 

 

หลังจากนั้นแยกราจนไดเชื้อที่บริสุทธิ์ พบวาลักษณะโคโลนีมีสีเทา ดังรูปที่ 3.2 

 
รูปท่ี 3.2 ราที่แยกไดจนเปนเชื้อบริสุทธิ์ บนอาหาร PDA ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 9 วัน 

 

จากนั้นระบุสายพันธุโดยการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนที่กำลังขยาย 10x40 เทา ไดผลดังรูป

ที่ 3.3 ซึ่งพบวาเสนใยมีลักษณะเปนสีดำ ขอบเทา ความหนาของเสนใยมีความสม่ำเสมอกัน คอนิเดียมี

ลักษณะเฉพาะของ Curvularia คือ มีลักษณะเปนสปอรสีน้ำตาล รูปรางคลายกระบอง ภายในมี 3-5 

เซลล ซึ่งเซลลตรงกลางมีขนาดใหญกวาเซลลอ่ืน ๆ   จากลักษณะทางสัณฐานวิทยาเหลานี้ จึงสรุปเบ้ืองตน

ไดวาเปน Curvularia lunata 
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รูปท่ี 3.3 ราบริสุทธิ์ที่แยกไดภายใตกลองจุลทรรศนกำลังขยาย 10x40 เทา 

3.2 การทดสอบประสิทธิภาพในการยับย้ังราโดยเทคนิค dual culture 

 เมื่อวางชิ้นวุนของรากอโรคใหมีระยะหางจากรอยขีดของแบคทีเรียทั้ง 12 สายพันธุ 3 เซนติเมตร 

แลวสังเกตผลการยับยั้ง โดยวัดเสนผานศูนยกลางของราที่ใชทดสอบการยับยั้งดานที่แคบที่สุดเทียบกับชุด

ควบคุมที่ไมขีดแบคทีเรียทดสอบ  แลวนำมาคำนวณเปอรเซ็นตการยับยั้งราไดผลดังแสดงในตารางที่ 3.1 

ซึ่งพบวาแบคทีเรียสายพันธุที่มีความสามารถยับยั้งไดดีที่สุด คือสายพันธุ M25 MSCU 0242 โดยใหคา

การยับยั้งอยูที่ 66.67 เปอรเซ็นต  ทั้งนี้มี 2 สายพันธุที่ไมสามารถยับยั้งราที่กอโรคพืชได โดยใหคาการ

ยับยั้ง 0.00 เปอรเซ็นต ซึ่งไดแก สายพันธุ TU13-9 MSCU 0693 และ N9 MSCU 0237 

ตารางที่ 3.1 เปอรเซ็นตการยับย้ังรากอโรคพืชของแบคทีเรีย 12 สายพันธุ 

สายพันธุแบคทีเรีย เปอรเซ็นตการยับย้ังรา การยับย้ังรากอโรคพืชดวยแบคทีเรีย 

1. M27 MSCU 0244 60.00% 

 

2. TW1-1 ng MSCU 0694 38.89% 

 

3. M10 MSCU 0695 64.44% 
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สายพันธุแบคทีเรีย เปอรเซ็นตการยับย้ังรา การยับย้ังรากอโรคพืชดวยแบคทีเรีย 

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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สายพันธุแบคทีเรีย เปอรเซ็นตการยับย้ังรา การยับย้ังรากอโรคพืชดวยแบคทีเรีย 

10. M23 MSCU 0241 62.22% 

 

11. TU13-9 MSCU 0693 0.00% 

 

12. N9 MSCU 0237 0.00% 

 

 

3.3 การทดสอบสมบัติท่ีเกี่ยวของกับการยับย้ังรา 

3.3.1 การยับยั้งราดวยเมแทบอไลตที่หลั่งออกนอกเซลลแบคทีเรีย 

เมื่อนำชิ้นวุนของราวางลงตรงกลางเพลทอาหารแข็ง PDA ที่ผสมสวนใสที่ปราศจากเซลลของ

แบคทีเรีย M25 MSCU 0242 พบวามีคาการยับยั้งรา 100 เปอรเซ็นต โดยที่ C. lunata ไมสามารถเจริญ

