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บทคัดย่อ 
 

Rigidoporus microporus เป็นเช้ือราในดินท่ีก่อให้เกิดโรครากขาวและเป็นปัญหาส าคัญ
ของประเทศผู้ผลิตยางท่ัวโลกรวมถึงประเทศไทย เพื่อลดการใช้สารก าจัดราในดิน จึงจ าเป็นต้องใช้
การป้องกันก าจัดโรคโดยชีววิธี ซึ่งแบคทีเรีย Bacillus spp. เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถควบคุมเช้ือ
สาเหตุโรคพืชได้หลายชนิด ดังนั้นงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพของ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus สาเหตุโรครากขาวของยางพารา ซึ่งจากการ
คัดเลือกแบคทีเรียปฏิปักษ์จ านวน 44 ไอโซเลท มีแบคทีเรียปฏิปักษ์จ านวน 3 ไอโซเลทท่ีสามารถ
ยับยั้งเช้ือรา R. microporus ได้มากกว่า 51 เปอร์เซ็นต์ ประกอบด้วย B. subtilis ไอโซเลท SM1 
และ ไอโซเลท LPDD3-2 และ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 โดยท่ี B. subtilis ไอโซเลท 
SM1 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus สูงกว่าแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลทอื่นๆ 
สามารถสร้างสารปฏิปักษ์ท่ีทนและไม่ทนความร้อน และสารระเหยออกมายับยั้งการเจริญของเช้ือรา 
R. microporus บนอาหาร Potato dextrose agar (PDA) ได้สูงท่ีสุด (96.67, 63.33 และ 50.00 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ) มีผลท าให้เส้นใยของเช้ือรา R. microporus มีลักษณะบิดเบี้ยวและกุดตัวลง 
เมื่อตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดา ในขณะท่ีการตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด เส้นใยเช้ือราถูกแทงทะลุอย่างชัดเจน ท าให้เส้นใยฝ่อ และเกิดรอยย่นบน
พื้นผิว รวมท้ังสามารถยับยั้งเช้ือราได้ดีเมื่อทดสอบบนช้ินส่วนพืชและในดินผสม โดยเช้ือราสามารถ
เจริญได้ 28.57 เปอร์เซ็นต์ของท่อนยาง และ 19.00 เปอร์เซ็นต์ของความสูงดิน ตามล าดับ ขณะท่ีชุด
ควบคุมเช้ือราสามารถเจริญเต็มท่อนยาง และในดินผสมได้ 100 เปอร์เซ็นต์  

การใส่เช้ือรา R. microporus เพียงอย่างเดียว ท าให้ต้นยางแสดงอาการเกิดโรคท่ีใบล่าง ใบ
เปล่ียนเป็นสีเหลือง ขอบใบไหม้ ท าให้รากมีสีด า ฝ่อ และเป่ือยยุ่ย โดยมีเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคในส่วน
ราก 93.78 เปอร์เซ็นต์ และส่วนเหนือดิน 77.78 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีการราด B. subtilis ไอโซเลท 
SM1 สามารถลดการเกิดโรครากขาวในส่วนเหนือดินและรากได้ 72.22 และ 65.22 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ ท าให้ต้นยางเจริญเติบโตได้ใกล้เคียงกับต้นท่ีไม่ใส่เช้ือรารากขาว โดยส่วนเหนือดินยังคง
ปกติ ใบส่วนใหญ่มีสีเขียว รากส่วนใหญ่ยังคงปกติ และมีปริมาณรากเพิ่มขึ้น ส่งผลให้การสะสมธาตุ
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อาหารในดินมีแนวโน้มเพิ่มขึ้น รวมท้ังความเข้มข้นของฟอสฟอรัสและโพแทสเซียมมีแนวโน้มสูงขึ้น
ด้วยเช่นกัน ซึ่งเห็นได้ว่า B. subtilis ไอโซเลท SM1 เป็นแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรค
รากขาวได้ดีท้ังในห้องปฏิบัติการและสภาพโรงเรือนทดลอง จึงควรมีการศึกษาพัฒนาต่อเป็นชีวภัณฑ์
เพื่อใช้ประโยชน์ในการควบคุมโรครากขาวของยางพาราและลดการใช้สารเคมี 
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ABSTRACT 

 
Soil born fungus, Rigidoporus microporus cause of white root rot disease is one 

of the important problems in rubber producing countries including Thailand. To 
decrease of fungicide use, therefore, it needs to prevent the disease by biological 
control. Bacillus species show broad-spectrum antimicrobial activity and have been 
widely used as agricultural biocontrol agents. This study aims to screen Bacillus spp. 
which were effective in inhibiting R. microporus. Selection of 44 isolates of antagonist 
bacteria, 3 isolates were able to inhibit R. microporus more than 51 percent viz B. 
subtilis isolate SM1, isolate LPDD3-2 and B. amyloliquefaciens isolate PT7. B. subtilis 
isolates SM1 are more effective against in inhibiting R. microporus than the antagonist 
bacteria. B. subtilis isolates SM1 can produce sterile and non-sterile of supernatant and 
volatile, antagonisitic substance and volatile compound of Isolate SM1 inhibited 
mycelial growth of R. microporus with the rate of 96.67, 63.33 and 50.00 percent 

respectively and soil amended and rubber limb inhibited mycelial growth of R. 
microporus with the rate of 28.57 percent of soil amended and 19.00 percent of rubber 
limb  compared with untreated controls 100 percent of soil amended and rubber limb. 
Mycelial deforminity of R. microporus was observed by microscopy and SEM confirmed 
the pored and wrinkle mycelia.  

R. microporus causes the rubber tree to show signs of disease on the lower 
leaves, yellow leaves, the edges of the burn and convert to black color then 
decomposed with percentage disease of root 9 3 . 7 8  percent and aerial stem 77.78 
percent. While using B. subtilis isolate SM1 can decrese the incidence of white root 
disease aerial stem and root 72.22 and 65.22, respectively. The rubber tree grows close 
to the one without white root fungus. The aerial stem remains normal green leaves, 
normal root and increased root volume. Soil nutrients tend to increase, phosphorus 
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and potassium concentrations tend to be higher as well. B. subtilis isolate SM1 was 
effective in controlling white root disease in laboratory and green house. Therefore, it 
should be in formulation for controlling white root disease of rubber tree and reduce 
the use of chemicals. 
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รายการภาพ 
 

ภาพที ่  หน้า 
1 
2 
3 
4 

การราดแบคทีเรียปฏิปักษ์ตามล าดับช้ันในดินผสมแบบท่ี 1 
การราดแบคทีเรียปฏิปักษ์ตามล าดับช้ันในดินผสมแบบท่ี 2 
การราดแบคทีเรียปฏิปักษ์ตามล าดับช้ันในดินผสมแบบท่ี 3 
ลักษณะของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีแบคทีเรียสามารถยับยั้งเช้ือรา
ได้ (A) 0-25 เปอร์เซ็นต์, (B) 26-50 เปอร์เซ็นต์, (C) 51-75 เปอร์เซ็นต์ 
และ (D) ชุดควบคุม ท่ีเวลา 7 วัน 

22 
22 
23 
29 

5 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียปฏิปักษ์ (A) ไอโซเลท SM1, (B) LPDD3-2 
และ (C) PT7 ท่ีเล้ียงบนอาหาร PDA 

29 

6 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเช้ือรา R. microporus โดยแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ไอโซเลท SM1, LPDD3-2 และ PT7 ท่ีเวลา 3, 5, 7, 9 และ 12 วัน 
ด้วยวิธี dual culture plate 

30 

7 ลักษณะของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีเล้ียงร่วมกับแบคทีเรียปฏิปักษ์
ไอโซเลท SM1, LPDD3-2 และ PT7 ท่ีเวลา 3, 5, 7, 9 และ 12 วัน ด้วยวิธี 
dual culture plate 

31 

8 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบร่วมกับ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ (A) ไอโซเลท SM1, (B) ไอโซเลท LPDD3-2, (C) ไอโซ
เลท PT7 และ (D) ชุดควบคุม ท่ีเวลา 7 วัน ด้วยวิธี dual culture plate 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดาท่ีก าลังขยาย 100 เท่า 

31 

9 ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมบริเวณยีน 16S rRNA ของแบคทีเรีย Basillus 
spp. 

32 

10 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเช้ือรา R. microporus โดยเซลล์และ
สารปฏิปักษ์ของ B. subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 และ B. 
amyloliquefaciens PT7 ท่ีเวลา 7 วัน ด้วยวิธี pour plate 

34 

11 ลักษณะเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีเล้ียงร่วมกับเซลล์ สารปฏิปักษ์ท่ีไม่
นึ่งและนึ่งของ B. subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 และ B. 
amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 ท่ีเวลา 7 วัน ด้วยวิธี pour plate 
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(13) 

 

 
 

ภาพที ่
12 

รายการภาพ (ต่อ) 
 

 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบกับ 
B. subtilis ไอโซเลท SM1 (A) เซลล์ (B) สารปฏิปักษ์ ท่ีไม่นึ่ง (C) สาร
ปฏิปักษ์ท่ีนึ่ง และ (D) ชุดควบคุม ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ชนิดแสง
ธรรมดาท่ีก าลังขยาย 100 เท่า 

 
 

หน้า 
35 

13 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบกับ 
(A) เซลล์ของ B. subtilis ไอโซเลท SM1 (B) ไอโซเลท LPDD3-2 (C) B. 
amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 และ (D) ชุดควบคุม ภาพจากกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดท่ีก าลังขยาย 1000 เท่า 

36 

14 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งของเซลล์และสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของ B. 
subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 และ B. amyloliquefaciens 
PT7 ในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus ด้วยวิธี agar well diffusion 

37 

15 ลักษณะเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีเล้ียงร่วมกับเซลล์ สารปฏิปักษ์ท่ีไม่
นึ่งและนึ่งของ B. subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 และ B. 
amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 ด้วยวิธี agar well diffusion 

37 

16 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบกับ 
B. subtilis ไอโซเลท SM1 (A) เซลล์ (B) สารปฏิปักษ์ ท่ีไม่นึ่ง (C) สาร
ปฏิปักษ์ท่ีนึ่งและ (D) ชุดควบคุม ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดา
ท่ีก าลังขยาย 100 เท่า 

38 

17 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งของสารระเหยจากเซลล์และสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและ
นึ่ ง ขอ ง  B. subtilis ไ อ โ ซ เลท  SM1 , ไ อ โ ซ เลท  LPDD3 -2  และ  B. 
amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 ในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus  

39 

18 ลักษณะของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีเล้ียงร่วมกับสารระเหยจาก
เซลล์ สารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของ B. subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท 
LPDD3-2 และ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 
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(14) 

 

รายการภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่
19 

 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบกับ 
B. subtilis ไอโซเลท SM1 (A) เซลล์ (B) สารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่ง (C) สาร
ปฏิปักษ์ท่ีนึ่ง และ (D) ชุดควบคุม ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ชนิดแสง
ธรรมดาท่ีก าลังขยาย 100 เท่า 

หน้า 
40 

20 การเจริญของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบโดยเซลล์ สาร
ปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของ B. subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 
และ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 ท่ีทดสอบบนช้ินส่วนพืช 

41 

21 ลักษณะการเจริญของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีเล้ียงร่วมกับเซลล์
และสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของ B. subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท 
LPDD3-2 และ B. amyloliquefaciens PT7 บนชิ้นส่วนพืช 

41 

22 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบกับ 
B. subtilis ไอโซเลท SM1 (A) เซลล์ (B) สารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่ง (C) สาร
ปฏิปักษ์ท่ีนึ่ง และ (D) ชุดควบคุม ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ชนิดแสง
ธรรมดาท่ีก าลังขยาย 100 เท่า 

42 

23 การเจริญของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบกับเซลล์ของ B. 
subtilis ไอโซเลท SM1 และ LPDD3-2 และ B. amyloliquefaciens ไอ
โซเลท PT7 ในดินผสมท่ีมีการราด 3 รูปแบบ 

43 

24 การเจริญของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบกับสารปฏิปักษ์ท่ีไม่
นึ่ ง ข อ ง  B. subtilis ไ อ โ ซ เ ล ท  SM1 แ ล ะ  LPDD3-2 แ ล ะ  B. 
amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 ในดินผสมท่ีมีการราด 3 รูปแบบ 

43 

25 การเจริญของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบกับสารปฏิปักษ์ท่ีนึ่ง
ข อ ง  B. subtilis ไ อ โ ซ เ ล ท  SM1 แ ล ะ  LPDD3-2 แ ล ะ  B. 
amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 ในดินผสมท่ีมีการราด 3 รูปแบบ 

44 

26 การเจริญของเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบกับเซลล์และสารปฏิปักษ์ท่ี
ไม่นึ่งและนึ่งของ B. subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 และ B. 
amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 ในดินผสมแบบต่างๆ 
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(15) 

 

รายการภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่
27 

 
ลักษณะต้นยางท่ีทดสอบโดยใส่เช้ือรา R. microporus ร่วมกับ B. subtilis 
(A) ไอโซเลท SM1 (B) ไอโซเลท LPDD3-2 (C) ใส่เช้ือรา R. microporus 
ร่วมกับสารเคมี (D) ใส่เช้ือรา R. microporus เพียงอย่างเดียว และ (E) ชุด
ควบคุม 

หน้า 
47 

28 ลักษณะของรากท่ีทดสอบโดยใส่เช้ือรา R. microporus ร่วมกับ B. subtilis 
(A) ไอโซเลท SM1 (B) ไอโซเลท LPDD3-2 (C) ใส่เช้ือรา R. microporus 
ร่วมกับสารเคมี (D) ใส่เช้ือรา R. microporus เพียงอย่างเดียว และ (E) ชุด
ควบคุม 

48 

29 
 
 
 

30 

ลักษณะรากของยางพาราท่ีทดสอบโดยใส่เช้ือรา R. microporus ร่วมกับ 
B. subtilis (A) ไอโซเลท SM1 (B) ไอโซเลท LPDD3-2 (C) ใส่เช้ือรา R. 
microporus ร่วมกับสารเคมี (D) ใส่เช้ือรา R. microporus เพียงอย่าง
เดียว และ (E) ชุดควบคุม 
ลักษณะเซลล์รากของยางพาราท่ีทดสอบโดยใส่เช้ือรา R. microporus 
ร่วมกับ B. subtilis (A) ไอโซเลท SM1 (B) ไอโซเลท LPDD3-2 (C) ใส่เช้ือ
รา R. microporus ร่วมกับสารเคมี (D) ใส่เช้ือรา R. microporus เพียง
อย่างเดียว และ (E) เซลล์รากยางปกติ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสง
ธรรมดาท่ีก าลังขยาย 100 เท่า  
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49 

 
 
 
 
 
 
 
 

 



(16) 

 

รายการตารางผนวก 
 

ตารางผนวกที่ หน้า 
1 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบกับ

แบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 และ PT7 ด้วยวิธี 
dual culture plate ท่ีเวลาต่างๆ 

76 

2 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเช้ือรา R. microporus โดยเซลล์และสาร
ปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของ B. subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 
และ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 ท่ีเวลา 7 วัน ด้วยวิธี pour 
plate 

76 

3 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งของเซลล์และสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึง่ของ B. subtilis 
ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 และ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท 
PT7 ด้วยวิธี agar well diffusion 

77 

4 ประสิทธิภาพของสารระเหยจากเซลล์และสารปฏิปักษ์ไม่นึ่งและนึ่งของ B. 
subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 และ B. amyloliquefaciens 
ไอโซเลท PT7 ในการยับยั้งเส้นใยเช้ือรา R. microporus 

77 

5 การเจริญของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบโดยเซลล์และสาร
ปฏิปักษ์ไม่นึ่งและนึ่งของ B. subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 
และ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 บนชิ้นส่วนพืช 

78 

6 การเจริญของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบโดยเซลล์และสาร
ปฏิปักษ์ไม่นึ่งและนึ่งของ B. subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 
และ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 ในดินผสมท่ีมีการใส่เช้ือ 3 
รูปแบบ 

79 
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บทท่ี 1 

บทน า 

1. บทน าต้นเรื่อง 
 

ยางพารา (Hevea brasilieansis Muell. Arg.) เป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคัญพืชหนึ่งท่ีมีการ
ส่งออกเป็นอันดับต้นๆ ของประเทศ สร้างรายได้จากการส่งออกในรูปของวัตถุดิบและผลิตภัณฑ์ เป็น
พืชท่ีปลูกและดูแลง่าย ให้ผลผลิตยาวนาน และมีความเส่ียงน้อยกว่าการปลูกพืชชนิดอื่น นับว่าเป็นพืช
ท่ีสร้างอาชีพให้กับประชาชนในการเล้ียงดูตนเองและครอบครัว ปัจจุบันมีการปลูกยางพาราเพิ่มมาก
ขึ้น โดยในปีพ.ศ. 2562 มีเนื้อท่ีให้ผลผลิต 20.46 ล้านไร่ ในขณะท่ีปีพ.ศ. 2563 มีเนื้อท่ีให้ผลผลิต
เพิ่มขึ้นเป็น 20.58 ล้านไร่ (ส านักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร, 2563) นอกจากนี้ยางพารายังเป็นพืชท่ีมี
ประโยชน์อีกมากมาย เช่น ผลิตเป็นยางรถยนต์และเฟอร์นิเจอร์ รวมไปจนถึงอุปกรณ์เครื่องใช้ใน
ครัวเรือนต่างๆ เป็นต้น แต่อย่างไรก็ตามเกษตรกรผู้ปลูกยางพาราโดยส่วนใหญ่มักประสบกับปัญหา
ต่างๆ มากมายโดยเฉพาะปัญหาโรคระบาด ซึ่งโรคระบาดท่ีพบและร้ายแรงมากท่ีสุด คือ โรครากขาว 
(white root disease) โรคนี้จะลุกลามและแพร่ระบาดได้เร็วมาก สร้างความเสียหายให้กับต้นยาง 
พบเข้าท าลายต้นยางต้ังแต่อายุ 1 ปีขึ้นไปหลังจากปลูก สามารถระบาดได้ตลอดท้ังปี (ภูวดล, 2549) 
ส่งผลท าให้ผลผลิตของน้ ายางและผลผลิตของไม้ยางลดน้อยลง หากพบการระบาดรุนแรงจะท าให้
ระบบรากเสียหายจนไม่สามารถดูดน้ าและแร่ธาตุอาหารไปเล้ียงส่วนต่างๆ ของต้นได้ เป็นผลท าให้ต้น
ยางยืนต้นตายในท่ีสุด (อุไร, 2548)   

โรครากขาวยางพารา เกิดจากเช้ือรา Rigidoporus microporus (Sw.) Overeem เป็นโรค
ท่ีระบาดได้ดีในช่วงฤดูฝน แพร่ระบาดโดยสปอร์ของเช้ือปลิวไปตามลมและลอยไปกับน้ า เช้ือราชนิดนี้
เป็นเช้ือราท่ีอาศัยอยู่ในดิน เข้าท าลายต้นยางโดยใช้เส้นใยแทงเข้าสู่รากพืช ท าให้รากไม่สามารถดูดน้ า
และธาตุอาหารไปเล้ียงส่วนต่างๆของต้นได้ ท าให้ใบยางเปล่ียนเป็นสีเหลือง และร่วงจนหมดต้น เมื่อ
สังเกตบริเวณรากจะเห็นเป็นเส้นใยสีขาวแผ่ปกคลุมไปท่ัวบริเวณผิวของราก เมื่อเส้นใยแก่จะนูนกลม
และมีสีเหลืองซีด เนื้อไม้ของรากท่ีเป็นโรคในระยะแรกจะแข็งกระด้างเป็นสีน้ าตาลซีด ในระยะรุนแรง
จะกลายเป็นสีครีม ถ้าอยู่ในท่ีช้ืนแฉะจะอ่อนนิ่ม การป้องกันก าจัดโรครากขาวสามารถท าได้หลายวิธี 
เช่น ปลูกยางในพื้นท่ีปลอดโรค ขุดคูล้อมรอบบริเวณต้นท่ีเป็นโรค เพื่อกั้นระหว่างต้นท่ีเป็นโรคและต้น
ท่ีไม่เป็นโรค ป้องกันการสัมผัสกันของราก (สุขุม และคณะ, 2550) และการใช้สารเคมีในการป้องกัน
ก าจัด ซึ่งวิธีการใช้สารเคมีเป็นวิธีที่เกษตรกรหาซื้อได้ง่าย มีวิธีการใช้ท่ีไม่ซับซ้อน ใช้แล้วได้ผลเร็ว จึง
ท าให้เกษตรกรส่วนใหญ่เลือกใช้สารเคมีในการป้องกันก าจัด ซึ่งวิธีการใช้สารเคมีถ้าหากเกษตรกร
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ใช้ได้ถูกต้องและถูกวิธีก็จะไม่เกิดอันตรายหรือเกิดผลเสียต่อตัวของเกษตรกรเองและส่ิงแวดล้อม แต่
ถ้าหากท่ีไม่ถูกวิธีหรือใช้มากเกินความจ าเป็นต่อเนื่องเป็นระยะเวลานาน จะก่อให้เกิดสารพิษตกค้าง 
ในดิน น้ า และอากาศ ท าให้เกิดมลภาวะต่อส่ิงแวดล้อม  

การใช้เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีเป็นวิธีการหนึ่งท่ีส าคัญท่ีสามารถ
น ามาควบคุมเช้ือสาเหตุโรคและการแพร่กระจายของโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะเช้ือ
แบคทีเรียในกลุ่มบาซิลลัส (Bacillus species) ซึ่งสามารถควบคุมโรคใบไหม้ของถั่วหรั่ง (Pengnoo 
et al., 2006) โรคกาบใบแห้งของข้าว (Kanjanamaneesathian et al., 1998; Pengnoo et al., 
2000; Chumthong et al., 2008; Wiwattanapatapee et al., 2013) และโรครากเน่าและใบจุด
ของผักสลัดไฮโดรโพนิกส์ (Rotniam et al., 2008) ได้ โดยแบคทีเรียบาซิลลัสมีกลไกในการยับยั้งเช้ือ
สาเหตุโรคหลายกลไก เช่น การแย่งอาหาร การสร้างสารปฏิปักษ์ การเป็นปรสิต เป็นต้น (จิระเดช, 
2546) อย่างไรก็ตามการควบคุมโรครากขาวโดยการคัดเลือกจุลินทรีย์ในดินท่ีสามารถควบคุมเช้ือรา 
และส่งเสริมการเจริญเติบโตของยางพารานั้น ถือได้ว่าเป็นอีกแนวทางเลือกหนึ่งท่ีน่าสนใจท่ีสามารถ
น ามาใช้ในการป้องกันและควบคุมการแพร่ระบาดของโรครากขาวแทนการใช้สารเคมีได้  

 
2. ตรวจเอกสาร 
 

2.1 ยางพารา 
ยางพาราเป็นพืชเศรษฐกิจพืชหนึ่งท่ีปลูกกันมากในแถบภาคใต้ ปัจจุบันมีการปลูกกัน

อย่างแพร่หลายในทุกภาคของประเทศ สร้างรายได้ให้กับประชาชน ยางพารามีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า 
Hevea Brasiliensis มีถิ่นก าเนิดอยู่ในทวีปอเมริกาใต้ ส าหรับการปลูกยางในประเทศไทยได้น ามา
ปลูกครั้งแรกโดยพระยารัษฎานุประดิษฐ์มหิศรภักดี (คอซิมบี้ ณ ระนอง) เจ้าเมืองตรัง ในปีพ.ศ. 2544 
(ภัทรา, 2551) 

 
2.1.1 ลักษณะทางพฤษศาสตร์ของยางพารา 

ราก (root) เป็นส่วนท่ีส าคัญในการหาอาหารของยางพารา โดยรากท่ีเริ่มงอก
ใหม่ๆ จะมีส่วนของ radicle งอกออกมาและเจริญเติบโตเป็นรากแก้ว (tap root) ซึ่งมีขนาดใหญ่และ
หยั่งลึกลงไปในดินเป็น primary root มีหน้าท่ีเกาะยึดกับพื้นดิน และจะมีรากแขนง (lateral root) 
แตกออกมารอบๆ รากแก้วเป็น secondary root มีหน้าท่ีดูดซึมธาตุอาหาร น้ า และเกลือแร่ไปเล้ียง
ส่วนต่างๆของต้น 

ล าต้น (stem) เป็นส่วนส าคัญท่ีสุดของต้นยาง เนื่องจากเป็นบริเวณท่ีเก็บเกี่ยว
ผลผลิตในรูปน้ ายางสด และใช้ประโยชน์จากไม้ยาง โดยล าต้นท่ีเจริญเติบโตจากต้นกล้า (seeding)  
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โดยตรง มีลักษณะเป็นรูปกรวย ส่วนโคนเหนือพื้นดินจะมีขนาดโตกว่าและค่อยๆ เรียวไปสู่ส่วนปลาย 
ส่วนล าต้นท่ีเกิดจากการติดตา (stump budding) จะมีลักษณะเป็นทรงกระบอก ส่วนโคนและส่วน
ปลายจะมีขนาดไม่แตกต่างกันมาก 

ใบ (leaf) ใบมีลักษณะเป็นใบประกอบ (compound leaf) สีเขียวเข้มเป็นมัน ซึ่ง
ประกอบด้วยใบย่อย 3 ใบ ตรึงอยู่บนก้านใบ ลักษณะและขนาดของใบจะแตกต่างกันไปตามพันธุ์ 

ดอก (flower) ดอกมีลักษณะเป็นช่อแบบ compound raceme แต่ละช่อมี
หลายกิ่ง มีท้ังดอกตัวผู้และดอกตัวเมียแยกกันอยู่คนละดอกบนช่อเดียวกัน ดอกตัวเมียมีขนาดโตกว่า
ดอกตัวผู้และต้ังอยู่ปลายสุดของช่อดอก ในช่อดอกหนึ่งๆ จะมีดอกตัวผู้มากกว่าดอกตัวเมีย (ภัทรา , 
2551) 

ผลยางและเมล็ด (fruit and seed) โดยส่วนใหญ่มีลักษณะเป็นพู 3 พู ผลอ่อนมี
สีเขียว เมื่อแก่จะแข็งและเปล่ียนเป็นสีน้ าตาล เมล็ดมีลักษณะเป็นสีน้ าตาลลายขาวคล้ายสีของเมล็ด
ละหุ่ง ยาวประมาณ 2-2.5 เซนติเมตร และกว้างประมาณ 1.5-2.5 เซนติเมตร (เอกชัย, 2547)  

     อย่างไรก็ตามการปลูกยางพาราให้ได้ผลดีนั้น เกษตรกรผู้ปลูกควรค านึงถึงพื้นท่ี
ปลูกและสภาพแวดล้อมท่ีมีอิทธิพลต่อการเจริญเติบโตของต้นและการให้ผลผลิต ซึ่งพื้นท่ีท่ีเหมาะต่อ
การปลูกยางพาราควรเป็นพื้นท่ีราบจนถึงพื้นท่ีสูงจากระดับน้ าทะเลไม่เกิน 200 เมตร มีความลาดเท
ของพื้นท่ีไม่เกิน 35 เปอร์เซ็นต์ เนื่องจากถ้าพื้นท่ีมีความลาดเทมากดินจะเก็บความช้ืนได้น้อยลงและมี
การชะล้างสูง อุณหภูมิท่ีเหมาะต่อการปลูกยางอยู่ท่ีประมาณ 25-28 องศาเซลเซียส ความช้ืนสัมพัทธ์
อยู่ระหว่าง 65-90 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับการเลือกมีความเหมาะสมต่อการปลูกยางพารานั้นนับว่าเป็น
เรื่องส าคัญ เนื่องจากดินเปรียบเสมือนท่ียึดเกาะของรากและเป็นแหล่งแร่ธาตุให้กับต้นยางพารา 
ลักษณะดินท่ีเหมาะต่อการปลูกควรมีหน้าดินลึกไม่น้อยกว่า 1 เมตร และไม่มีช้ันหินมาขัดขวางการ
เจริญของราก เนื้อดินควรเป็นดินร่วนหรือดินร่วนปนทราย และดินเหนียว ซึ่งดินควรมีอนุภาคขนาด
ดินเหนียวประมาณ 35 เปอร์เซ็นต์ เพื่อให้ดินสามารถเก็บความช้ืนและดูดซับธาตุอาหารได้ดี และมี
อนุภาคขนาดดินทรายประมาณ 30 เปอร์เซ็นต์ เพื่อให้ดินมีการระบายอากาศท่ีดี ยางพาราเป็นพืชท่ี
ไม่ชอบดินท่ีมีน้ าท่วมขัง แต่จะชอบดินท่ีมีการระบายน้ าดี มีอินทรียวัตถุสูง และมีค่า pH อยู่ระหว่าง 
4.0-5.5 (ภูวดล, 2549) 
 

2.2 โรครากขาวของยางพารา 
2.2.1 เชื้อสาเหตุโรครากขาวยางพารา  

โ รครากขาว เป็น โรค ท่ี เกิดจากเ ช้ือรา  Rigidoporus microporus (SW.) 
Overeem เป็นเช้ือราจ าพวกเห็ด (Basidiomycetes) พบครั้งแรกในสิงคโปร์ ปี พ.ศ. 2447 โดยริด
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เล่ย์ (H.N. Ridle) ต่อมาได้พบในซีลอน ปี 2449 เช้ือราชนิดนี้สร้างความเสียหายให้แก่ต้นยางมาก
ท่ีสุด ป้องกันก าจัดได้ยาก สามารถเกาะกินและท าลายได้ท้ังไม้แห้งและไม้สด ส่ิงท่ีสามารถสังเกตได้ว่า 
เป็นเช้ือราชนิดนี้ คือ เส้นใยแตกสาขาเป็นร่างแหและจับตัวกันแน่น เส้นใยเช้ือรา หรือ rhizomorphs 
ติดต่อกันยาวและอาจยาวถึง 1.50 เมตร มีลักษณะสีขาว ส่วนปลายแบน แต่ถ้าเป็นเช้ือราท่ีเกิดกับโรค
รากชนิดอื่น เช่น โรครากแดงและโรครากสีน้ าตาล มักจะมีเส้นใยเช้ือรายาวเพียงไม่กี่เซนติเมตร (รัตน์, 
2553) 
 

2.2.2 ลักษณะทางสันฐานวิทยาของเชื้อรา Rigidoporus microporus 
เช้ือรา R. microporus จัดเป็นพวกราช้ันสูง ซึ่งจากการศึกษาลักษณะทาง

สรีรวิทยาของอารมณ์ (2541) พบว่า ลักษณะเส้นใยของเช้ือรา R. microporus เป็นเส้นใยท่ีมีผนังกั้น
แบบ simple septate ไม่มี clamp connection เส้นใยสีขาวแตกแขนงจับตัวกัน ขนาดกว้าง 1.5-6 
ไมโครเมตร สร้างสปอร์แบบ basidospore ลักษณะกลม สีใส-ส้มอ่อน เด่ียวๆ ผิวเรียบ มีขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 2.5-3 ไมโครเมตร ดอกเห็ด (fruiting body) มีลักษณะแบนและกว้าง สามารถกว้าง
ได้ถึง 20 เซนติเมตร ลักษณะบางและซ้อนกันเป็นช้ันๆ รวมเป็นกลุ่ม บริเวณผิวด้านบนของดอกเห็ด 
เป็นรอยย่น นุ่มคล้ายกัมมะหยี่ เริ่มแรกผิวด้านบนมีสีส้มปนแดงปนน้ าตาล มีรอยย่น เมื่ออายุมากขึ้น
ผิวจะเรียบ เห่ียว และสีจะจางลง ส่วนด้านล่าง (ใต้ดอกเห็ด) มีสีส้มสด เมื่ออายุมากขึ้นสีจะจางลง มีรู
พรุนขนาดเล็กประมาณ 6-9 รูต่อมิลลิเมตร เมื่อผ่าด้านขวางของดอกเห็ดมีสีซีด เส้นใยเป็นแบบ 
monomitic ลักษณะบาง สีใส มีเส้นกั้นของเส้นใย (septa) ไม่มี clamps connection สปอร์มี
ลักษณะรูปร่างกึ่งกลมจนถึงกลม (sub-globose to globose) ผิวเรียบ มีขนาด 3.5-4.5 x 3.5-4 
ไมโครเมตร (Hood, 2006) 

ลักษณะของเช้ือรา R. microporus เมื่อเล้ียงภายในห้องปฏิบัติการ พบว่า 
สามารถเจริญได้ดีท่ีสุดในอาหารเล้ียงเช้ือ potato dextrose broth ท่ีผสมน้ าสกัดฟางข้าว แหล่ง
คาร์บอนท่ีเช้ือราสามารถน าไปใช้ในการเจริญได้ดีคือ ฟรุคโตส มอลโตส กลูโคส เซลลูโลส และแป้ง 
ส่วนแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเส้นใย พบว่า เช้ือราสามารถใช้แอมโมเนียมคลอไรด์
เป็นแหล่งไนโตรเจนได้ดีท่ีสุด รองลงมาคือ แอสพาราจีน เปปโตน และแอมโมเนียมซัลเฟต เส้นใย
สามารถเจริญได้ดีท่ีระดับอุณหภูมิ 20-30 องศาเซลเซียส โดยเจริญได้ดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ไม่สามารถเจริญได้ท่ีอุณหภูมิ 15 และ 40 องศาเซลเซียส และยังพบว่าเส้นใยสามารถเจริญ
ได้ท่ีระดับ pH 4-10 โดยเจริญได้ดีท่ีสุดท่ีระดับ pH 6-7 (อารมณ์, 2552) ส าหรับลักษณะของเช้ือราท่ี
เล้ียงบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) และบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง (27-30 องศาเซลเซียส) 
พบว่า เส้นใยเช้ือรามีการเจริญในลักษณะท่ีแผ่เป็นวงกลม สีขาวและแบน เส้นใยใช้ระยะเวลา 6 วัน 
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ในการเจริญเต็มจานเล้ียงเช้ือ โดยมีอัตราการเจริญเติบโต 1.3 เซนติเมตรต่อวัน เส้นใยไม่มีสี มีผนังกั้น 
และไม่มี clamp connection มีความกว้าง 2.8-7.2 ไมโครเมตร (Kaewchai et al., 2010) 

 
2.2.3 อาการของโรค 

เช้ือรา R. microporus เป็นเช้ือราท่ีเข้าท าลายระบบรากของพืช โดยการเกาะติด
แน่นและปกคลุมบริเวณรากของยางพารา ซึ่งระยะนี้อาการของต้นยางส่วนท่ีอยู่เหนือดินยังเห็นไม่
ชัดเจน ต่อมากลุ่มเส้นใยของเช้ือรากขาวจะเจริญลุกลามไปยังบริเวณโคนต้น ท าให้รากและโคนต้น
เกิดอาการเน่า และต้นยางแสดงอาการท่ีพุ่มใบ คือ พุ่มใบมีสีเหลืองบางส่วนหรือใบเหลืองท้ังต้น หาก
พบระบาดรุนแรงก็จะท าให้ต้นยางหรือพืชชนิดอื่นยืนต้นตาย เมื่อขุดรากขึ้นมาดูจะเห็นใยรา 
(rhizomorphs) สีขาวเกาะแน่นเช่ือมโยงเป็นตาข่ายอยู่รอบรากและอาจเห็นราเป็นสีเหลืองหรือ
ออกเป็นสีแดง แม้ว่าดินรอบรากจะเปียกแต่สีของเช้ือราก็จะยังคงเห็นไม่เปล่ียนแปลง (รัตน์ , 2553) 
หากระบาดในช่วงท่ีมีฝนตกจะมีดอกเห็ดเกิดขึ้นตรงบริเวณโคนต้นยางหรือส่วนรากท่ีโผล่พ้นผิวดิน 
ดอกเห็ดมีลักษณะเป็นแผ่นครึ่งวงกลมแผ่นเดียวหรือซ้อนกันเป็นช้ันๆ ผิวด้านบนเป็นสีเหลืองส้ม โดย
มีสีเข้มอ่อนเรียงสลับกันเป็นวง ผิวด้านล่างเป็นสีส้มแดงหรือสีน้ าตาล ขอบดอกเห็ดเป็นสีขาว (สมควร, 
2542) เมื่อดอกเห็ดแก่จะมีลักษณะแข็งกระด้างสีน้ าตาลเหลืองหรือสีน้ าตาลแดงสลับกัน และขนาดไม่
แน่นอนขึ้นอยู่กับความช้ืนและสภาพแวดล้อมอื่นๆ (เอกชัย, 2547) ถ้าหากเช้ือราเจริญลุกลามในต้น
ยางเล็กจะท าให้ใบเหี่ยวเฉา ขอบใบม้วนงอลง และร่วงลงมาก่อนท่ีจะยืนต้นตายภายใน 6 สัปดาห์ 
และยังส่งผลท าให้เปลือกบริเวณโคนล าต้นยางมีลักษณะแห้งและแตกออกมาด้วย เช้ือราดังกล่าวมิได้
เกาะกินและท าลายเฉพาะต้นยางเท่านั้น แต่ยังสามารถท าลายต้นชา กาแฟ โกโก้ มะพร้าว ปาล์ม มัน
ส าปะหลัง ยาสูบ สับปะรด และต้นไม้อื่นบางชนิดอีกด้วย (สุขุม และคณะ, 2550) 
 