ได ดังรูปที่ 3.4 

  
รูปท่ี 3.4 การเจริญของราในชุดควบคุม (ซาย) และชุดทดสอบ (ขวา) ดวยเมแทบอไลตของ

แบคทีเรีย M25 MSCU 0242 หลังการบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 11 วัน 
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3.3.2 การยับยั้งราดวยสารระเหยของแบคทีเรีย 

เมื่อนำชิ้นวุนของราวางลงบนตรงกลางเพลทอาหารแข็ง PDA และขีดแบคทีเรีย M25 MSCU 

0242 ลงบนอาหารแข็ง LB  จากนั้นนำเพลททั้งสองมาประกบกัน หลังจากบมที่อุณภูมิหอง เปนเวลา 11 

วัน ไดผลดังรูปที่ 3.5 ซึ่งพบวาแบคทีเรียสามารถสรางสารระเหยที่มีฤทธิ์ยับยั้งราได 52.94 เปอรเซน็ต 

  
รูปท่ี 3.5 การเจริญของราดานหลังเพลทในชุดควบคุม (ซาย) และชุดทดสอบ (ขวา)  

ดวยสารระเหยของแบคทีเรีย M25 MSCU 0242 หลังการบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 11 วัน 

3.3.3 การยับยั้งราดวยไฮโดรไลซิสเอนไซมของแบคทีเรีย 

3.3.3.1 การทดสอบการผลิตเซลลูเลส (cellulase) 

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

Cellulose (CMC) แลวราดดวย 2 M HCl พบวาไมเกิดโซนใสรอบ ๆ โคโลนี แสดงวาแบคทีเรีย

ไมสามารถผลิตเซลลูเลส ดังรูปที่ 3.6 

 

รูปท่ี 3.6 การทดสอบการผลิตเซลลูเลสบนอาหารแข็ง CMC หลังจากราดดวย 2 M HCl บมที่

อุณหภูมิหอง 7 วัน 
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3.3.3.2 การทดสอบการผลิตไลเปส (lipase) 

เมื่อนำแบคทีเรีย M25 MSCU 0242 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง NA ที่ผสมน้ำมันพืชและมี

นิวทรัลเรดเปน pH indicator พบวาเกิดจุดสีแดงบนโคโลนีของแบคทีเรีย ดังรูปที่ 3.7 ซึ่งแสดง

วาแบคทีเรียสามารถผลิตไลเปสได 

 

รูปท่ี 3.7 การทดสอบการผลิตไลเปสบนอาหารแข็ง NA ที่ผสมน้ำมันพืชและมีนิวทรัลเรดเปน pH 

indicator หลังจากบมที่อุณหภูมิหอง 4 วัน 

3.3.3.3 การทดสอบการผลิตโปรตเีอส (protease) 

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

พบวาเกิดโซนใสรอบ ๆ โคโลนี ดังรูปที่ 3.8 ซึ่งแสดงวาแบคทีเรียสามารถผลิตโปรตีเอสได 

 

รูปท่ี 3.8 การทดสอบการผลิตโปรตีเอสบนอาหารแข็ง SA หลังจากบมที่อุณหภูมิหอง 7 วัน 

 

3.4 การทดสอบสมบัติการสงเสริมการเจริญของพืชโดยแบคทีเรีย 

3.4.1 การทดสอบความสามารถในการผลิต Indole-3-Acetic Acid (IAA) 

เมื่อผสมน้ำเลี้ยงแบคทีเรียกับสารละลาย Salkowski reagent พบวาไมมีสีชมพูเกิดข้ึน ดังรูปที่ 

3.9 แสดงวาแบคทีเรียไมผลิต IAA โดยถาแบคทีเรียมีการผลิต IAA น้ำเลี้ยงแบคทีเรียจะกลายเปนสีชมพู 

เมื่อผสมกับ Salkowski reagent 
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รูปท่ี 3.9 การทดสอบการผลิต IAA ในชุดควบคุม (ซาย) และในชุดทดสอบ (ขวา) หลังผสมกับ 

สารละลาย Salkowski reagent และตั้งไวในท่ีมืด 5 นาที 

3.4.2 การทดสอบความสามารถในการละลายฟอสเฟต 

เมื่อนำแบคทีเรีย M25 MSCU 0242 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง Pikovskaya agar (PVK) พบวาไม

เกิดโซนใสรอบ ๆ โคโลนี ดังรูปที่ 3.10 ซึ่งแสดงวาแบคทีเรียไมมีความสามารถในการละลายฟอสเฟต 

 

รูปท่ี 3.10 การทดสอบการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง PVK หลังบมที่อุณหภูมิหอง 4 วัน 

3.4.3 การทดสอบความสามารถในการตรึงไนโตรเจน 

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

พบวาแบคทีเรียสามารถเจริญได ดังรูปที่ 3.11 ซึ่งแสดงวาแบคทีเรียมีความสามารถในการตรึงไนโตรเจน

ในอากาศจึงสามารถเจริญบนอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนได 

 

รูปท่ี 3.11 การเจริญของแบคทีเรียบนอาหารแข็ง NFM หลังบมที่อุณหภูมิหอง 7 วัน 
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3.5 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรยีในการยับย้ังรากอโรคเมล็ดดางในขาว 

 การทดสอบการยับยั้งการเกิดโรคเมล็ดดางซึ่งทำการทดลองในเพลทแบบ 24 หลุม โดยใสเมล็ด

ขาว 1 เมล็ด ลงในแตละหลุม อยางละ 4 ซ้ำ ในทรีทเมนตตาง ๆ ไดผลดังแสดงในตารางท่ี 3.2 ซึ่งพบวาน้ำ

เลี้ยงแบคทีเรีย M25 MSCU 0242 มีสามารถในการรักษา ปองกัน และยับยั้งโรคเมล็ดดางในขาวได 

ตารางที่ 3.2 ประสิทธิภาพในการยับย้ังการเกิดโรคเมล็ดดางในขาวของแบคทีเรีย M25 MSCU 0242 

ทรีทเมนต ประกอบดวย ผลการทดลอง 

ชุดควบคุมผลลบ น้ำกลั่น ไมเกิดการ

เปลี่ยนแปลงตอ

เมล็ดขาว  

ชุดควบคุมการเกิด

โรค 

รากอโรค เกิดโรคเมล็ดดาง

บนเมล็ดขาว 
 

ชุดควบคุม น้ำเลี้ยงแบคทีเรีย ไมเกิดการ

เปลี่ยนแปลงตอ

เมล็ดขาว  

ชุดทดสอบการ

รักษาการเกิดโรค 

ใสรากอโรค 

ลวงหนา 1 วัน 

จากนั้นใสน้ำเลี้ยง

แบคทีเรีย 

เมล็ดขาวมีอาการ

เมล็ดดางเล็กนอย 

แตราที่พบไม

กระจาย 
 

ชุดทดสอบการ

ปองกันการเกิดโรค 

ใสน้ำเลี้ยง

แบคทีเรีย ลวงหนา 

1 วัน จากนั้นใสรา

กอโรค 

ไมมีราเจริญที่เมล็ด 

และไมมีอาการของ

โรคเมล็ดดาง  

ชุดทดสอบการ

ยับยั้งการเกิดโรค 

ใสน้ำเลี้ยง

แบคทีเรีย และรา

กอโรค พรอมกัน 

เมล็ดขาวไมมี

อาการของโรค

เมล็ดดาง  
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บทที่ 4 

 