2.2.4 กลไกการเข้าท าลาย 
Nicole และ Benhamou (1991) รายงานว่า ต้นยางพาราท่ีมีอายุน้อยสามารถ

เกิดการติดเช้ือสาเหตุโรคได้ง่ายกว่าต้นยางอายุมาก ซึ่งกลไกการเข้าท าลายของเช้ือ รา R. 
microporus สามารถสรุปได้เป็น 3 ขั้นตอน ดังนี้ 

1. ไรโซมอฟของเช้ือราเจริญอยู่บนผิวรากภายนอก (ectotrophic growth 
habit) 

2. เช้ือราจะเข้าท าลายเซลล์รากพืชเมื่อไม่มีอาหารจากภายนอก โดยไรโซมอฟ
เปล่ียนแปลงรูปร่างเป็นเส้นใยท่ีมีผนังเซลล์บางขึ้นเพื่อท่ีจะเข้าสู่เนื้อเยื่อพืช ( infectious hyphae) 
และมีการเปล่ียนแปลงลักษณะทางพันธุกรรมเพื่อปลดปล่อย extracellular enzymes เข้าย่อยสลาย
เนื้อไม้ เส้นใยของเช้ือราชนิดนี้เข้าสู่รากพืชทางช่องเปิดทางธรรมชาติ เช่น เลนติเซล ( lenticel) ทาง
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บาดแผล หรือโดยการสร้างเอนไซม์เพื่อย่อยเซลล์ผิวรากของพืช ซึ่งกระบวนการนี้เป็นกระบวนท่ี
เกิดขึ้นในสภาพท่ีดินขาดออกซิเจน (Nandris et al., 1987) 

3. เส้นใยเจริญอยู่ภายในเซลล์พืช มีการย่อยผนังเซลล์ของระบบท่อน้ า ท่ออาหาร 
และแพร่กระจายสู่เซลล์อื่นโดยการแทงผ่านทางช่องว่างและท่อต่าง ๆ ของเซลล์ สามารถพบเส้นใย
เช้ือราได้ท้ังในเซลล์ ระหว่างเซลล์ และผนังเซลล์ และพบว่าการท่ีเช้ือเจริญอยู่ภายในท่ออาหาร ท าให้
น้ ายางตกตะกอนจับเป็นก้อนส่งผลให้ปริมาณน้ ายางในต้นยางลดลงด้วย 

นอกจากนี้จากการตรวจสอบเนื้อไม้ท่ีเป็นโรค พบว่า โครงสร้างของเซลล์ถูก
ท าลาย ในส่วนของ middle lamella และผนังเซลล์ถูกย่อยสลาย ซึ่งเกิดจากการท่ีเอนไซม์สามารถ
ย่อยสลายโครงสร้างของพืชได้ สามารถตรวจพบได้ในเนื้อเยื่อท่ีถูกท าลาย เนื้อเยื่อของพืชท่ีเป็นโรค 
และพบการท างานของเอนไซม์แลคเคส (laccase) ในปริมาณมากเป็นเอนไซม์หลัก ในขณะท่ีเช้ือรา
ท าลายเนื้อไม้ชนิดอื่น เช่น Phellinus noxius จะสร้าง glycosidase และ polysaccharidases เป็น
หลัก (Geiger et al., 1986) 
 

2.2.5 สภาพแวดล้อมและการแพร่ระบาด 
เช้ือรา R. microporus สามารถเจริญได้ดีท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ

ระดับ pH 6-7 แต่ในสภาพท่ีอุณหภูมิต่ ากว่า 20 องศาเซลเซียส หรือสูงกว่า 30 องศาเซลเซียส และ
ระดับ pH 3 เช้ือรารากขาวไม่สามารถเจริญได้ (อารมณ์, 2541) เช้ือราเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว
ในช่วงฤดูฝน ซึ่งเป็นช่วงท่ีมีความช้ืนสูง สามารถแพร่กระจายได้ 2 ทาง คือโดยการสัมผัสกันระหว่าง
รากท่ีเป็นโรคกับรากจากต้นปกติ ท าให้เช้ือเจริญลุกลามต่อไป และโดยสปอร์ของเช้ือราปลิวไปตามลม 
ติดไปกับขาแมลง หรือลอยไปตามน้ า แล้วไปตกบนบาดแผลของตอยางใหม่ เมื่อมีความช้ืนเพียงพอ 
จะเจริญลุกลามไปยังระบบราก กลายเป็นแหล่งเช้ือโรคแหล่งใหม่ต่อไป (สุขุม และคณะ, 2550) 
 

2.2.6 สมบัติทางเคมีของดินต่อการเจริญของเชื้อ R. microporus 
R. microporus เป็นเช้ือราสาเหตุของโรครากขาว ท่ีสร้างความเสียหายให้กับต้น

ยางและพืชปลูกอีกหลายชนิด ต้นท่ีแสดงอาการท่ีราก ใบ และกิ่ง ไม่สามารถท าการรักษาได้ 
(คณาจารย์ภาควิชาพืชไร่นา, 2542) การปรับปรุงดินทางเคมี สามารถควบคุมการเจริญของเช้ือรา R. 
microporus ชนิดนี้ได้ ซึ่ง pH ของดิน เป็นปัจจัยหนึ่งท่ีมีความส าคัญต่อการเจริญเติบโตของพืช และ
เป็นปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญของเช้ือรารากขาว โดยในดินท่ีมีสภาพเป็นด่าง เช้ือราสามารถเจริญได้ดี 
ส่วนในสภาพดินท่ีเป็นกรดจะส่งผลท าให้การเจริญของเช้ือราลดน้อยลง การใส่ปุ๋ยลงไปในดิน เป็น
สาเหตุหนึ่งท่ีมีผลท าให้การเจริญของเช้ือลดลง เนื่องจากปุ๋ยบางชนิดเมื่อใส่ลงไปจะปรับสภาพท าให้
ดินเป็นกรด ซึ่งไม่เหมาะต่อการเจริญของเช้ือ นอกจากท าให้ดินเป็นกรดแล้วยังช่วยเพิ่มธาตุอาหาร
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ให้แก่พืช ท าให้พืชแข็งแรง ต้านทานต่อโรคได้ดียิ่งขึ้น อีกท้ังยังเป็นการส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์
บางชนิด ท าให้มีปริมาณเพิ่มมากขึ้น จึงท าให้การเจริญของเช้ือรากขาวลดน้อยลง Rodesuchit และ
คณะ (2012) รายงานว่า ในดินท่ีมีการใส่ปุ๋ยแอมโมเนียมซัลเฟต, ยูเรีย และผงก ามะถัน (80%) 
สามารถยับยั้งการเกิดโรครากขาวได้ 88-100 เปอร์เซ็นต์ และมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ยกเว้นการใส่ปุ๋ยก ามะถันท่ีระดับความเข้มข้น 200 กรัมต่อหลุม
ปลูก สอดคล้องกับงานทดลองของ อารมณ์ และสมคิด (2559) ได้ศึกษาประสิทธิภาพและวิธีการใช้แม่
ปุ๋ยไนโตรเจนบางชนิดและก ามะถันต่อการป้องกันการติดเช้ือราโรครากขาวของยางพาราในแปลงปลูก
ใหม่ มี 8 กรรมวิธี โดยกรรมวิธีท่ี 1-7 เตรียมแปลงปลูกโดยตัดโค่นต้นยางและปล่อยตอไว้ในแปลงยาง 
ส่วนกรรมวิธีท่ี 8 เตรียมแปลงปลูกโดยตัดโค่นต้นยาง ขุดตอเดิมออก ไถพลิกหน้าดิน และเก็บเศษราก
ยางออกจากแปลง จากการทดลองพบว่า กรรมวิธีในชุดควบคุม 2 (ผสมหินฟอสเฟต และปุ๋ยตาม
อัตราค าแนะน า) มีเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือน้อยกว่ากรรมวิธีในชุดควบคุม 1 (ผสมหินฟอสเฟต และปุ๋ย
ตามอัตราค าแนะน า) และเมื่อเปรียบเทียบกรรมวิธีท่ีไม่ขุดตอออก (กรรมวิธีท่ี 1-7) พบว่า ทุกกรรมวิธี
ท่ีใส่ปุ๋ยในช่วง 1-2 ปีแรก ต้นยางมีเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือไม่แตกต่างกัน เมื่อเวลาผ่านไป 3 ปี กรรมวิธี
ท่ีใส่ปุ๋ยยูเรียในอัตรา 100 กรัมต่อต้น และกรรมวิธีท่ีใส่ปุ๋ยก ามะถันท้ัง 2 อัตรา มีเปอร์เซ็นต์การติด
เช้ือไม่แตกต่างกันทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 1 ส่วนกรรมวิธีที่ใส่ปุ๋ยแอมโมเนียมซัลเฟต 
ท้ัง 2 อัตรา และการใส่ปุ๋ยยูเรีย 200 กรัมต่อต้น พบว่า มีเปอร์เซ็นต์การติดเช้ือแตกต่างอย่างมีนัยทาง
สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม นอกจากการใส่ปุ๋ยท่ีสามารถลดการเจริญของเช้ือราชนิดนี้แล้ว 
Prasetyo และคณะ (2009) ได้ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างอัตราการเกิดโรครากขาวและลักษณะของ
ดิน โดยการเก็บดินในพื้นท่ีท่ีเป็นโรคมา 7 จุด จากประเทศอินโดนีเซีย แล้วน ามาวิเคราะห์หาปริมาณ
การแลกเปล่ียนแคตไอออน ปริมาณของแคลเซียมท่ีแลกเปล่ียนได้ สารสกัดดินอิ่มตัว และ pH ของดิน 
ซึ่งจากการศึกษาพบว่า เมื่อปริมาณแคตไอออนท้ังหมด และปริมาณของแคลเซียมท่ีแลกเปล่ียนได้ใน
ดินท่ีสูงขึ้น โอกาสท่ีจะเกิดโรครากขาวก็จะสูงขึ้นด้วย เช่นเดียวกับค่าสารสกัดดินอิ่มตัว พบว่า จะมี
ความสัมพันธ์เชิงบวกกับการเกิดโรครากขาว คือ เมื่อสารสกัดดินอิ่มตัวสูงขึ้น การเกิดโรคก็จะสูงขึ้น
ด้วย เนื่องจากท าให้ดินมีสภาพเป็นกลาง ซึ่งเหมาะต่อการท ากิจกรรมของเช้ือ R. microporus ใน
ส่วนของค่าความเป็น pH ของดิน พบว่า มีความสัมพันธ์เชิงลบกับการเกิดโรครากขาว คือ ในดินท่ีมี
ค่า pH อยู่ในช่วง 4.0-4.03 เปอร์เซ็นต์ การเกิดโรคมีค่าเท่ากับ 12-14 เปอร์เซ็นต์ ท าให้การเกิดโรค
ลดลง 

 
2.2.7 การควบคุมโรครากขาวโดยชีววิธี 

การควบคุมโรครากขาวโดยชีววิธีเป็นวิธีการใช้เช้ือราปฏิปักษ์ในการควบคุม ซึ่งมี
มากมายหลายชนิดโดย Jayasuriya และ Thennakoon (2007) รายงานว่า ได้ศึกษาประสิทธิภาพ
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ของเช้ือรา Trichoderma harzianum ในการผลิตสปอร์และควบคุมการเจริญของเช้ือรา R. 
microporus จากพื้นท่ีต่างๆ ของประเทศศรีลังกา ซึ่งจากการทดลองพบว่า เช้ือรา T. harzianum 
ทุกไอโซเลทสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือรากขาวได้ โดยเช้ือ T. harzianum ในแต่ละพื้นท่ีแต่ละ
ไอโซเลทมีประสิทธิภาพในการยับยั้งท่ีแตกต่างกัน สอดคล้องกับงานทดลองของ นพวรรณ และนริสา 
(2558) ได้ท าการคัดเลือกเช้ือ Trichoderma spp. เพื่อควบคุมเช้ือรา R. microporus โดยเก็บ
ตัวอย่างดิน 50 ตัวอย่าง มาแยกเช้ือให้บริสุทธิ์ และน ามาทดสอบการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา R. 
microporus พบว่า เช้ือรา Trichoderma spp. SK31 มีประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของเช้ือ
ราได้ดี มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูงสุดเท่ากับ 92.96 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ Trichoderma spp. TR7 
มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 92.59 เปอร์เซ็นต์ ส่วน Prasetyo และ Nur Aeny (2013) ได้ศึกษา
เกี่ยวกับการควบคุมโรครากขาวของยางพาราในสวนยางขนาดเล็ก โดยใช้สารสกัดจากพืช สารชีวภาพ 
และสารเคมีในการป้องกันก าจัด ซึ่งจากการศึกษาพบว่า เช้ือรา Trichoderma spp. สามารถลดการ
เกิดโรครากขาวได้ 3.3 เปอร์เซ็นต์ และไม่มีความแตกต่างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับการใช้สารสกัด
จากต้นมันสาคู การใช้ก ามะถัน สารสกัดจากข่า สารสกัดจากต้นล้ินมังกร และอินทรียวัตถุ ท่ีมี
เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 1, 2.7, 4.7, 8.0 และ 10 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ นอกจากนี้ ปวีณา และคณะ 
(2555) ได้ท าการคัดแยกเช้ือ Streptomyces spp. ท่ีมีศักยภาพในการเป็นจุลินทรีย์ปฏิปักษ์โดยวิธี 
soil dilution plate และทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเช้ือรา R. microporus จากเช้ือ actinomycete จ านวน 
258 ไอโซเลท พบว่า เช้ือ S. griseus subsp. formicus strain: NBRC 14886 สามารถยับยั้งเช้ือรา
ทดสอบได้ดีท่ีสุดโดยวิธี dual culture assay 

 
 

2.3 เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. 
2.3.1 ลักษณะของเชื้อแบคทีเรีย  

Bacillus spp. เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถพบได้ท่ัวไปในธรรมชาติไม่ก่ออันตรายต่อ
คน สัตว์ และพืช (Boer and Diderichsen, 1991) เป็นแบคทีเรียอยู่ในวงศ์ Bacillaceae รูปร่าง
เซลล์เป็นแบบแท่งตรง (rod shaped) มีขนาด 0.3-2.2 x 1.2-7.0 ไมโครเมตร เป็นแบคทีเรียท่ีติดสี
แกรมบวก (gram - prositive) มีการสร้างสปอร์ภายในเซลล์ จ านวน 1 อันต่อ 1 เซลล์ ส่วนใหญ่
เคล่ือนท่ีโดยแฟลกเจลลาแบบรอบตัว (ดวงพร, 2537) สามารถพบได้โดยท่ัวไปตามธรรมชาติท้ังในดิน 
น้ า อากาศ และส่วนต่างๆ ของพืช ใช้เวลาในการเจริญเติบโตประมาณ 24-48 ช่ัวโมง เจริญได้ดีใน
อุณหภูมิปกติ ค่าความเป็นกรดด่าง เป็นกลาง ด ารงชีวิตแบบใช้และไม่ใช้ออกซิเจน เมื่อน ามาเล้ียงใน
อาหารแข็ง โคโลนีของเช้ือมีลักษณะรูปร่างกลม ผิวด้านหน้าทึบแสง มีสีครีมถึงสีน้ าตาล เมื่อน ามา
เล้ียงในอาหารเหลวจะท าให้อาหารมีสีคล้ าขึ้น มีการสร้างเอนโดสปอร์เมื่อมีอายุมากขึ้น ซึ่งมีรูปร่างท่ี
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แตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดของเช้ือ เอนโดสปอร์มีประโยชน์ คือ ส่งผลท าให้เช้ือแบคทีเรีย Bacillus 
spp. สามารถด ารงชีวิตอยู่ได้นานในหลายสภาวะ (Blakeman and Fokkeman, 1982) เช่น ทนต่อ
ความแห้งแล้ง ความร้อน รังสียูวี และตัวท าละลายอินทรีย์ เป็นต้น (Obagwu and Korsten, 2003)  

 
2.3.2 คุณสมบัติของแบคทีเรียปฏิปักษ์ 

แบคทีเรีย Bacillus spp. เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญในสภาพแวดล้อมท่ี
แปรปรวนได้เนื่องจากสามารถสร้างเอนโดสปอร์ท่ีทนต่อสภาพแวดล้อมต่างๆ ท าให้สามารถด ารงชีวิต
อยู่ได้นาน มีการผลิตเอนไซม์หลายชนิด จากงานทดลองของ Manjula และคณะ (2004) รายงานว่า 
แบคทีเรีย B. subtilis AF1 สามารถสร้างสาร chitinases ในการควบคุมเช้ือรา Puccinia arachidis 
สาเหตุของโรคราสนิมของถั่วลิสงได้ ส่วน Change และคณะ (2003) รายงานว่า แบคทีเรีย B.cereus 
สามารถผลิตเอนไซม์ไคติเนส (chitinases) ท่ีมีน้ าหนักโมเลกุล 48 kDa ซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญ
ของเช้ือรา Fusarium oxysporum และ Pythium ultimum ได้ นอกจากนี้ Leelasuphakul และ
คณะ (2006) ได้ศึกษาการสร้างเอนไซม์ β-1,3- glucanase ท่ีผลิตขึ้นจากแบคทีเรีย Bacillus 

subtilis สายพันธุ์ NSRS 89-24 พบว่า เอนไซม์ β-1,3- glucanase ด าเนินกิจกรรมได้ดีในช่วง pH 
6.5-9.5 อีกท้ังยังสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือรา Rhizoctonia solania และ Pyricularia grisea 
ได้ดี นอกจากการผลิตเอนไซม์แล้ว เช้ือแบคทีเรียยังสามารถผลิตสารปฏิชีวนะท่ีสามารถน ามาใช้ใน
การควบคุมเช้ือราโรคพืชได้หลายชนิดเช่นเดียวกัน จากงานทดลองของ Shoda (2000) รายงานว่า 
เช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สามารถผลิตสารปฏิชีวนะได้หลายชนิด เช่น  bacillomycin, iturin, 
mycosubtilin, bacilysin, fengymycin และ mycobacillin ขึ้นอยู่กับอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับ
เช้ือแบคทีเรีย ในขณะท่ีเช้ือ B. subtilis สายพันธุ์ FR-2 สามารถผลิตสารปฏิชีวนะ Iturin A ท่ีมีฤทธิ์
ต่อต้านโรคพืชท่ีเกิดจากเช้ือราในแตงกวา โรคใบไหม้ และโรคกาบใบแห้งของข้าวได้ (Pusey, 1989) 
นอกจากนี้เช้ือแบคทีเรียยังสามารถผลิตสารระเหยออกมาได้อีกด้วย จากงานทดลองของสุชล (2539) 
ได้ศึกษาผลของสารระเหยท่ีสร้างจากเช้ือ B. subtilis สายพันธุ์ NSRS 89-24 ต่อการเจริญของเช้ือรา 
Py. Grisea, Rhynchosporium oryzae และ R. solani พบว่า สารระเหยท่ีสร้างขึ้นจากแบคทีเรีย
สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือรา โดยการขัดขวางขั้นตอนบางอย่างของกระบวนการเมทาบอลิซึม
ภายในเซลล์ของเช้ือรา ท าให้เซลล์หยุดการเจริญเติบโต ด้วยเหตุนี้จึงท าให้เช้ื อ B. subtilis เป็นท่ี
ยอมรับและได้รับความสนใจในการน ามาใช้เพื่อควบคุมเช้ือสาเหตุโรคต่างๆ ในพืชได้ 
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2.4 การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี 
2.4.1 กลไกการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์  

เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์จะมีกลไกในการควบคุมเช้ือสาเหตุโรคได้ 4 ลักษณะ คือ  
       1. การแข่งขัน (competition) โดยเช้ือแบคทีเรียมีความสามารถในการแข่งขัน
กับเช้ือสาเหตุโรคพืชในด้านต่างๆ ได้ เช่น การใช้ธาตุอาหาร อากาศ และการครอบครองพื้นท่ีได้ดีกว่า
เช้ือโรค ท าให้เช้ือโรคพืชไม่สามารถเจริญเติบโต หรืออาศัยอยู่ในบริเวณท่ีมีเช้ือแบคทีเรียได้ เช่น เช้ือ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ B. cereus UW85 มีความสามารถในการดึงเอาธาตุแคลเซียมจากดินมาใช้ในการ
สร้างสปอร์ของเซลล์ได้ อีกท้ังยังสามารถปลดปล่อยแอมโมเนียออกมาท าให้ดินมีสภาพเป็นด่าง ส่งผล
ท าให้เช้ือ Phytophthora spp. ไม่สามารถสร้าง zoospore ได้ (Gilbert et al., 1990) 

2. การท าลายชีวิต (Antibiosis) เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์มีคุณสมบัติในการท าลาย
ชีวิตเช้ือโดยสามารถผลิตสารท่ีมีคุณสมบัติในการยับยั้งหรือท าลายเช้ือโรคได้ เช่น สารพิษ ( toxin) 
หรือ สารปฏิชีวนะ (antibiotic) ซึ่งจากการรายงานของ Eldoksch และคณะ (2001) พบว่า เช้ือ
แบคทีเรีย B. subtilis สามารถลดความรุนแรงของโรคราสนิมในข้าวสาลีได้ถึง 57.14 เปอร์เซ็นต์ 
เ นื่ อ ง จ า ก มี ก า ร ส ร้ า ง ส า ร ป ฏิ ชี ว นะ  เ ช่ น  subtilin, bacillin, bacillomycin, subtenolin, 
mycosubtilin, toximycin, bacitracin, xanthobacidin, iturin, subtilosin แ ล ะ  subsporin 
complex ออกมาท าให้สามารถลดความรุนแรงของโรคราสนิมได้ นอกจากนี้ Sariah (1994) ได้ศึกษา
การใช้เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus sp. ในการควบคุมเช้ือรา Colletotricum capsici และ 
Colletotricum gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนสในพริก พบว่า เช้ือแบคทีเรีย Bacillus 
sp. สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยและการงอกของสปอร์ได้ อีกท้ังยังท าให้เส้นใยมีรูปร่างท่ี
ผิดปกติไปคือ เส้นใยหนาขึ้นและมีช่องว่างเกิดขึ้นซึ่งเกิดจากการท่ีเช้ือแบคทีเรียผลิตสารปฏิชีวนะ
ออกมา  

3. กลไกในการเป็นปรสิต (parasitism) เช้ือแบคทีเรียจะมีคุณสมบัติในการเป็น
ปรสิตโดยเช้ือจะเข้าไปเจริญอาศัยโดยท าลายส่ิงมีชีวิตอื่น Aktuganov และคณะ (2007) รายงานว่า 
เช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp. สายพันธุ์ 739 เมื่อน ามาเล้ียงในอาหารท่ีมีไคตินผสมอยู่สามารถผลิต

เอนไซม์ β-1,3- glucanase และเอนไซม์ protease ได้ โดยเอนไซม์จะมีบทบาทในการย่อยผนังเซลล์
ของเช้ือรา Bipolaris sorokiniana เป็นต้น  

4. กลไกในการชักน าให้เกิดความต้านทานโรค (induced disease resistance) 
เป็นกลไกท่ีได้รับความสนใจ เนื่องจากเช้ือจุลินทรีย์ ได้แก่ เช้ือรา หรือแบคทีเรีย โดยเฉพาะพวกท่ีเคย
เป็นเช้ือโรค เมื่อน ามาท าให้เสียความสามารถในการท าให้เกิดโรคไปแล้ว สามารถจะชักน าหรือกระตุ้น
ให้พืชสร้างความต้านทานต่อการท าลายของเช้ือโรคได้ (จิระเดช, 2546)  
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2.4.2 การควบคุมโรคพืชโดยวิธีการใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์ 
วิธีการใช้เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์เพื่อควบคุมโรคพืชมีอยู่หลายวิธีคือ การคลุกเมล็ด 

ซึ่งเป็นวิธีท่ีช่วยให้เช้ือแบคทีเรียได้มีโอกาสอยู่ใกล้ หรือสัมผัสกับส่วนของพืชท่ีจะถูกเข้าท าลายโดยเช้ือ
โรคมากท่ีสุด นับว่าเป็นผลดีต่อการป้องกันการเข้าท าลายของเช้ือโรคในระยะท่ีเมล็ดพืชเริ่มงอก หรือ
เจริญเป็นต้นกล้า อีกท้ังยังมีคุณสมบัติในการควบคุมเช้ือโรคท่ีติดมากับเมล็ดพันธุ์ได้ ซึ่งจากงาน
ทดลองของจิระและคณะ (2553) ได้ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ส าหรับควบคุม
โรคใบไหม้ของถั่วหรั่งโดยเปรียบเทียบ 3 วิธี คือ 1. ปลูกถั่วหรั่งโดยคลุกเมล็ดด้วยเช้ือแบคทีเรียก่อน
ปลูกครั้งเดียว 2. คลุกเมล็ดด้วยเช้ือแบคทีเรียก่อนปลูกร่วมกับฉีดพ่นเช้ือแบคทีเรียซ้ า 3 ครั้ง เมื่อเริ่ม
มีอาการของโรค และ 3. การปลูกถั่วหรั่งตามปกติซึ่งไม่ได้ใช้เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ พบว่า การคลุก
เมล็ดและฉีดพ่นซ้ าด้วยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์เป็นวิธีการท่ีช่วยให้ผลผลิตของถั่วหรั่งในแปลงปลูกท่ี
อ าเภอสุไหงปาดี จังหวัดนราธิวาส ซึ่งเกิดโรคใบไหม้ระดับรุนแรงยังคงอยู่ในระดับปกติได้ แต่ในกรณีท่ี
จังหวัดปัตตานีซึ่งมีการเกิดโรคใบไหม้เพียงเล็กน้อย พบว่า ผลผลิตของแต่ละวิธีการไม่มีความแตกต่าง
ท่ีชัดเจน ส่วนท่ีจังหวัดพัทลุงและสงขลาท่ีพบว่า วิธีการปลูกตามปกติกลับให้ผลผลิตได้สูงกว่านั้น เป็น
ผลมาจากความผิดพลาดในการจัดการวัชพืช ส่วนวิธีการใส่เช้ือลงสู่ดิน เป็นวิธีการท่ีช่วยให้แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ได้มีโอกาสสัมผัสกับเช้ือโรคในดินได้อย่างท่ัวถึงเช่นเดียวกัน ท าให้ปริมาณเช้ือโรคในดินลดลง
จนอยู่ในระดับท่ีไม่ก่อให้เกิดความเสียหายแก่พืชปลูก ซึ่งการใส่เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ลงในดินสามารถ
ท าได้โดยการราดเช้ือลงในดิน จากงานทดลองของนันทรัตน์ (2546) ได้ทดสอบประสิทธิภาพในการ
ครอบครองรากข้าวโพดฝักอ่อนโดยใช้แบคทีเรีย 18 ไอโซเลทท่ีต้านทานต่อสารปฏิชีวนะ (A1 , A2 , 
A3 , A6 , A7 , A8 , A9 , A12, B1, B2-1 , B2-2, B4, B7-1 , B7-2, B8 , B9 , B10 และ B11) โดย
ใช้แบคทีเรียแต่ละไอโซเลทท่ีคัดเลือกมาราดท่ีโคนต้น พบว่า เช้ือแบคทีเรียทุกไอโซเลทมีประสิทธิภาพ
ในการครอบครองรากได้แตกต่างกัน โดยไอโซเลท A7 มีประสิทธิภาพในการครอบครองรากมากท่ีสุด 
ส่วนวิธีการฉีดพ่นใบพืช เป็นวิธีการฉีดพ่นเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ลงบนใบพืช เพื่อควบคุมโรคท่ีเกิดกับ
ใบ เช่น ใบจุด ใบไหม้ และราสนิม เป็นต้น ซึ่งกุศลและพิศาล (2556) รายงานว่า เมื่อน าผงแห้งของ
แบคทีเรีย B. subtilis B076 มาพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์สูตรน้ า 3 สูตร คือสูตรผสมน้ า ผสมในอาหาร 
nutrient broth (NB) และผสมสารจับใบ เพื่อทดสอบการควบคุมเช้ือแบคทีเรีย Aac KK9 บนใบแตง
แคนตาลูป พบว่า กรรมวิธีท่ีพ่นชีวภัณฑ์ก่อนพ่นเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคสามารถลดการเกิดโรคได้
ดีกว่ากรรมวิธีท่ีพ่นเช้ือสาเหตุโรคก่อน โดยชีวภัณฑ์ท้ัง 3 สูตร สามารถลดการเกิดโรคท่ีเกิดจากเช้ือ
แบคทีเรีย Aac KK9 ได้ดีใกล้เคียงกัน ในขณะท่ีกฤติเดชและดุสิต (2559) รายงานว่า การพ่นใบด้วย
สูตรผงหรือสูตรน้ าของเช้ือปฏิปักษ์ TU-Orga1 6 ครั้ง ร่วมกับน้ าหมักมูลสุกร พร้อมท้ังใส่ปุ๋ยมูลไก่
อัด เม็ด 15 กิ โลกรัม สามารถลดการเข้าท าลายของเ ช้ือ Xanthomonas campestris pv. 
campestris ได้ ตลอดจนลดความเสียหายจากด้วงหมัดกระโดดและหนอนใยผักได้ ท าให้ผักกาด
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ฮ่องเต้มีผลผลิตสูงทัดเทียมกับกรรมวิธีด้ังเดิมของเกษตรกร นอกจากนี้การใส่ลงบนส่วนขยายพันธุ์และ
กล้าพืช ก็เป็นอีกวิธีหนึ่งท่ีช่วยให้เช้ือแบคทีเรียได้สัมผัสกับส่วนของพืชท่ีจะใช้ขยายพันธุ์ รวมท้ังกล้า
พืชก่อนท่ีเช้ือโรคจะมีโอกาสเข้าท าลายพืช นับเป็นวิธีการป้องกันโรคท่ีได้ผลดี (จิระเดช, 2546) 
 

2.4.3 การใช้เชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ในการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี 
การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีเป็นวิธีการหนึ่งท่ีน ามาใช้ในการลดปริมาณของเ ช้ือ

โรคหรือความสามารถท่ีท าให้การเกิดโรคลดลง ซึ่งเช้ือแบคทีเรีย Bacillus spp. ถือได้ว่าเป็นเช้ืออีก
ชนิดหนึ่งท่ีสามารถน ามาใช้ในการลดปริมาณของเช้ือโรค และควบคุมการเกิดโรคของพืชได้ จากการ
รายงานของ ศิริรัตน์ (2554) ได้ประเมินประสิทธิผลของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis สายพันธุ์ 
BCB3-19 ในการควบคุมโรคเน่าราสีเทาของมะเขือเทศระหว่างเก็บรักษาภายใต้สภาพเลียนแบบการ
เก็บรักษามะเขือเทศในระดับการค้า ผลการศึกษาพบว่า การแช่ผลมะเขือเทศในเซลล์แขวนลอยของ
เช้ือ BCB3-19 สามารถลดอัตราการเกิดโรคและความรุนแรงของโรคราสีเทาของมะเขือเทศหลังเก็บ
เกี่ยวได้อย่างมีนัยส าคัญ ท้ังภายใต้สภาพการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ 20 องศา
เซลเซียส ส่วน Berger และคณะ (1996) พบว่า เช้ือ B. subtilis สามารถใช้ในการควบคุมเช้ือ 
Phytophthora sp. และ Pythium sp. สาเหตุของโรคเน่าคอดินของพืชสกุล Photinia และ 
Brassica ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ในขณะท่ีบุษราคัม และคณะ (2554) ได้ทดสอบศักยภาพของ
แบคทีเรีย Bacillus ท่ีแยกได้จากดินปลูก วัสดุปลูก ปุ๋ยคอก และเศษซากพืช จ านวน 85 ไอโซเลท ใน
การควบคุมเช้ือรา P. parasitica สาเหตุโรคเน่าด าของหน้าวัว โดยวิธี dual plate technique บน
อาหาร PDA พบว่า มี Bacillus 15 ไอโซเลท ท่ีสามารถยับยั้งเส้นใยของเช้ือรา P. parasitica ได้ โดย
พบว่า 6 ไอโซเลท ท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด ได้แก่ GM011, 17G5,  20W14 19W13, 22W11 และ 
17G15 ตามล าดับ จักรพงษ์ และคณะ (2554) ได้ศึกษาการยับยั้งการเจริญของเช้ือ Pythium 
myriotylum ซึ่งเป็นสาเหตุของโรครากเน่าในผักสลัดโดยใช้เช้ือแบคทีเรีย Pseudomonas spp. 
สายพันธุ์ ECO 008 และ SSWC 110 และ Bacillus spp. สายพันธุ์ EWC 065, RCO 010, RWC 
021 และ SSMIX 023 ซึ่งเป็นสายพันธุ์แบคทีเรียเขตรากพืชท่ีแยกได้จากระบบปลูกพืชโดยไม่ใช้ดิน 
พบว่า แบคทีเรีย Pseudomonas spp. สายพันธุ์ ECO 008 ท าให้เส้นใยของเช้ือ P. myriotylum มี
การเจริญท่ีบิดเบี้ยวผิดรูปไปจากเดิม ในขณะท่ีแบคทีเรีย Bacillus spp. สายพันธุ์ EWC 065, RCO 
010, RWC 021 และ SSMIX 023 ท าให้เส้นใยของเช้ือ P. myriotylum มีการแตกแขนงอย่างผิดปกติ 
รวมท้ังพบการเคล่ือนท่ีของ cytoplasm ท่ีผิดปกติไปจากเดิมส่งผลให้บริเวณส่วนปลายเส้นใยแตก 
ส่วน Bertagnolli และคณะ (1996) รายงานว่า เช้ือแบคทีเรีย B. megaterium B153-2-2 สามารถ
ผลิตเอนไซม์ extracellular, endophoteinase และ phospholipase ในการยับยั้งการเจริญของ
เส้นใยเช้ือรา Rhizoctonia solani สาเหตุโรครากเน่าในถั่วเหลือง 
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นอกจากเช้ือ Bacillus spp. สามารถควบคุมโรคเน่าได้แล้ว ยังสามารถควบคุม
โรคชนิดอื่นๆได้อีกด้วย จากการศึกษาของ  Pengnoo และคณะ (2000) พบว่า แบคทีเรีย B. 
megaterium No. 3, 7 และ 16 และ B. pumilus No 36a และ 36b สามารถสร้างสารปฏิชีวนะท่ี
ทนความร้อน และยับย้ังเช้ือ R. solani สาเหตุโรคกาบใบแห้งในข้าวได้ สอดคล้องกับงานทดลองของ 
Pengnoo และคณะ (2006) พบว่า B. firmus TRV 9-5-2 สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือรา 
Rhizoctonia solani สาเหตุโรคใบไหม้ของถั่วหรั่งได้ 97.4 เปอร์เซ็นต์ และไม่มีผลกระทบต่อการงอก
ของเมล็ดถั่วหรั่ง ส่วนศุภลักษณ์ และคณะ (2551) ได้ท าการคัดแยกเช้ือแบคทีเรีย Bacillus spp. 
จ านวน 503 ไอโซเลท น ามาทดสอบการยับยั้งการงอกของสปอร์เช้ือราสาเหตุโรคทางใบของ
ถั่วฝักยาว จากการทดลองพบว่าเช้ือ B. megaterium HT-NK-460 และ B. brevis TZ-CP-342 
สามารถยับยั้งการงอกของสปอร์เช้ือรา Cercospora cruenta, Uromyces vignae และ Oidium 
sp. ได้สูงถึง 97.22-100% Intanoo และคณะ (2002) ได้ท าการศึกษาโดยการคัดแยกแบคทีเรียจาก
ผิวใบของคะน้า จากการทดลองพบว่า สามารถคัดแยกเช้ือแบคทีเรียได้ 2 ไอโซเลท คือ B. cereus 
และ B. megaterium ซึ่งมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา Alternaria brassicicola 
สาเหตุโรคใบจุดในผักคะน้าได้ โดยเกิดบริเวณยับยั้งบนอาหาร PDA และท าให้การเจริญของเส้นใย
ผิดปกติไป Cho และคณะ (2003) ได้ศึกษาเช้ือท่ีแยกได้จากฟางข้าว พบว่า B. subtilis สายพันธุ์ 
KS03 สามารถผลิตสารทาง ชีวภาพท่ียับยั้ ง โรคแอนแทรคโนสจากเ ช้ือรา Gloeosporium 
gloeosporioides และเมื่อน าน้ าเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ์ KS03 ไปท าการแยก
บริสุทธิ์พบว่า สารท่ีให้ผลการยับยั้งคือ สารปฏิชีวนะ iturin A2 จินตนา และคณะ (2559) ได้
ท าการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบวิธีการควบคุมเช้ือ Pyricularia grisea ของโรคไหม้ในข้าวในระดับ
ห้องปฏิบัติการ มีวิธีการควบคุมสองกลุ่ม คือ การควบคุมทางเคมี ได้แก่ น้ ามันหอมระเหยจากตะไคร้
หอมและข่า สารเคมีป้องกันเช้ือราโรคพืช cabendazim และการควบคุมทางชีวภาพ ได้แก่ เช้ือ B. 
subtilis และ Trichoderma spp. เปรียบเทียบการควบคุมเช้ือราระหว่างกลุ่มและภายในกลุ่ม
ทดลองด้วย poison food technique method ในห้องควบคุมอุณหภูมิ 30± 2 องศาเซลเซียส 
ความช้ืนสัมพัทธ์ 95 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 7 วัน บันทึกบริเวณยับยั้ง (เซนติเมตร) เพื่อค านวณ
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งของเส้นใยเช้ือรา Pyricularia grisea พบว่า มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ
ระหว่างส่ิงทดลอง โดยเช้ือ B. subtilis สามารถควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคได้ดีท่ีสุด และไม่พบความ
แตกต่างระหว่างการใช้ cabendazim และเช้ือ B. subtilis ในการควบคุมโรคใบไหม้ของข้าว ส่วน
ปัทมวรรณ และพิศาล (2556) ได้ท าการศึกษาใช้เช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp. เพื่อควบคุมโรคแอน
แทรคโนสของพริก พบว่า แบคทีเรีย B. licheniformis ไอโซเลต BFP011 สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเส้นใยเช้ือรา Colletotrichum capsici สาเหตุโรคแอนแทรคโนสในพริกได้ดีท่ีสุด และจาก
การศึกษาของปฏิมาพร และคณะ (2551) ซึ่งได้ทดสอบประสิทธิภาพเช้ือ B. megaterium สายพันธุ์ 
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SBK5.7 และ Bacillus sp. สายพันธุ์ SPT41.1.3 ในการลดการเกิดโรคแอนแทรคโนสของเมล็ดพันธุ์
พริกช้ีฟ้าโดยวิธี standard blotter plate พบว่า การแช่เมล็ดพริกช้ีฟ้าด้วยเช้ือ B. megaterium 
สายพันธุ์ SBK5.7 ผสมกับ Bacillus sp. สายพันธุ์ SPT41.1.3 มีประสิทธิภาพในการลดระดับความ
รุนแรงในการเกิดโรคเท่ากับ 41.90 เปอร์เซ็นต์ และแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ
กับกรรมวิธีท่ีใช้เช้ือ B. megaterium สายพันธุ์ SBK5.7 หรือ Bacillus sp. สายพันธุ์ SPT41.1.3 
เพียงอย่างเดียว ส่วน ปวีณา (2554) ได้ศึกษาการใช้เช้ือรา Trichoderma virens และแบคทีเรีย B. 
subtilis ในการป้องกันก าจัดโรคแอนแทรคโนสในผลพริกช้ีฟ้าพันธุ์พื้นเมือง พบว่า เช้ือรา T. virens 
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา C. gloeosporioides และ C. capsici ได้ร้อยละ 86.03 
และ 94.18 ตามล าดับ และแบคทีเรีย B. subtilis สามารถยับยั้งการเจริญได้ร้อยละ 91.55 และ 
85.76 ตามล าดับ  

นอกจากนี้ก็ได้มีการน าเอาเช้ือ Bacillus spp. มาใช้ในการควบคุมโรคในผลไม้
ด้วย โดย Okigbo และ Osuine (2003) ได้คัดเลือกแบคทีเรีย Bacillus spp. จากดินท่ีอยู่บริเวณใต้
ต้นมะม่วงด้วยวิธี soil dilution spread plate เพื่อน ามาใช้ในการควบคุมเช้ือรา Pestalotiopsis 
mangiferae, Botryodiplodia theobromae และ Macrophoma mangiferae ซึ่งเป็นเช้ือสาเหตุ
ของโรคใบจุดในมะม่วง ท าการทดสอบบนอาหารแข็ง (PDA) แล้วน าไปบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
5 วัน ซึ่งจากการทดลองพบว่า แบคทีเรีย B. subtilis NCIB 3610 สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใย
ท้ัง 3 ชนิดได้ โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 57, 61 และ 58 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ส่วน Thonglem 
และคณะ (2007) ได้ท าการศึกษาโดยการคัดเลือกหาเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์จากส่วนต่างๆ ของต้นส้ม
ท่ีสมบูรณ์ท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือรา Penicillium digitatum สาเหตุโรคราเขียวของส้ม 
ทดสอบการยับยั้งโดยวิธี spot test technique และทดสอบฤทธิ์ของสารปฏิปักษ์ต่อการงอกของ
สปอร์เช้ือราด้วยวิธี dise diffusion method จากการทดลองพบว่า เช้ือแบคทีเรีย B. pumilus 
W1L1 มีประสิทธิภาพในการยับย้ังเช้ือรา P. digitatum ได้ดีท่ีสุด โดยเกิดบริเวณยับย้ัง 21 มิลลิเมตร 
และสามารถยับยั้งการงอกของสปอร์ได้ 97.6 เปอร์เซ็นต์ 

ดังนั้นจะเห็นได้ว่า การใช้เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. ในการควบคุม
โรคพืชโดยชีววิธีเป็นอีกแนวทางเลือกหนึ่งท่ีสามารถน ามาใช้เพื่อลดการใช้สารเคมี เนื่องจากสามารถ
พบได้ท่ัวไปตามธรรมชาติ สามารถด ารงชีวิตอยู่ได้ในสภาวะท่ีไม่เหมาะสม และเป็นแบคทีเรียท่ีไม่ก่อ
อันตรายต่อมนุษย์และส่ิงแวดล้อมอีกด้วย 

 

3. วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
 เพื่อคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมเช้ือรา R. 

microporus สาเหตุโรครากขาวของยางพาราในห้องปฏิบัติการและในสภาพโรงเรือนทดลอง 
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4. ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 
ได้แบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรครากขาวของยางพาราแทนการใช้

สารเคมี 
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บทท่ี 2 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการวิจัย 

1.วัสดุ อุปกรณ์ และสารเคมี 
 

1.1 วัสดุ อุปกรณ์ทางการเกษตร 
1)  ช้อนปลูก 
2)  จอบ 
3)  ตะแกรงร่อนดิน 
4)  ถุงเพาะ 
5)  ถุงกระดาษส าหรับเก็บตัวอย่างพืช 
 

1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ (ภาคผนวก ก) 
1)  potato dextrose agar (PDA)  
2)  potato dextrose broth (PDB) 
 

1.3 สารเคมี 
1)  สารเคมีไดฟีโนโคนาโซล + โพรพิโคนาโซล (difenoconazole + 

propiconazole) 
2)  ปุ๋ยสูตร 20-8-20 
3)  กรดซัลฟิวริก (sulphuric acid: 98% w/w H2SO4) 
4)  กรดเพอร์คลอริก (perchloric acid: 70% w/w HCIO4) 
5)  กรดไนทริก (nitric acid: 65% w/w HNO3) 
6)  กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloriv acid: HCl) 
7)  กรดบอริก (boric acid: H3BO3) 
8)  กรดแอสคอร์บิก (ascorbic acid: C6H8O6) 
9)  น้ ายาสกัดเบรย์ทู (Bray ll reagent: 0.10 M HCI + 0.03 M NH4F) 
10)  โพแทสเซียมไดโครเมต (potassium dicromate: K2Cr2O7) 
11)  เฟอร์รัสแอมโมเนียมซัลเฟตเฮกซาไฮเดรต (ferrous ammonium sulfate 

hexahydrate: Fe (NH4)2(SO4)2.6H2O) 
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12)  อินดิเคเตอร์ผสม (mixed indicator) 
13)  สารผสมเร่งปฏิกิริยา (catalyst mixture) 
14)  เฟอโรอินอินดิเคเตอร์ (ferroin indicator) 
15)  แอมโมเนียมอะซีเทต (ammonium acetate: NH4OAc) 
16)  แอมโมเนียมเมทาวาเนเดต (ammonium metavanadate: NH4VO3) 
17)  โพแทสเซียมคลอไรด์ (potassium chloride: KCL) 
18)  โซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide: NaOH) 
19)  กลูโคส (glucose: C6 H12 O6) 
 

1.4 อุปกรณ์ และเคร่ืองมือวิทยาศาสตร์ 

1)  ตู้ปลอดเช้ือ (larminar air flow cabinet) 
2)  ตู้บ่มเช้ือ (incubator) 
3)  เครื่องหมุนเหวี่ยง (centrifuge) 
4)  ตู้อบตัวอย่างพืช (hot air oven) 
5)  ตู้นึ่งความดันไอน้ า (autoclave) 
6)  เครื่องเขย่าผสม (vortex mixture) 
7)  เครื่องช่ังความละเอียด 0.01 g และ 0.0001 g 
8)  ไมโครเวฟ (microwave) 
9)  ไมโครปิเปต (micropipette) ปริมาตรต่าง ๆ 
10)  ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
11)  เตาย่อยตัวอย่าง (didestion block) 
12)  เครื่องเขย่า (shaker) 
13) เครื่องกล่ันไนโตรเจน (nitrogen distillation apparatus) 
14)  เครื่องวัดพีเอช (pH meter) 
15)  เครื่องบดตัวอย่างพืช (grinder) 
16)  เครื่องวิสิเบิลสเปกโทรโฟโทมิเตอร์ (visible spectrophotometer) 
17)  กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดา (compound microscope) 
18)  เครื่องอะตอมมิกแอบซอบชันสเปกโทรโฟโทมิเตอร์ (atomic absorption  
      spectrophotometer) 
19)  เครื่องอิเล็กทริคอลคอนดักทิวิทีมิเตอร์ (electrical conductivity meter) 
20)  เตาให้ความร้อน (hot plate) 
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21)  หลอดย่อยตัวอย่างขนาด 100 มิลลิลิตร (Kjeldahl tube) 
22)  ขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร (erlenmeyer flask) 
23)  บิวเรตต์ขนาด 50 มิลลิลิตร (burette) 
24)  ดีสเพนเซอร์ขนาด 5 มิลลิลิตร (dispenser) 
25)  กระบอกตวง (measuring cylinder) 
26)  ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) 
27)  ขวดใส่อาหารเล้ียงเช้ือ (duran) 
28)  หลอดทดลอง (test tube) 
29)  จานเล้ียงเช้ือ (plate) 
30)  บีกเกอร์ (beaker) 
31)  ห่วงถ่ายเช้ือ (loop) 
32)  เข็มเข่ียเช้ือ (needle) 
33)  cork borer 

   

2. วิธีการทดลอง 
 

2.1 การคัดเลือกแบคทีเรีย Bacillus spp. ที่มีศักยภาพสูงในการเป็นปฏิปักษ์ต่อเชื้อรา 
R. microporus  

น าแบคทีเรียซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาของดิน คณะ
ทรัพยากรธรรมชาติ และศูนย์วิจัยควบคุมศัตรูพืชโดยชีวินทรีย์แห่งชาติ ภาคใต้ จ านวน 44 ไอโซเลท 
ทดสอบศักยภาพในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus ด้วยวิธี dual culture plate (Skidmore and 
Dickinson, 1976) บนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) โดยน าเช้ือรา R. microporus (ซึ่ง
ได้รับความอนุเคราะห์จากโครงการวิจัยผลของการจัดการดินและแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการควบคุม
โรครากขาวของยางพารา) เล้ียงบนอาหาร PDA บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน จากนั้นใช้ cork 
borer ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะช้ินวุ้นท่ีมีเช้ือรา R. microporus วางห่างจากขอบ
จานเล้ียงเช้ือ 2 เซนติเมตร ในแนวตรงข้ามกันขีดเช้ือแบคทีเรียยาวประมาณ 4 เซนติเมตร ห่างจาก
ขอบจานอาหารเล้ียงเช้ือเข้ามา 2 เซนติเมตร ส าหรับชุดควบคุมวางช้ินวุ้นเช้ือรา R. microporus ห่าง
จากขอบจานอาหารเล้ียงเช้ือ 2 เซนติเมตรเช่นเดียวกัน บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน  

จากนั้นน าแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้จ านวน 3 ไอโซเลท ซึ่งถือเป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์
ทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus ด้วยวิธี dual culture plate อีกครั้ง ท า
การทดลอง 4 ซ้ า บันทึกผลโดยวัดการเจริญของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีเวลา 3, 5, 7, 9 และ 
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12 วัน พร้อมท้ังน าเส้นใยของเช้ือรา R. microporus ท่ีเล้ียงร่วมกับแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได้ศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเส้นใยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดา และค านวณหา
เปอร์เซ็นต์ยับย้ังของเช้ือรา R. microporus (Morton and Stroube, 1995) จากสูตร 

     
   เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง = ((R1-R2)/R1)*100 

R1 คือ ค่าเฉล่ียของรัศมีเส้นใยเช้ือราชุดควบคุม  
R2 คือ ค่าเฉล่ียของรัศมีเส้นใยเช้ือราชุดทดสอบ 

 
2.2 การระบุชนิดของเชื้อ Bacillus spp. โดยวิธีการวิเคราะห์ 16S rDNA 

น าแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีคัดเลือกได้ในข้อ 2.1 ตรวจวิเคราะห์ล าดับเบส โดยตรวจ
วิเคราะห์บริเวณ 16S ribosomal RNA gene (primer 27F, 1525R) ซึ่งการวิเคราะห์ล าดับเบสท้ัง
สาย forward และ reverse วิเคราะห์ด้วยเครื่องอ่านล าดับเบสอัตโนมัติ จากนั้นน าข้อมูลท่ีได้
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลทางพันธุกรรม NCBI 
 
 

2.3 ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งเชื้อรา R. microporus ด้วย
วิธี pour plate และวิธี agar well diffusion  

น าแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีคัดเลือกได้ในข้อ 2.1 เล้ียงในอาหารเหลว Potato Dextrose 
Broth (PDB) (ภาคผนวก ก) โดยเขี่ยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ ปริมาณ 2 loop ใส่ในอาหารเหลวที่บรรจุ
อาหารปริมาตรขวดละ 100 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปวางเล้ียงบนเครื่องเขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบต่อ
นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน แล้วน าเซลล์แขวนลอยมาปั่นแยกสารปฏิปักษ์ด้วยเครื่องหมุน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 9,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที แยกสารปฏิปักษ์โดยกรองด้วยกระดาษกรอง
ปราศจากเช้ือ ขนาดรูกรอง 0.45 ไมโครเมตร แล้วแบ่งสารปฏิปักษ์เป็น 2 ส่วน ส่วนท่ี 1 นึ่งท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาที ส่วนท่ี 2 ไม่นึ่ง จากนั้นน า
เซลล์และสารปฏิปักษ์ของแบคทีเรียแต่ละส่วนทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือรา R. 
microporus ด้วยวิธี pour plate โดยปิเปตเซลล์ หรือสารปฏิปักษ์ไม่นึ่งและนึ่งของแบคทีเรีย 0.3 
มิลลิลิตรใส่ในจานเล้ียงเช้ือ พร้อมกับเทอาหาร PDA ลงไปแล้วผสมให้เข้ากัน จากนั้นเจาะช้ินวุ้นท่ีมี
เช้ือรา R. microporus (เตรียมดังข้อ 2.1) วางกึ่งกลางจานเล้ียงเช้ือ ส าหรับชุดควบคุมวางช้ินวุ้นท่ีมี
เช้ือรา R. microporus ไว้กึ่งกลางจานเล้ียงเช้ือเช่นเดียวกัน บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง ท าการทดลอง 4 ซ้ า 
บันทึกผลโดยวัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของโคโลนีท่ีเวลา 7 วัน และค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง
เช้ือรา R. microporus พร้อมท้ังศึกษาลักษณะของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดาท่ีก าลังขยาย 100 เท่า และกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  
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ส าหรับการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ ในการยับยั้ ง เ ช้ือรา                 
R. microporus ด้วยวิธี agar well diffusion เตรียมอาหาร PDA (ภาคผนวก ก) จากนั้นใช้ cork 
borer ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะอาหาร PDA จ านวน 4 จุด โดยเจาะให้ห่างจาก
ขอบจานอาหารเล้ียงเช้ือเข้ามา 2 เซนติเมตร ท้ัง 4 ด้าน จากนั้นปิเปตเซลล์หรือสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่ง
และนึ่งของแบคทีเรียท่ีเตรียมไว้ ใส่หลุมท่ีเจาะไว้ หลุมละ 0.05 มิลลิลิตร จากนั้นเจาะช้ินอาหารท่ีมี
เช้ือรา R. microporus ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร วางกึ่งกลางจานอาหารเล้ียงเช้ือ ส่วน
ชุดควบคุมด าเนินการเช่นเดียวกับการทดสอบแบคทีเรียปฏิปักษ์ แต่ใช้น้ ากล่ันนึ่งฆ่าเช้ือแทน บ่มเช้ือท่ี
อุณหภูมิห้อง ท าการทดลอง 4 ซ้ า บันทึกผลโดยวัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของโคโลนีท่ีเวลา 4 วัน 
และค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเช้ือรา R. microporus พร้อมท้ังศึกษาลักษณะของเส้นใยเช้ือรา 
R. microporus ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดาท่ีก าลังขยาย 100 เท่า 
 

2.4 ทดสอบประสิทธิภาพของสารระเหยจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งเชื้อรา        
R. microporus 

ทดสอบประสิทธิภาพของสารระเหยจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ ในการยับยั้ง เ ช้ือรา            
R. microporus ด้วยวิธี paired petridish technique (Gagne et al., 1991) เตรียมอาหาร PDA 
เพื่อใช้ในการทดสอบ จากนั้นปิเปตเซลล์หรือสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของแบคทีเรีย ท่ีเตรียมไว้ใน
ข้อ 2.3 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใส่ในอาหาร PDA แล้วเกล่ียให้ท่ัวผิวหน้าอาหาร ส่วนจานอาหาร PDA 
อีกฝ่ังเจาะช้ินอาหารท่ีมีเช้ือรา R. microporus ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร วางกึ่งกลาง
จานอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นประกบกับจานอาหารท้ังสองฝ่ังเข้าด้วยกัน โดยให้จานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี
เช้ือรา R. microporus อยู่ด้านบน แล้วพันประกบคู่จานอาหารเล้ียงเช้ือด้วยพาราฟิล์ม ส่วนชุด
ควบคุมท าเช่นเดียวกับการทดสอบเช้ือแบคทีเรียแต่ใช้น้ ากล่ันนึ่งฆ่าเช้ือแทน บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิห้อง 
ท าการทดลอง 4 ซ้ า บันทึกผลโดยวัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของโคโลนีท่ีเวลา 4 วัน และค านวณหา
เปอร์เซ็นต์การยับย้ังเช้ือรา R. microporus พร้อมท้ังศึกษาลักษณะของเส้นใยเช้ือรา R. microporus 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดาท่ีก าลังขยาย 100 เท่า 

 
2.5 ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งเชื้อรา R. microporus บน

ชิ้นส่วนพืช 
น าเซลล์และสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของแบคทีเรียในข้อ 2.3 ทดสอบประสิทธิภาพใน