สรุปผลการทดลอง 

งานวิจัยนี้แยก Curvularia lunata ที่กอโรคเมล็ดดางในขาว และศึกษาสมบัติการสงเสริมการ

เจริญของพืชและการยับยั ้ง C. lunata โดยแอนตะโกนิสติกแบคทีเรียที่มีอยู ในหองปฏิบัติการ โดย

แบคทีเรียที่ใหการยับยั้งสูงสุดคือ แบคทีเรียสายพันธุ M25 MSCU 0242 และแสดงสมบัติการสงเสริมการ

เจริญของพืช รวมทั้งมีความสามารถในการปองกันการเกิดโรคเมล็ดดางในขาวได 

จากการนำเมล็ดขาวที่มีอาการเมล็ดดางจากพื้นที่จังหวัดสมุทรปราการมาแยกราสาเหตุของโรค

โดยใชเทคนิค direct plating และแยกจนไดเชื้อบริสุทธิ์ พบวา เมื่อเลี้ยงราบนอาหาร PDA ผิวหนาของ

โคโลนีมีสีเทา เมื่อตรวจดวยกลองจุลทรรศนเพื่อสังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบวาราสรางสายใยที่มี

ผนังกั้น และสรางคอนิเดียที่มีลักษณะเฉพาะของ Curvularia คือ มีลักษณะเปนสปอรสีน้ำตาล รูปราง

คลายกระบอง ภายในมี 3-5 เซลล ซึ่งเซลลตรงกลางมีขนาดใหญกวาเซลลอื่น ๆ (Huyly และ Soytong, 

2017) จึงสรุปเบื้องตนไดวาเปนราสายพันธุ Curvularia lunata ที่กอโรคเมล็ดดางในขาว 

เมื่อนำแอนตะโกนิสติกแบคทีเรีย 12 สายพันธุจากคลังจุลินทรียของภาคจุลชีววิทยา คณะ

วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ท่ีคัดกรองแลววาเปนแบคทีเรียสายพันธุที่ยับยั้งราไดหลายชนิด มี

แอกทิวิตีสูงและไมกอโรค มาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งราโดยเทคนิค dual culture โดยเลี้ยง

แบคทีเรียแตละสายพันธุ รวมกับ C. lunata พบวามีเปอรเซ็นตการยับยั ้งในชวง 0-66.67%  โดย

แบคทีเรียสายพันธุ M25 MSCU 0242 มีเปอรเซ็นตการยับยั้งไดมากที่สุดคือ 66.67% ซึ่งจากรายงาน

ของนภัสวรรณ ธรรมสวัสดิ์ (2564) พบวาแบคทีเรียสายพันธุ M25 มีความเหมือน 100% กับหลายสาย

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

B. amyloliquefaciens สามารถยับยั้งโรคเมล็ดดางในตนขาวได โดยมีเปอรเซ็นตการยับยั้ง C. lunata, 

Fusarium semitectum และ Helminthosporium oryzae อยูที ่ 92.7 เปอรเซ็นต, 68.9 เปอรเซ็นต 

และ 75.7 เปอรเซ็นต ตามลำดับ 

จากการทดสอบสมบัติที่เกี่ยวของกับการยับยั้งราดวยฤทธิ์ของเมแทบอไลตที่หลั่งออกนอกเซลล

ของแบคทีเรีย โดยแยกน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลมาผสมกับอาหารแข็ง PDA ที่มีความเขมขน 2 เทา ที่

สัดสวน 1:1 แลวนำชิ้นวุนของรากอโรคเมล็ดดางวางตรงกลางเพลท พบวาสามารถยับยั้งราไดถึง 100% 

ซึ่งแสดงวาเมแทบอไลตที่หลั่งออกนอกเซลลของแบคทีเรียมีผลตอการเจริญของราทำใหราไมสามารถ