การยับยั้งเช้ือรา R. microporus บนช้ินส่วนพืช โดยน าท่อนยางขนาดความยาว 7 เซนติเมตร 
เส้นผ่าศูนย์กลาง 1.1 เซนติเมตร นึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ท่ีความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นเตรียมอาหาร PDA ใส่ในหลอดทดลอง หลอดละ 2 มิลลิลิตร 
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แล้วน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นใช้ cork borer ขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร เจาะช้ิน PDA ท่ีมีเช้ือรา R. microporus วางในหลอดอาหาร PDA ท่ี
เตรียมไว้ บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน จากนั้นน าไม้ยางพาราท่ีนึ่งฆ่าเช้ือแช่ในส่วนของเซลล์
หรือสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของแบคทีเรียเป็นเวลา 30 นาที แล้วบรรจุใส่หลอดทดลองท่ีมีเช้ือรา 
R. microporus เจริญเต็มหน้าอาหาร ท าการทดลอง 4 ซ้ า เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีจุ่มแช่ท่อน
ยางด้วยน้ ากล่ันนึ่งฆ่าเช้ือ บันทึกผลโดยวัดความสูงของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ในการปกคลุม
ช้ินไม้ พร้อมท้ังศึกษาลักษณะของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสง
ธรรมดาท่ีก าลังขยาย 100 เท่า 
 

2.6 ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งเชื้อรา R. microporus ที่มี
การราดแบคทีเรียตามล าดับชั้น 3 รูปแบบในดินผสม  

น าเซลล์และสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของแบคทีเรียในข้อ 2.3 ทดสอบประสิทธิภาพใน
การยับยั้งเช้ือรา R. microporus ในดินผสมท่ีมีการราดแบคทีเรีย 3 รูปแบบ โดยเตรียมอาหาร PDA 
ใส่หลอดทดลอง หลอดละ 2 มิลลิลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ท่ีความดัน 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นใช้ cork borer ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร 
เจาะช้ินวุ้น PDA ท่ีมีเช้ือรา R. microporus วางในหลอดอาหาร PDA ท่ีเตรียมไว้ บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 3 วัน จากนั้นน าดินผสมขี้เล่ือยและน้ ากล่ันนึ่งฆ่าเช้ือ อัตรา 9 : 1 : 3 ผสมให้เข้ากัน เพื่อ
บรรจุใส่หลอดทดลอง หลอดละ 20 กรัม โดยข้ันตอนการราดเซลล์หรือสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของ
แบคทีเรียท้ัง 3 รูปแบบ มีดังนี้  

แบบที่ 1 ราดเซลล์หรือสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของแบคทีเรียใส่ในหลอดทดลองท่ีมี
เช้ือรา R. microporus เจริญอยู่หน้าอาหาร PDA ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แล้วเติมดินผสมลงไป 5 
เซนติเมตร จากนั้นราดเซลล์หรือสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แล้วเติมดินผสมอีก 
2.5 เซนติเมตร พร้อมกับราดเซลล์หรือสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งอีก 1 มิลลิลิตร จากนั้นเติมดินท่ี
เหลืออีก 2.5 เซนติเมตร เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีราดด้วยน้ ากล่ันนึ่งฆ่าเช้ือ บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 13 วัน ท าการทดลอง 4 ซ้ า บันทึกผลโดยวัดความสูงของเส้นใยเช้ือรา R. microporus 
(ภาพท่ี 1) 
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ภาพที่ 1 การราดแบคทีเรียปฏิปักษ์ตามล าดับช้ันในดินผสมแบบท่ี 1 

 
แบบที่ 2 เติมดินใส่หลอดทดลองท่ีมีเช้ือรา R. microporus เจริญอยู่หน้าอาหาร PDA 

5 เซนติเมตร ราดเซลล์หรือสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของแบคทีเรียปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมดินผสม
อีก 2.5 เซนติเมตร พร้อมกับราดเซลล์หรือสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งอีก 1 มิลลิลิตร จากนั้นเติมดินท่ี
เหลืออีก 2.5 เซนติเมตร เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีราดด้วยน้ ากล่ันนึ่งฆ่าเช้ือ บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 13 วัน ท าการทดลอง 4 ซ้ า บันทึกผลโดยวัดความสูงของเส้นใยเช้ือรา R. microporus 
(ภาพท่ี 2) 

 
ภาพที่ 2 การราดแบคทีเรียปฏิปักษ์ตามล าดับช้ันในดินผสมแบบท่ี 2 
 
แบบที่ 3 เติมดินใส่หลอดทดลองท่ีมีเช้ือรา R. microporus เจริญอยู่หน้าอาหาร PDA 

5 เซนติเมตร ราดเซลล์หรือสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของแบคทีเรียปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมดินผสม
อีก 5 เซนติเมตร พร้อมกับราดเซลล์หรือสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งอีก 1 มิลลิลิตร เปรียบเทียบกับชุด
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ควบคุมท่ีราดด้วยน้ ากล่ันนึ่งฆ่าเช้ือ บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 13 วัน ท าการทดลอง 4 ซ้ า บันทึก
ผลโดยวัดความสูงของเส้นใยเช้ือรา R. microporus (ภาพท่ี 3) 

 

 
ภาพที่ 3 การราดแบคทีเรียปฏิปักษ์ตามล าดับช้ันในดินผสมแบบท่ี 3 
 
คัดเลือกแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus จ านวน 

2 ไอโซเลท ส าหรับทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรครากขาวในสภาพโรงเรือนทดลอง 
 

2.7 ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมโรครากขาวของยางพารา
ในสภาพโรงเรือนทดลอง 

การเตรียมดิน  
น าดินร่อนผ่านตะแกรงท่ีมีช่องขนาด 2 เซนติเมตร เตรียมไว้ส าหรับปลูกยางพารา 

พร้อมท้ังเก็บดินเพื่อน าไปวิเคราะห์สมบัติบางประการของดินก่อนปลูก  
การเตรียมต้นยางพารา  
น าเมล็ดยางพาราเพาะในถุงเพาะช า จนกระท่ังต้นยางอายุครบ 3 เดือน ใส่ปุ๋ยสูตร     

20-8-20 ซึ่งเป็นปุ๋ยท่ีสถาบันวิจัยยางแนะน าส าหรับยางพาราก่อนเปิดกรีด อัตรา 130 กรัม/ต้น/ปี 
(นุชนารถ, 2554) เมื่อต้นยางพาราอายุครบ 1 ปี จึงคัดเลือกต้นยางท่ีมีลักษณะสมบูรณ์ขนาดความ
สม่ าเสมอ มาใช้ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีผ่านการคัดเลือกจ านวน 2 ไอโซเลทใน
การควบคุมโรครากขาวของยางพารา  

การเตรียมเชื้อรา R. microporus  
น าเมล็ดข้าวฟ่างล้างให้สะอาดแล้วน าไปต้มให้เมล็ดพอแตกผสมกับขี้เล่ือยท่ีนึ่งฆ่าเช้ือใน

อัตรา 9 : 1 แล้วบรรจุใส่ขวด ขวดละ 150 กรัม ปิดฝาจุกแล้วน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
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เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นน าเช้ือรา R. microporus มาเล้ียงโดยใช้ cork borer ขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะเส้นใยของเช้ือรา R. microporus วางในขวดเมล็ดข้าวฟ่างท่ี
เตรียมไว้ บ่มเล้ียงท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 14 วัน  

การเตรียมแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
น าแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีผ่านการคัดเลือกจ านวน 2 ไอโซเลทเล้ียงในอาหาร PDA โดยปิ

เปตเซลล์ของแบคทีเรียปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในขวดรูปชมพู่ท่ีมีอาหาร PDA ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน แล้วล้างเซลล์ของแบคทีเรียบนผิวหน้าอาหารออก
ด้วยน้ ากล่ันนึ่งฆ่าเช้ือ ซึ่งจะได้เป็น cell suspension  

การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมโรครากขาว  
ขุดดินรอบบริเวณโคนต้นยางพาราลึกประมาณ 10 เซนติเมตร จากนั้นปลูกเช้ือรา      

R. microporus โดยโรยเช้ือรารอบบริเวณโคนต้นยาง ต้นละ 150 กรัม พร้อมกลบดินเพื่อให้เส้นใย
เจริญเป็นเวลา 2 เดือน จากนั้นน า cell suspension ของแบคทีเรียท่ีผ่านการคัดเลือกจ านวน 2 ไอ
โซเลท หรือสารเคมีไดฟีโนโคนาโซล + โพรพิโคนาโซล (ผสมสารเคมี 10 มิลลิลิตรต่อน้ า 20 ลิตร) ราด
ลงดินในอัตรา 20 มิลลิลิตรต่อถุง และท าการราดแบคทีเรียหรือสารเคมีอีกครั้งท่ีเวลา 4 เดือน ดูแล
ก าจัดวัชพืชและให้น้ า 3 วันครั้ง เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมท่ีเทราดด้วยน้ า วางแผนการทดลอง
แบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design, CRD) มี 5 กรรมวิธีๆ ละ 4 ซ้ า ดังนี้  
     กรรมวิธีท่ี 1 ใส่เช้ือรา R. microporus + เทราดด้วย B. subtilis ไอโซเลท SM1    
     กรรมวิธีท่ี 2 ใส่เช้ือรา R. microporus + เทราดด้วย B. subtilis ไอโซเลท LPDD3-2 
     กรรมวิธีท่ี 3 ใส่เช้ือรา R. microporus + เทราดด้วยสารเคมี 
     กรรมวิธีท่ี 4 ใส่เช้ือรา R. microporus เพียงอย่างเดียว  
     กรรมวิธีท่ี 5 ชุดควบคุม (ไม่ใส่เช้ือรา R. microporus) 

      บันทึกการเจริญเติบโตของยางพาราโดยวัดความสูงของต้น เส้นผ่าศูนย์กลางล าต้น 
น้ าหนักสดและน้ าหนักแห้ง และเก็บตัวอย่างดินเพื่อวิเคราะห์สมบัติทางเคมีหลังส้ินสุดการทดลอง  
พร้อมท้ังประเมินความรุนแรงในการเกิดโรครากขาว โดยให้ระดับความรุนแรงการเกิดโรคส่วนเหนือ
ดินของยางพารา ดังนี้ (ดัดแปลงจาก Wattanasilakorn และคณะ, 2012)  

  ระดับ 0 = 0 เปอร์เซ็นต์ ต้นสมบูรณ์ไม่แสดงอาการเกิดโรค 
  ระดับ 1 = 1-25 เปอร์เซ็นต์ ใบมีสีเขียว ขอบใบเริ่มมีสีเหลือง 
  ระดับ 2 = 26-50 เปอร์เซ็นต์ ใบเริ่มมีสีจาง ขนาดใบเล็กลง ขอบใบไหม้ 
  ระดับ 3 = 51-75 เปอร์เซ็นต์ ใบมีสีเหลือง ขนาดใบเล็กลง ขอบใบไหม้  
  ระดับ 4 = 75-100 เปอร์เซ็นต์ ใบมีสีเหลือง ท้ิงใบ ปลายใบไหม้ 
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ประเมินความรุนแรงในการเกิดโรครากขาว โดยให้ระดับความรุนแรงการเกิดโรคส่วนราก
ของยางพารา ดังนี้ (ดัดแปลงจาก Wattanasilakorn และคณะ, 2012)  

  ระดับ  0 = 0 เปอร์เซ็นต์ ระบบรากสมบูรณ์ไม่แสดงอาการเกิดโรค 
  ระดับ  1 = 1-25 เปอร์เซ็นต์ ปลายรากฝอยและรากแก้วเริ่มมีสีน้ าตาล  
  ระดับ 2 = 26-50 เปอร์เซ็นต์ รากฝอยเป็นสีน้ าตาล รากแก้วเป็นสีน้ าตาลเข้ม 

        ประมาณ 25-50 เปอร์เซ็นต์ของความยาวรากท้ังหมด 
  ระดับ 3 = 51-75 เปอร์เซ็นต์ รากฝอยเปื่อยยุ่ยและขาด รากแก้วเป็นสีน้ าตาลเข้ม 

       ประมาณ 60-80 เปอร์เซ็นต์  
  ระดับ 4 = 75-100 เปอร์เซ็นต์ รากฝอยถูกท าลายเกือบหมด รากแก้วเป็นสีน้ าตาล 

        เข้มท้ังหมด ผิวรากเปื่อยยุ่ย เมื่อบีบรากจะนิ่มผิวและเนื้อรากหลุด 
         ออกมา 

หลังจากนั้นน าข้อมูลท่ีได้จากการประเมินมาค านวณหาเปอร์เซ็นต์การเกิดโรค และ
เปอร์เซ็นต์ลดการเกิดโรคโดยใช้สูตร ดังนี้ (ดัดแปลงจาก Wattanasilakorn และคณะ, 2012) 
 

เปอร์เซ็นต์การเกิดโรค =          ผลรวมการเป็นโรคแต่ละระดับ                  x 100 
                        จ านวนต้น x ระดับการเกิดโรคสูงสุด 

 
 

เปอร์เซ็นต์ลดการเกิดโรค = 100 -    ความรุนแรงของโรคในกรรมวธิีทดสอบ        x 100 
ความรุนแรงของโรคในกรรมวิธีควบคุม 

 
2.8 การวิเคราะห์ปริมาณธาตุอาหารในดินก่อนและหลังปลูก และธาตุอาหารในพืช 

       การวิเคราะห์ปริมาณธาตุอาหารในดิน 
 น าดินก่อนและหลังปลูกจากข้อ 2.7 มาผ่ึงไว้ให้แห้ง แล้วน าไปบดและร่อนผ่านตะแกรง

ช่องเปิดขนาด 2 มิลลิเมตร แล้วน ามาวิเคราะห์ปฏิกิริยาดิน (pH), ปริมาณอินทรียวัตถุในดิน (organic 
matter), ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด (total N), ฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ (available P) และ
โพแทสเซียมท่ีแลกเปล่ียนได้ (exchangeable K) ด้วยวิธีการดังนี้  
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    1. ปฏิกิริยาดิน (pH) ใช้ดิน : น้ า อัตราส่วน 1 : 5 เขย่าประมาณ 1 นาที ท้ิงไว้ 30 
นาที แล้ววัดด้วย pH meter  

          2. อินทรียวัตถุ (organic matter) โดยวิธี Walkley and Black ด้วยการ oxidized 
คาร์บอนอินทรีย์ด้วยโพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7) ในกรดซัลฟิวริกเข้มข้น (H2SO4) แล้ววิเคราะห์
ไดโครเมตไอออนท่ีเหลือจากการ oxidized ด้วยการไทเทรตกับการละลายเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต 
(FAS) หลังจากนั้นค านวณคาร์บอนอินทรีย์ไปเป็นอินทรียวัตถุ โดยอาศัยหลักการว่า อินทรียวัตถุมี
อินทรีย์คาร์บอนเป็นองค์ประกอบ 58 เปอร์เซ็นต์ 

    3. ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมดในดิน (total N) โดยวิธี Kjeldahl ช่ังดิน 1.00 กรัม 
เติมกรดซัลฟิวริก (H2SO4) เข้มข้น 3 มิลลิลิตร แล้วเติมสารเร่งปฏิกิริยาท่ีมีทองแดง โพแทสเซียม
ซัลเฟต และซีลีเนียม น าไปย่อย จากนั้นเติมด่างและกล่ันหาแอมโมเนียม โดยมีสารละลายกรดบอริก
เป็นตัวจับแก๊สแอมโมเนียมหรือแอมโมเนียมไอออน แล้วไทเทรตหาแอมโมเนียมท่ีถูกจับในกรดบอริก
ด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกท่ีทราบความเข้มข้นที่แน่นอน 
   4. ฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ (available P) โดยวิธีเบรย์ทู (Bray II method) ช่ัง
ดิน 1.0 กรัม เติมน้ ายาสกัดเบรย์ทู (0.1 M HCl+0.03 M NH4F) 10 มิลลิลิตร เขย่า กรอง และท าให้
เกิดสีโดยวิธีโมลิบดินัมบลู แล้ววัดฟอสฟอรัสด้วยเครื่อง visible spectrophotometer ท่ีความยาว
คล่ืน 820 นาโนเมตร 
  5. โพแทสเซียมท่ีแลกเปล่ียนได้ (exchangeable K) ช่ังดินใส่ในหลอดเหวี่ยง
พลาสติก เติมแอมโมเนียมอะซิเทต (1 M NH4OAc pH 7) เขย่า 30 นาที กรองส่วนใสผ่านกระดาษ
กรองวัตแมนเบอร์ 5 แล้ววิเคราะห์ความเข้มข้นของโพแทสเซียม ด้วยวิธี atomic absorption 
spectrophotometry 
 
   การวิเคราะหค์วามเข้มข้นของธาตุอาหารในใบยางพารา 

 ท าความสะอาดใบยางพารา จากนั้นน าตัวอย่างใบอบท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส 
จนกระท่ังตัวอย่างแห้ง น าไปบดด้วยเครื่องบดตัวอย่างพืช แล้วน าไปผ่านตะแกรงขนาด 20 mesh 
จากนั้นเก็บตัวอย่างใบท่ีได้ไว้ในถุงกระดาษ และน าไปอบอีกครั้งท่ีอุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียส อย่าง
น้อย 5 ช่ัวโมง เพื่อไล่ความช้ืนก่อนน าไปวิเคราะห์หาปริมาณธาตุอาหารหลัก โดยมีวิธีการวิเคราะห์ 
ดังนี้  

 1. ไนโตรเจน วิเคราะห์ด้วยวิธี Kjeldahl โดยช่ังตัวอย่างพืช 0.10 กรัม แล้วเติมกรดซัลฟิวริก 
(H2SO4) ความเข้มข้น 3 มิลลิลิตรและสารเร่งปฏิกิริยา ย่อยตัวอย่างจนใส จากนั้นเติมด่างลงไป และ
น าไปกล่ันหาแอมโมเนียมโดยมีสารละลายกรดบอริกเป็นตัวจับแก๊สแอมโมเนียม แล้วไทเทรตหา
แอมโมเนียมในกรดบอริกด้วยสารละลายกรดท่ีทราบค่าความเข้มข้นที่แน่นอน 
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2. ฟอสฟอรัส ท าการย่อยสลายด้วยกรดผสมไนทริกและเพอร์คลอริค (HNO3-HClO4 ; 3:1) 
จนตัวอย่างพืชใส แล้วท าให้ เกิดสีด้วยวิธี เยลโลโมลิบโดวาเนโดฟอสฟอริกแอซิด ( yellow 
molybdovanadophosphoric acid method) โดยท าปฏิกิริยากับสารละลายผสมของโมลิบเดต 
และวาเนเดต ในสภาพท่ีเป็นกรดท าให้เกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนสีเหลือง หลังจากนั้นน า
สารละลายท่ีได้ไปวัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง visible spectrophotometer (Barton, 1948) 