เจริญได   ทั้งนี้มีรายงานมากมายที่แสดงการยับยั้งราดวยเมแทบอไลตที่หลั่งออกนอกเซลลของแบคทีเรีย 

เชน Alsultan และคณะ (2019) พบวาน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของ Pseudomonas aeruginosa ที่

แยกไดจากกิ่งของตนโกโก มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง Phytophthora palmivora ซึ่งเปนสาเหตุของ

โรคผลเนาดำในโกโกได 100 เปอรเซ็นต   งานวิจัยของ He และคณะ (2020) พบวา Streptomyces 

lienomycini สามารถผลิตสาร 1H-ไพรโรล-2-คารบอกซิลิกแอซิด และ 1H-ไพรโรล-2-คารบอกซะไมด ซึ่ง
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หลั่งออกมานอกเซลล โดยที่สารเหลานี้ไปยับยั้งโรคจุดดำบนใบและกิ่งของตนถั ่ววอลนัทไดถึง 79.33 

เปอรเซ็นต และ 81.52 เปอรเซ็นต ตามลำดับ   งานวิจัยของ Saechow และคณะ (2018) ยังระบุวาน้ำ

เลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลลของ B. amyloliquefaciens สามารถยับยั้งการเจริญของราหลายชนิดได 75-

92% ซึ่งเมื่อตรวจสอบเพ่ิมเติมพบวาเปนสารกลุมลิโพเพปไทด 

จากการทดสอบการยับยั้งราดวยสารระเหยของแบคทีเรียโดยนำเพลทที่มีชิ้นวุนของ C. lunata 

บนอาหารแข็ง PDA ประกบกับเพลทที่ขีดแบคทีเรียสายพันธุ M25 บนอาหารแข็ง LB  แลวพันเพลททั้ง

สองดวยพาราฟฟลม พบวามีเปอรเซ็นตการยับยั้งราอยูที ่ 52.94% ซึ่งแสดงวาแบคทีเรียสายพันธุ 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 ที่กอโรคในเชอรี่ โดยผลิตสารระเหยซึ่งไดแก 1,3 เพนตะไดอีน, อะ

ซีโทอิน (3-ไฮดรอกซ-ี2-บิวทาโนน) และไธโอฟน 

เมื่อทดสอบการผลิตไฮโดรไลซิสเอนไซมของแบคทีเรียสายพันธุ M25 ซึ่งไดแก เซลลูเลส, เพคทิ

เนส, ไลเปส, โปรตีเอส และไคติเนส ซึ่งมีรายงานวาเกี่ยวของกับการยับยั้งราได (Compant และคณะ, 

2005) โดยเลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุ M25 MSCU 0242 บนอาหารท่ีมีซับสเตรตที่จำเพาะ พบวาแบคทีเรีย

สามารถผลิตไลเปสและโปรตีเอสได โดยเกิดโซนใสรอบ ๆ โคโลนีของแบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหาร NA ที่ผสม

น้ำมันพืช และอาหาร SA ที่มี skim milk ตามลำดับ  แตแบคทีเรียไมสามารถผลิตเซลลูเลสได เนื่องจาก

ไมเกิดโซนใสรอบ ๆ โคโลนีของแบคทีเรีย ในอาหาร CMC 

เมื่อนำแบคทีเรียสายพันธุ M25 MSCU 0242 มาทดสอบสมบัติการสงเสริมการเจริญของพืช ซึ่ง

ไดแก การผลิตฮอรโมนพืช Indole-3-Acetic Acid (IAA), การละลายฟอสเฟต และการการตรึงไนโตรเจน 

พบวาสำหรับความสามารถในการผลิต Indole-3-Acetic Acid (IAA) นั้น แบคทีเรียไมสามารถเปลี่ยนสี

สารละลาย Salkowski reagent จากสีเหลืองเปนสีชมพูได ซึ่งแสดงวาแบคทีเรียไมสามารถสรางฮอรโมน

พืช IAA ได  สำหรับความสามารถในการละลายฟอสเฟต ซึ่งทดสอบโดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารแข็ง PVK 

พบวาไมเกิดโซนใสรอบ ๆ โคโลนี ซึ่งแสดงวาแบคทีเรียไมสามารถละลายฟอสเฟตได  สวนความสามารถ

ในการตรึงไนโตรเจน โดยเลี ้ยงแบคทีเรียในอาหารแข็ง NFM ที่ปราศจากไนโตรเจน พบวาแบคทีเรีย

สามารถเจริญได ซึ่งแสดงวาแบคทีเรียมีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนจากอากาศได 

เมื่อทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียสายพันธุ M25 MSCU 0242 ในการยับยั้งการเกิดโรค

เมล็ดดางในขาวที่มีสาเหตุจาก C. lunata โดยใชเมล็ดขาวพันธุสังขหยด พัทลุง พบวาในชุดทดสอบการ

รักษาการเกิดโรค ซึ่งใส C. lunata ลวงหนา 1 วัน  จากนั้นใสน้ำเลี้ยงแบคทีเรีย พบวาที่เมล็ดขาวมีอาการ

เมล็ดดางเล็กนอย แตราที่พบไมกระจาย ซึ่งแสดงวาน้ำเลี้ยงแบคทีเรียสามารถรักษาโรคเมล็ดดางที่เกิดขึ้น

ได  สวนชุดทดสอบการปองกันการเกิดโรค ซึ่งใสน้ำเลี้ยงแบคทีเรีย ลวงหนา 1 วัน  จากนั้นใส C. lunata 

พบวาไมมีราเจริญที่เมล็ด และไมมีอาการของโรคเมล็ดดาง ซึ่งแสดงวาน้ำเลี้ยงแบคทีเรียสามารถปองกัน

การเกิดโรคเมล็ดดางได   สำหรับชุดทดสอบการยับยั้งการเกิดโรค โดยใสน้ำเลี้ยงแบคทีเรียและรากอโรค
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พรอมกัน พบวาเมล็ดขาวไมมีอาการของโรคเมล็ดดาง แสดงวาน้ำเลี้ยงแบคทีเรีย M25 MSCU 0242 

สามารถยับยั้งการเกิดโรคเมล็ดดางได 

แบคทีเรียสายพันธุ M25 MSCU 0242 ซึ่งพบวาคลาย 100% กับ Bacillus amyloliquefaciens 

(นภัสวรรณ ธรรมสวัสดิ์, 2564) เปนแบคทีเรียสายพันธุที่ไมกอโรค (Lopez-Isasmendi และคณะ, 2019) 

มีแอกทิวิตีในการยับยั้งรากอโรคพืชไดหลายชนิด และสามารถยับยั้งการเกิดโรคเมล็ดดางในขาวไดดี จึง

สามารถนำไปใชเพื่อควบคุมการเกิดโรคพืชที่มีสาเหตุจากราได โดยการนำไปใชอาจจะใชวิธีฉีดเปนสเปรย

กอนการเพาะปลูก เชน B. subtilis GLB191 และ B. pumilus GLB197 ซึ่งเปนแบคทีเรียที่ผลิตสาร

ออกมายับยั้ง Plasmopara viticola ท่ีเปนสาเหตุของโรคราน้ำคางในองุน โดยกอนการเก็บเก่ียวผลผลิต

จะฉีดสเปรยน้ำเลี้ยงเชื้อลงบนใบองุน พบวาสามารถควบคุมโรคราน้ำคางได (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 

  ผงวุน       15 กรัม 

 ผสมสวนผสมท้ังหมดในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 

ก2.  อาหารเหลว LB (Luria Bertani) Broth 

  ทริปโตน       10 กรัม 

  สารสกัดจากยีสต      5 กรัม 

  โซเดียมคลอไรด      5 กรัม 

 ผสมสวนผสมท้ังหมดในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 

ก3.  อาหารแข็ง PDA (Potato Dextrose Agar) 