 3. โพแทสเซียม ท าการย่อยสลายด้วยกรดผสมไนทริกและเพอร์คลอริค (HNO3-HClO4 ; 
3:1) จนตัวอย่างพืชใส จากนั้นน าสารละลายท่ีได้จากการย่อยมาปรับปริมาตรหรือเจือจางให้เหมาะสม
แล้วน าไปวัดด้วยเครื่อง atomic absorption spectrophotometer  

 

3. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
ข้อมูลท่ีได้จากการทดลองน ามาวิเคราะห์ค่าทางสถิติ และเปรียบเทียบความแตกต่างของ

ค่าเฉล่ีย โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
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บทท่ี 3 

ผลการทดลอง 

3.1 การคัดเลือกแบคทีเรีย Bacillus spp. ที่มีศักยภาพสูงในการเป็นปฏิปักษ์ต่อเชื้อรา 
R. microporus 

จากการคัดเลือกแบคทีเรียจ านวน 44 ไอโซเลท มีแบคทีเรีย 41 ไอโซเลท ท่ีสามารถ
ยับย้ังเช้ือรา R. microporus ได้ต่ ากว่า 50 เปอร์เซ็นต์ และมีเพียง 3 ไอโซเลท (SM1, LPDD3-2 และ 
PT7) ท่ีสามารถยับยั้งเช้ือราได้มากกว่า 51 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 1) โดยท าให้เส้นใยมีลักษณะอัดตัว
กันแน่น ไม่สามารถเจริญผ่านแนวของเช้ือแบคทีเรียได้ (ภาพท่ี 4 C) ในขณะท่ีการยับยั้งเช้ือรา R. 
microporus ท่ี 0-25 เปอร์เซ็นต์ เส้นใยเช้ือรามีการเจริญข้ามผ่านแบคทีเรีย เส้นใยมีลักษณะหนา 
(ภาพท่ี 4 A) ส่วนการยับยั้งเช้ือรา R. microporus ท่ี 26-50 เปอร์เซ็นต์ เส้นใยมีลักษณะอัดตัวกัน
แน่นเมื่อเจริญเข้าใกล้แบคทีเรีย และไม่สามารถเจริญผ่านแนวของเช้ือแบคทีเรียได้ (ภาพท่ี 4 B) 
ดังนั้นจึงคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปักษ์ท้ัง 3 ไอโซเลท (SM1, LPDD3-2 และ PT7) ใช้ในงานทดลองขั้น
ถัดไป โดยท่ีแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SM1 และ LPDD3-2 มีลักษณะโคโลนีท่ีคล้ายกัน คือ โคโลนี
เจริญสม่ าเสมอตามแนวท่ีขีดเช้ือ มีสีขุ่นไม่ขึ้นเงา ขอบเกล้ียงไม่มีรอยเว้า ลักษณะผิวหน้าของโคโลนี
เรียบเป็นแผ่นบาง (ภาพท่ี 5 A และ B) ส่วนแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท PT7-2 โคโลนีเจริญอย่าง
กระจัดกระจายตามแนวท่ีขีดเช้ือ สีขุ่นทึบ รูปร่างกลมและนูนโค้งสูงจากผิวหน้าอาหาร ผิวหน้าของ
โคโลนีเรียบมันวาว และมีความหนืด (ภาพท่ี 5 C)  
 
ตารางที่ 1 ศักยภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับย้ังเช้ือรา R. microporus  

Inhibition 
(%) 

Number 
of isolates 

Antagonist bacterial isolate (isolate) 
 

0-25 21 
 
 

LPDD10-1                  
RN1-5                                    
NMD6-1                                           
NHE10-1  
LPDD3-3             

LPDD9-13 
RN5-6   
NMD6-3  
PLMD1-2                   

LPDD9-12   
RN5-7     
NMD6-5 
PBDE2-1                                     

LPDD9-6 
NMD3-2    
NMD9-2   
PBDD3-4       

BS171 

NMD4-3  
NMD9-3   
PBDC2-2            

26-50 20 ROS2             
LPDD10-3 
NDD2-2  
LAR2 

LAR3 
RN 1-2 
PLMD4-2 
PLDD5-1 

RN 1-3 
PBDE2-7 
PLMD4-3 
LAR1 

LPDD9-9 
RN 5-4 
PBDD3-3 
LPDD10-4 

LPDD9-17 
NMD5-1 
NSR.89-24 
TRF 

51-75 3 SM1 PT7 LPDD3-2   
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ภาพที่ 4 ลักษณะของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีแบคทีเรียสามารถยับยั้งเช้ือราได้ (A) 0-25  
    เปอร์เซ็นต์, (B) 26-50 เปอร์เซ็นต์, (C) 51-75 เปอร์เซ็นต์ และ (D) ชุดควบคุม ท่ีเวลา 7  
    วัน  
 

 

ภาพที่ 5 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียปฏิปักษ์ (A) ไอโซเลท SM1, (B) LPDD3-2 และ (C) PT7 ท่ี 
   เล้ียงบนอาหาร PDA 
 

เมื่อน าแบคทีเรียปฏิปักษ์ ท้ัง  3 ไอโซเลท (SM1, LPDD3-2 และ PT7) ทดสอบ
ประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus ด้วยวิธี  dual culture plate อีกครั้ง พบว่า 
แบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SM1 สามารถยับยั้งเช้ือรา R. microporus ได้ดีตลอดช่วงเวลาท่ีทดสอบ 
โดยเฉพาะท่ีเวลา 7 วัน สามารถยับยั้งเช้ือราได้ 66.43 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ แบคทีเรียปฏิปักษ์ไอ
โซเลท LPDD3-2 ท่ีสามารถยับยั้งเช้ือราได้ 54.29 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท 
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PT7 สามารถยับยั้งเช้ือราได้ต่ ากว่า 51.07 เปอร์เซ็นต์ทุกช่วงเวลาท่ีทดสอบ และมีความแตกต่างอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) (ภาพท่ี 6) โดยเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีเล้ียงร่วมกับแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ไอโซเลท SM1 ปลายเส้นใยอัดตัวกันแน่น เส้นใยมีลักษณะบางเมื่อเทียบกับกรรมวิธีอื่นๆ และ
ไม่สามารถเจริญผ่านแนวของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ได้ ส่วนเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีเล้ียง
ร่วมกับแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท LPDD3-2 และ PT7 เส้นใยมีลักษณะหนา ปลายเส้นใยมีลักษณะ
อัดตัวกันแน่น และไม่สามารถเจริญผ่านแนวของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ได้เช่นเดียวกัน (ภาพท่ี 7) เมื่อ
น าเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีเล้ียงร่วมกับแบคทีเรียปฏิปักษ์ท้ัง 3 ไอโซเลท ไปตรวจภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดา พบว่า เส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีเล้ียงร่วมกับแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอ
โซเลท SM1 และ LPDD3-2 เส้นใยมีลักษณะบิดเบี้ยว และกุดตัวลงอย่างชัดเจน ส่วนเส้นใยเช้ือราท่ี
เล้ียงร่วมกับแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท PT7 มีลักษณะผิดปกติเช่นเดียวกัน แต่เส้นใยมีลักษณะบิด
เบ้ียว และกุดตัวน้อยกว่า ในขณะท่ีชุดควบคุมปลายเส้นใยงอกยาวเป็นปกติ (ภาพท่ี 8) 

 
ภาพที่ 6 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเช้ือรา R. microporus โดยแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท 
          SM1, LPDD3-2 และ PT7 ท่ีเวลา 3, 5, 7, 9 และ 12 วัน ด้วยวิธี dual culture plate 

หมายเหตุ: แสดงเป็นค่าเฉล่ียจ านวน 4 ซ้ า; อักษรตัวพิมพ์เล็กท่ีเหมือนกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติ  
      เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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ภาพที่ 7 ลักษณะของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีเล้ียงร่วมกับแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SM1,  
    LPDD3-2 และ PT7 ท่ีเวลา 3, 5, 7, 9 และ 12 วัน ด้วยวิธี dual culture plate 
 

 
ภาพที่ 8 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบร่วมกับแบคทีเรียปฏิปักษ์  
   (A) ไอโซเลท SM1, (B) ไอโซเลท LPDD3-2, (C) ไอโซเลท PT7 และ (D) ชุดควบคุม ท่ีเวลา  
   7 วัน ด้วยวิธี dual culture plate ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดาท่ีก าลังขยาย  
   100 เท่า 

A B 

C D

 

10 µm 10 µm 

10 µm 10 µm 
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3.2 การระบุชนิดของเชื้อ Bacillus spp. โดยวิธีการวิเคราะห์ 16S rDNA 
จากการน าแบคทีเรียปฏิปักษ์ ท้ัง 3 ไอโซเลท (SM1, LPDD3-2 และ PT7) ตรวจ

วิเคราะห์ล าดับเบส โดยตรวจวิเคราะห์บริเวณ 16S ribosomal RNA gene (primer 27F, 1525R) 
พบว่า แบคทีเรียปฏิปักษ์ท้ัง 3 ไอโซเลท เป็นแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus spp. โดยแบคทีเรียปฏิปักษ์        
ไอโซเลท SM1 และ LPDD3-2 มีความสัมพันธ์ใกล้เคียงกันกับ B. subtilis ถึง 99 เปอร์เซ็นต์ 
(KU317797.1 และ JN584217.1 ตามล าดับ) (ตารางท่ี 2 และภาพท่ี 9) ส่วนแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซ
เลท PT7 มีความสัมพันธ์ ใก ล้ เ คียงกันกับ  B. amyloliquefaciens มากถึง  100 เปอร์ เซ็น ต์  
(KC692203.1) (ตารางท่ี 2 และภาพท่ี 9) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 9 ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมบริเวณยีน 16S rRNA ของแบคทีเรีย Basillus spp. 

 

ตารางที่ 2 ชนิดของแบคทีเรีย Bacillus spp. ท่ีวิเคราะห์โดยวิธี 16S rDNA 

Code primer Source Identity 
(%) 

Accession no. 

SM1 27F+1525R Bacillus subtilis 99 KU317797.1 
LPDD3-2 27F+1525R Bacillus subtilis 99 JN584217.1 

PT7 27F+1525R Bacillus amyloliquefaciens 100 KC692203.1 
 
 

0.00449568[72] 

0.18891605[100] 

0.00826806[53] 

0.0017112[76] 

0.00457853[85] 

KC633947.1 Achromobacter insolitus 

KC692203.1 Bacillus amyloliquefaciens 

No_3 (1e-8) 

No_1.1 (1e-8) 

No_1.2 (1e-8) 

JN584217.1 (3e-8) 

KU317797.1 (1.6e-7) Bacillus subtilis 

Bacillus subtilis 
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3.3 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งเชื้อรา R. microporus ด้วยวิธี 
pour plate และวิธี agar well diffusion  

จากการทดสอบประสิทธิภาพของเซลล์และสารปฏิปักษ์ของแบคทีเรียท้ัง 3 ไอโซเลท 
ด้วยวิธี pour plate พบว่า แบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละไอโซเลทสามารถผลิตสารปฏิปักษ์ยับยั้งการเจริญ
ของเช้ือรา R. microporus ได้แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม โดยเซลล์และสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของ B. subtilis ไอโซเลท SM1 สามารถยับยั้งเช้ือรา 
R. microporus ได้ดีท่ีสุด (96.67, 78.89 และ 63.33 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ) (ภาพท่ี 10) ในขณะท่ี
เซลล์และสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 สามารถยับยั้งเช้ือ
รา R. microporus ได้น้อย โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 68.89, 33.33 และ 15.00 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ (ภาพท่ี 10) ส าหรับลักษณะของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีเล้ียงร่วมกับเซลล์ของ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ท้ัง 3 ไอโซเลท มีลักษณะบางลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุม โดยท่ีเส้นใยเช้ือราท่ีเล้ียง
ร่วมกับเซลล์ของ B. subtilis ไอโซเลท SM1 มีลักษณะบางและเจริญได้น้อยมาก เมื่อเทียบกับกรรมวิธี
อื่นๆ ส่วนเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีเล้ียงร่วมกับสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งของ B. subtilis ไอโซเลท 
SM1 พบว่า มีการเจริญน้อยและอัดตัวกันแน่นเช่นเดียวกัน ในขณะท่ีเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ี
เล้ียงร่วมกับ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 พบว่า มีการเจริญใกล้เคียงกับชุดควบคุม แต่
ลักษณะของเส้นใยบางกว่า ส าหรับเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีเล้ียงร่วมกับสารปฏิปักษ์ท่ีนึ่งของ 
B. subtilis ไอโซเลท SM1 พบว่า เส้นใยมีลักษณะบางและเจริญน้อยเมื่อเทียบกับกรรมวิธีอื่นๆ 
ขณะท่ีเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีเล้ียงร่วมกับสารปฏิปักษ์ท่ีนึ่งของ B. amyloliquefaciens ไอ
โซเลท PT7 เส้นใยเจริญใกล้เคียงกับชุดควบคุม (ภาพท่ี 11) และจากการน าเส้นใยเช้ือรา R. 
microporus ท่ีเล้ียงร่วมกับแบคทีเรียปฏิปักษ์ท้ัง 3 ไอโซเลท ตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสง
ธรรมดาท่ีก าลังขยาย 100 เท่า เพื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่า เส้นใยท่ีเล้ียงร่วมกับเซลล์
ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ท้ัง 3 ไอโซเลท มีลักษณะผิดปกติ บิดเบี้ยว และกุดตัวลง (ภาพท่ี 12 A) ส่วน
เส้นใยท่ีเล้ียงร่วมกับสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของแบคทีเรีย พบว่า เส้นใยเช้ือรา R. microporus มี
ลักษณะผิดปกติเช่นเดียวกัน โดยปลายเส้นใยมีลักษณะโป่งพอง และบิดเบี้ยว (ภาพท่ี 12 B และ C) 
ในขณะท่ีชุดควบคุมปลายเส้นใยงอกยาวเป็นปกติ (ภาพท่ี 12 D) และผลการตรวจเส้นใยภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดท่ีเวลา 7 วัน พบว่า เส้นใยเช้ือราท่ีเล้ียงร่วมกับ B. subtilis ไอโซ
เลท SM1 ถูกท าลายโดยแบคทีเรียปลดปล่อยสารปฏิปักษ์ออกมาย่อยจนมองไม่เห็นเส้นใยเช้ือรา R. 
microporus (ภาพท่ี 13 A) ในขณะท่ีเซลล์ของ B. subtilis ไอโซเลท LPDD3-2 มีการเกาะบริเวณผิว
เส้นใยของเช้ือรา R. microporus ท าให้เส้นใยฝ่อ เกิดรอยย่นบนพื้นผิว เป็นรู และมีลักษณะผิดปกติ
อย่างชัดเจน (ภาพท่ี 13 B) ส่วนเส้นใยเช้ือราท่ีเล้ียงร่วมกับ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 มี
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เซลล์ของแบคทีเรียเกาะและเจาะบริเวณผิวเส้นใยของเช้ือราสาเหตุโรค ท าให้เกิดรอยย่นบนพื้นผิว 
เส้นใยฝ่อลงเช่นเดียวกัน แต่มีเซลล์ของแบคทีเรียน้อยกว่ากรรมวิธีอื่นๆ (ภาพท่ี 13 C) 

 

 

ภาพที่ 10 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเช้ือรา R. microporus โดยเซลล์และสารปฏิปักษ์ของ  
     B. subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 และ B. amyloliquefaciens PT7 ท่ี 
         เวลา 7 วัน ด้วยวิธี pour plate  
หมายเหตุ: แสดงเป็นค่าเฉล่ียจ านวน 4 ซ้ า; อักษรตัวพิมพ์เล็กท่ีเหมือนกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติ  
      เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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ภาพที่ 11 ลักษณะเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีเล้ียงร่วมกับเซลล์ สารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของ  
             B. subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 และ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท  
             PT7 ท่ีเวลา 7 วัน ด้วยวิธี pour plate 

 

ภาพที่ 12 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบกับ B. subtilis     
      ไอโซเลท SM1 (A) เซลล์ (B) สารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่ง (C) สารปฏิปักษ์ท่ีนึ่ง และ (D) ชุด 
              ควบคุม ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดาท่ีก าลังขยาย 100 เท่า 

SM1 LPDD3-2 PT7 Control 

fresh cell 

non-sterile of 
supernatant  

sterile of 
supernatant 

A B

 

C

 

D

 

10 µm 10 µm 

10 µm 10 µm 



36 
 

 

 

ภาพที่ 13 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบกับ (A) เซลล์ของ            
              B. subtilis ไอโซเลท SM1 (B) ไอโซเลท LPDD3-2 (C) B. amyloliquefaciens ไอโซเลท  
              PT7 และ (D) ชุดควบคุม ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิ เ ล็กตรอนแบบส่องกราดท่ี 
              ก าลังขยาย 1000 เท่า 

 

ส าหรับผลการทดสอบเซลล์และสารปฏิปักษ์ของแบคทีเรียแต่ละไอโซเลทในการยับยั้ง
เช้ือรา R. microporus ด้วยวิธี agar well diffusion เซลล์และสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของ B. 
subtilis ไอโซเลท SM1 สามารถยับยั้งเช้ือรา R. microporus ได้ดีเช่นเดียวกับการทดลองข้างต้น 
โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 66.00, 49.00 และ 39.00 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ในขณะท่ี B. 
amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 สามารถยับยั้งเช้ือรา R. microporus ได้น้อย (42.00, 22.00 
และ 11.00 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ) (ภาพท่ี 14) โดยกรรมวิธีที่ทดสอบกับเซลล์ของ B. subtilis ไอโซ
เลท SM1 เส้นใยมีลักษณะอัดตัวกันแน่น ไม่สามารถเจริญต่อไปได้ และมีลักษณะบางลง ในขณะท่ีเส้น
ใยเช้ือราท่ีทดสอบกับ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 เส้นใยมีการเจริญใกล้เคียงกับชุด
ควบคุม (ภาพท่ี 15) เมื่อน าเส้นใยเช้ือราตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดา พบว่า เส้นใยมี
ลักษณะบิดเบี้ยว ปลายเส้นใยโป่งพอง และกุดตัวลง ในขณะท่ีเส้นใยของชุดควบคุมปลายเส้นใยงอก
ยาวเป็นปกติ (ภาพท่ี 16) 
 