  อาหารสำเร็จรูป PDB (Potato Dextrose Broth)  24 กรัม 

  ผงวุน       15 กรัม 

 ผสมสวนผสมท้ังหมดในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 

ก4.  อาหารแข็ง CMC (Carboxy Methyl Cellulose) Agar  

 สวนที่ 1 

  แอมโมเนียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4H2PO4)  1 กรัม 

  โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)    0.2 กรัม 

  แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4 7H2O)   1 กรัม 

  สารสกัดจากยีสต      1 กรัม 

  น้ำปราศจากไอออน     1,000 มิลลิลิตร 

 สวนที่ 2 

  คารบอกซิเมทิลเซลลูโลส     26 กรัม 

  ผงวุน       3 กรัม 
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 ผสมสวนผสมสวนที่ 1 ในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร และในระหวางที่ผสม นำสวนผสม

สวนที่ 2 คอย ๆ เทลงไป จนสารละลาย  จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 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 

  ผงวุน       20 กรัม 

  แพคติน       5 กรัม  

 ผสมสวนผสมท้ังหมดในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 

ก6.  อาหารแข็ง Lipase Agar (LA) 

  อาหารสำเร็จรูป Nutrient Broth (NB)   8 กรัม 

  ผงวุน       15 กรัม 

  สีนิวทรัลเรด      0.0004 เปอรเซ็นต 

  น้ำมันพืช      1 เปอรเซ็นต 

 ผสมสวนผสมท้ังหมดในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 

ก7. อาหารแข็ง Skim Milk (SM) Agar 

  Skim milk      28 กรัม 

  ทริปโตน       5 กรัม 

  สารสกัดจากยีสต      2.5 กรัม 

  เดกซโทรส      1 กรัม 

  ผงวุน       15 กรัม 

 ผสมสวนผสมท้ังหมดในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหอยูที่ 7.0  0.2  

จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 

นาท ี
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ก8.  อาหารแข็ง Chitin Agar (CA) 

  เปปโตน       0.1 กรัม 

  เฟอรรัสซัลเฟต      0.1 กรัม 

  แอมโมเนียมซัลเฟต     0.1 กรัม 

  เฟอรรัสกลูโคเนต      0.1 กรัม 

  สารประกอบคอลลอยดไคติน    7 กรัม 

  ผงวุน       15 กรัม 

 ผสมสวนผสมท้ังหมดในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 

ก9. อาหารแข็ง Pikovskaya agar (PVK) 

  สารสกัดจากยีสต      0.5 กรัม 

  เดกซโทรส      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 

  เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4)     0.0001 กรัม 

  ผงวุน       15 กรัม 

 ผสมสวนผสมท้ังหมดในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 

ก10.  อาหารแข็งท่ีปราศจากแหลงไนโตรเจน Nitrogen free medium (NFM) Agar 

  กลูโคส       10 กรัม 

  แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4 7H2O)   0.02 กรัม 

  ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4)    0.5 กรัม 

  โซเดียมคลอไรด (NaCl)     0.22 กรัม 

  แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3)    5 กรัม 

  แคลเซียมซัลเฟต (CaSO4)     0.1 กรัม 

  เฟอรรัสซัลเฟต (FeSO4)     4.0 ppm 

  โซเดียมโมลิปเดต      2.0 ppm 

  ผงวุน       15 กรัม 
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 ผสมสวนผสมท้ังหมดในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

 

ข1.  สารละลาย Salkowski reagent 

  0.5 M FeCl3      1 มิลลิลิตร 

  35 % HClO4      50 มิลลิตร 

 ผสมสวนผสมท้ังหมดในตูดูดควัน และรอใหเย็น เก็บสารละลายไวในขวดสีชา 
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