A B 

C D
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ภาพที่  14 เปอร์ เซ็นต์การยับยั้ งของ เซลล์และสารปฏิปักษ์ ท่ีไม่นึ่ งและนึ่ งของ B. subtilis   
       ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 และ B. amyloliquefaciens PT7 ในการยับยั้ง   
       เช้ือรา R. microporus ด้วยวิธี agar well diffusion 
หมายเหตุ: แสดงเป็นค่าเฉล่ียจ านวน 4 ซ้ า; อักษรตัวพิมพ์เล็กท่ีเหมือนกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติ  
      เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 

 
ภาพที่  15 ลักษณะเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ี เ ล้ียงร่วมกับเซลล์ สารปฏิปักษ์ ท่ี ไม่นึ่ ง 
              และนึ่งของ B. subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 และ B. amyloliquefaciens  
              ไอโซเลท PT7 ด้วยวิธี agar well diffusion 
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ภาพที่ 16 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบกับ B. subtilis     
      ไอโซเลท SM1 (A) เซลล์ (B) สารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่ง (C) สารปฏิปักษ์ท่ีนึ่งและ (D) ชุด 
              ควบคุม ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดาท่ีก าลังขยาย 100 เท่า 
 

3.4 ประสิทธิภาพของสารระเหยจากแบคที เ รียปฏิปักษ์ ในการยับยั้ ง เชื้อรา  R. 
microporus 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของสารระเหยจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ท้ัง 3 ไอโซเลท สาร
ระเหยจากเซลล์ สารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของ B. subtilis ไอโซเลท SM1 สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเช้ือรา R. microporus ได้ดีแต่น้อยกว่าวิธี pour plate โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 50.00, 30.00 
และ 17.00 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (ภาพท่ี 17) มีผลท าให้เส้นใยเช้ือรา R. microporus มีลักษณะบาง
ปลายเส้นใยอัดตัวกันแน่น ไม่สามารถเจริญต่อไปได้ (ภาพท่ี 18) ในขณะท่ีสารระเหยจากเซลล์และ
สารปฏิปักษ์ของ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 สามารถยับยั้งเช้ือราได้น้อย โดยเฉพาะ
กรรมวิธีท่ีทดสอบโดยสารปฏิปักษ์ท่ีนึ่งสามารถยับยั้งได้เพียง 8.00 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 17) ท าให้เส้น
ใยเช้ือรา R. microporus มีการเจริญใกล้เคียงชุดควบคุม (ภาพท่ี 18) เมื่อน าเส้นใยเช้ือรา R. 
microporus ท่ีเล้ียงร่วมกับเซลล์และสารปฏิปักษ์ของแบคทีเรีย ตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด
แสงธรรมดา พบว่า เส้นใยท่ีเล้ียงร่วมกับเซลล์ของแบคทีเรียมีลักษณะบิดเบ้ียว และกุดตัวลง ในขณะท่ี
เส้นใยท่ีเล้ียงร่วมกับสารปฏิปักษ์ของแบคทีเรียปลายเส้นใยมีลักษณะโป่งพอง และกุดตัวลงเล็กน้อย 
(ภาพท่ี 19) 
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ภาพที่  17 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งของสารระเหยจากเซลล์และสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของ 
              B. subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 และ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท      
              PT7 ในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus  

หมายเหตุ: แสดงเป็นค่าเฉล่ียจ านวน 4 ซ้ า; อักษรตัวพิมพ์เล็กท่ีเหมือนกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติ  
      เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 

 

ภาพที่  18 ลักษณะของเ ส้นใย เช้ือรา R. microporus ท่ี เ ล้ียงร่ วมกับสารระเหยจากเซลล์   
               สารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของ B. subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 และ    
       B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 
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ภาพที่ 19 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบกับ B. subtilis      
     ไอโซเลท SM1 (A) เซลล์ (B) สารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่ง (C) สารปฏิปักษ์ท่ีนึ่ง และ (D) ชุด 
      ควบคุม ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดาท่ีก าลังขยาย 100 เท่า 
 

3.5 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งเชื้อรา R. microporus บนชิ้นส่วน
พืช 

การทดสอบประสิทธิภาพของเซลล์และสารปฏิปักษ์ท้ังท่ีไม่นึ่งและนึ่งของแบคทีเรียใน
การยับยั้งเช้ือรา R. microporus บนชิ้นส่วนพืช พบว่า ท่อนยางท่ีแช่ในเซลล์และสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่ง
และนึ่งของ B. subtilis ไอโซเลท SM1 ยังสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือรา R. microporus ได้ดีแม้
ทดสอบบนช้ินส่วนพืช โดยเช้ือรา R. microporus สามารถเจริญได้เพียง 2.03, 3.55 และ 4.55 
เซนติเมตร ตามล าดับ และมีความแตกต่างกันทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบกับกรรมวิธีอื่นๆ ในขณะท่ี
ท่อนยางท่ีแช่ในเซลล์และสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 เช้ือ
รา R. microporus สามารถเจริญได้ใกล้เคียงกับชุดควบคุม โดยเฉพาะท่อนยางท่ีแช่ในสารปฏิปักษ์ท่ี
นึ่งเช้ือรา R. microporus สามารถเจริญได้ 6.70 เซนติเมตร แต่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p<0.05) 
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ซึ่งเช้ือราเจริญเต็มท่อนยาง 7 เซนติเมตร (ภาพท่ี 20) โดยทุกกรรมวิธี
มีผลท าให้เส้นใยเช้ือรา R. microporus มีลักษณะอัดตัวกันแน่น และไม่สามารถเจริญต่อไปได้ (ภาพ
ท่ี 21) อีกท้ังยังท าให้เส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบโดยเซลล์และสารปฏิปักษ์ท้ังท่ีไม่นึ่งและ
นึ่งของแบคทีเรียมีลักษณะผิดปกติ คือ ท าให้เส้นใยมีลักษณะบิดเบี้ยว ปลายเส้นใยมีลักษณะเล็กลง 
เมื่อตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดา (ภาพท่ี 22)  
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ภาพท่ี 20 การเจริญของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบโดยเซลล์ สารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่ง 
             ของ B. subtilis ไอโซเลท SM1 , ไอโซเลท LPDD3-2 และ B. amyloliquefaciens         
             ไอโซเลท PT7 ท่ีทดสอบบนชิ้นส่วนพืช 
หมายเหตุ: แสดงเป็นค่าเฉล่ียจ านวน 4 ซ้ า; อักษรตัวพิมพ์เล็กท่ีเหมือนกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติ  
      เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 

 
ภาพที่ 21 ลักษณะการเจริญของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีเ ล้ียงร่วมกับเซลล์และสาร 
      ปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของ B. subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 และ B.  
      amyloliquefaciens PT7 บนชิ้นส่วนพืช 
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ภาพที่ 22 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบกับ B. subtilis      
      ไอโซเลท SM1 (A) เซลล์  (B) สารปฏิปักษ์ ท่ี ไม่นึ่ ง  (C)  สารปฏิปักษ์ ท่ีนึ่ ง  และ  
      (D) ชุดควบคุม ภาพจากกล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดาท่ีก าลังขยาย 100 เท่า 

 
3.6 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งเชื้อรา R. microporus ที่มีการราด

แบคทีเรียตามล าดับชั้น 3 รูปแบบในดินผสม  
จากการทดสอบประสิทธิภาพของเซลล์และสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งท่ีมีการราด

แบคทีเรียปฏิปักษ์ตามล าดับช้ัน 3 รูปแบบในดินผสมนั้น การราดเซลล์ สารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่งของ 
B. subtilis ไอโซเลท SM1 แบบท่ี 1 สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือรา R. microporus ได้ดีท่ีสุด 
เช้ือราสามารถเจริญได้เพียง 1.90, 2.80 และ 4.35 เซนติเมตร ตามล าดับ (ภาพท่ี 23-25) โดยท าให้
เส้นใยอัดตัวกันแน่น ไม่สามารถเจริญต่อไปได้ (ภาพท่ี 26) รองลงมาคือ การราดเซลล์ สารปฏิปักษ์ท่ี
ไม่นึ่งและนึ่งแบบท่ี 1 ของ B. subtilis ไอโซเลท LPDD3-2 ท่ีเช้ือราสามารถเจริญได้ 3.03, 4.00 และ 
5.48 เซนติเมตร ตามล าดับ ในขณะท่ีการราดด้วย B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 ตามล าดับ
ช้ันท้ัง 3 รูปแบบในดินผสมสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือรา R. microporus ได้น้อย เมื่อ
เปรียบเทียบกับแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลทอื่นๆ (ภาพท่ี 23-25) ซึ่งจากการทดลองข้างต้นจะเห็นได้ว่า 
B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 มีประสิทธิภาพในการยับยั้ งการเจริญของเช้ือรา R. 
microporus ได้น้อย จึงได้คัดเลือก B. subtilis ไอโซเลท SM1 และ ไอโซเลท LPDD3-2 ไปใช้
ทดสอบในสภาพโรงเรือนทดลอง 
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ภาพที่ 23 การเจริญของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบกับเซลล์ของ B. subtilis ไอโซเลท  
              SM1 และ LPDD3-2 และ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 ในดินผสมท่ีมีการราด  
            3 รูปแบบ 
หมายเหตุ: แสดงเป็นค่าเฉล่ียจ านวน 4 ซ้ า; อักษรตัวพิมพ์เล็กท่ีเหมือนกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติ  
      เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 

 
ภาพที่ 24 การเจริญของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบกับสารปฏิปักษ์ ท่ีไม่นึ่งของ     
     B. subtilis ไอโซเลท SM1 และ LPDD3-2 และ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7  
     ในดินผสมท่ีมีการราด 3 รูปแบบ 
หมายเหตุ: แสดงเป็นค่าเฉล่ียจ านวน 4 ซ้ า; อักษรตัวพิมพ์เล็กท่ีเหมือนกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติ  
      เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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ภาพที่  25 การเจริญของเส้นใยเ ช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบกับสารปฏิปักษ์ ท่ีนึ่ ง ของ     
     B. subtilis ไอโซเลท SM1 และ LPDD3-2 และ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7  
     ในดินผสมท่ีมีการราด 3 รูปแบบ 
หมายเหตุ: แสดงเป็นค่าเฉล่ียจ านวน 4 ซ้ า; อักษรตัวพิมพ์เล็กท่ีเหมือนกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติ  
      เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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ภาพที่ 26 การเจริญของเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบกับเซลล์และสารปฏิปักษ์ท่ีไม่นึ่งและนึ่ง 
      ของ  B. subtilis ไอโซเลท SM1 , ไอโซเลท LPDD3-2 และ B. amyloliquefaciens         
             ไอโซเลท PT7 ในดินผสมแบบต่างๆ 

 

3.7 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมโรครากขาวของยางพาราในสภาพ
โรงเรือนทดลอง 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมโรครากขาวของ
ยางพาราในสภาพโรงเรือนทดลอง กรรมวิธีท่ีทดสอบโดย B. subtilis ท้ัง 2 ไอโซเลท (SM1 และ 
LPDD3-2) สามารถลดการเกิดโรครากขาวท้ังในส่วนเหนือดินและส่วนรากได้ไม่แตกต่างกัน โดย
กรรมวิธีท่ีทดสอบกับ B. subtilis ไอโซเลท SM1 มีแนวโน้มในการลดการเกิดโรครากขาวได้สูงท้ังใน
ส่วนเหนือดินและส่วนรากเมื่อเทียบกับกรรมวิธีอื่นๆ โดยสามารถลดการเกิดโรครากขาวในส่วนเหนือ
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ดินและส่วนรากได้ 72.22 และ 65.22 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (ตารางท่ี 3) อีกท้ังยังท าให้การ
เจริญเติบโตของต้นยางพาราทางด้านความสูง (163. 53 เซนติเมตร) เส้นผ่าศูนย์กลางล าต้น (13.28 
มิลลิเมตร) (ตารางท่ี 4) น้ าหนักสดและน้ าหนักแห้งของรากและส่วนเหนือดินมีแนวโน้มสูงขึ้นด้วย
เช่นกัน (ตารางท่ี 5) โดยลักษณะใบส่วนใหญ่ยังคงเขียวอยู่ ใบล่างมีสีจางลง ใบเหลืองเล็กน้อย (ภาพท่ี 
27) ส่วนบริเวณรากมีเส้นใยเช้ือรา R. microporus เจริญได้เพียงเล็กน้อย รากส่วนใหญ่ยังคงปกติ 
รากฝอยถูกท าลายบางส่วน (ภาพท่ี 28 และ 29 A) ในขณะท่ีกรรมวิธีท่ีใส่เช้ือรา R. microporus 
เพียงอย่างเดียว ต้นยางสามารถเจริญเติบโตได้น้อย มีความสูงและเส้นรอบวงผ่าศูนย์กลางล าต้น
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (137.50 เซนติเมตร และ 
10.26 มิลลิเมตร ตามล าดับ) (ตารางท่ี 4) น้ าหนักสดและน้ าหนักแห้งของรากและส่วนเหนือดินให้ผล
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เช่นเดียวกันเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ยกเว้น
น้ าหนักสดของรากท่ีให้ผลไม่แตกต่างกัน (69.87 กรัม) (ตารางท่ี 5) อีกท้ังกรรมวิธีท่ีใส่เช้ือรา R. 
microporus เพียงอย่างเดียว มีผลท าให้ต้นยางพาราแสดงอาการเกิดโรค โดยใบเปล่ียนเป็นสีเหลือง 
และขอบใบไหม้ (ภาพท่ี 27) บริเวณรากถูกท าลายจนมี สีด าและฝ่อ และมีเส้นใยเช้ือรา R. 
microporus เกาะท่ัวบริเวณราก (ภาพท่ี 28 และ 29 D) เมื่อน ารากตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
พบว่า กรรมวิธี ท่ี ใ ส่เ ช้ือรา R. microporus เพียงอย่างเดียว มี ลักษณะของเส้นใยเช้ือรา R. 
microporus เข้าไปเจริญอยู่ภายในเซลล์ของราก ในขณะท่ีกรรมวิธีท่ีทดสอบกับ B. subtilis ไอโซ
เลท SM1 มีส่วนท่ีเคล่ือนไหวอยู่ภายในเส้นใยเช้ือรา R. microporus จึงสันนิษฐานว่าเป็นเซลล์ของ
แบคทีเรียเคล่ือนไหวอยู่ภายในและบริเวณรอบๆเส้นใยเช้ือราท าให้เช้ือรา R. microporus เจริญอยู่
ภายในเซลล์รากเพียงเล็กน้อย (ภาพท่ี 30) 
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ตารางที่ 3 ความสามารถของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมเช้ือรา R. microporus  

Treatment Disease incidence (%) Disease reduction (%) 
aerial stem root aerial stem root 

R. microporus + 
B. subtilis isolate 
SM1 

27.78 ± 6.42 c 34.78 ± 6.15 c 72.22 ± 6.92 a 65.22 ± 6.15 a 

R. microporus + 
B. subtilis isolate 
LPDD3-2 

30.56 ± 9.21 bc 41.30 ± 3.77 bc 69.44 ± 9.21 a 58.70 ± 3.77 ab 

R. microporus + 
chemical 

44.44 ± 7.86 b 47.83 ± 4.35 b 55.56 ± 7.86 b 52.17 ± 4.35 b 

R. microporus  77.78 ± 7.86 a 93.78 ± 6.15 a 22.22 ± 7.86 c 6.52 ± 3.77 c 
Control - - - - 
F-test * * * * 
C.V. (%) 19.78 9.80 16.27 11.66 

หมายเหตุ: แสดงเป็นค่าเฉล่ียจ านวน 4 ซ้ า; ตัวอักษรพิมพ์เล็กท่ีเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันไม่มี 
     ความแตกต่างทางสถิติ * = มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT ท่ีระดับ 
     ความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 

ภาพที่ 27 ลักษณะต้นยางท่ีทดสอบโดยใส่เช้ือรา R. microporus ร่วมกับ B. subtilis (A) ไอโซเลท  
             SM1 (B) ไอโซเลท LPDD3-2 (C) ใส่เช้ือรา R. microporus ร่วมกับสารเคมี (D) ใส่เช้ือรา  
              R. microporus เพียงอย่างเดียว และ (E) ชุดควบคุม 
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ภาพที่ 28 ลักษณะของรากท่ีทดสอบโดยใส่เช้ือรา R. microporus ร่วมกับ B. subtilis (A) ไอโซเลท  
             SM1 (B) ไอโซเลท LPDD3-2 (C) ใส่เช้ือรา R. microporus ร่วมกับสารเคมี (D) ใส่เช้ือรา  
              R. microporus เพียงอย่างเดียว และ (E) ชุดควบคุม 

 

ภาพที่ 29 ลักษณะรากของยางพาราท่ีทดสอบโดยใส่เช้ือรา R. microporus ร่วมกับ B. subtilis (A)  
              ไอโซเลท SM1 (B) ไอโซเลท LPDD3-2 (C) ใส่เช้ือรา R. microporus ร่วมกับสารเคมี (D)  
              ใส่เช้ือรา R. microporus เพียงอย่างเดียว และ (E) ชุดควบคุม 
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ภาพที่ 30 ลักษณะเซลล์รากของยางพาราท่ีทดสอบโดยใส่เช้ือรา R. microporus ร่วมกับ B. subtilis  
             (A) ไอโซเลท SM1 (B) ไอโซเลท LPDD3-2 (C) ใส่เช้ือรา R. microporus ร่วมกับสารเคมี  
             (D) ใส่เช้ือรา R. microporus เพียงอย่างเดียว และ (E) เซลล์รากยางปกติ ภายใต้กล้อง 
             จุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดาท่ีก าลังขยาย 100 เท่า  

 

ตารางที่ 4 ความสูงของต้นยางพาราและเส้นรอบวงล าต้นหลังส้ินสุดการทดลอง 

Treatment Heights (cm) Diameters (mm) 
R. microporus + B. subtilis SM1  163.53 ± 14.16 a 13.28 ± 0.42 a 
R. microporus + B. subtilis LPDD3-2 156.50 ± 2.50 a 12.88 ± 0.14 a 
R. microporus + chemical  152.98 ± 6.10 a 12.03 ± 0.35 b 
R. microporus  137.50 ± 9.01 b 10.26 ± 0.69 c 
Control 161.63 ± 1.08 a 13.04 ± 0.37 a 
F-test * * 
C.V. (%) 6.04 4.39 

หมายเหตุ: แสดงเป็นค่าเฉล่ียจ านวน 4 ซ้ า; ตัวอักษรพิมพ์เล็กท่ีเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันไม่มี 
     ความแตกต่างทางสถิติ * = มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT ท่ีระดับ 
     ความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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ตารางที่ 5 น้ าหนักสดและน้ าหนักแห้งของยางพาราหลังส้ินสุดการทดลอง  

Treatment Fresh and dry weights (g) Dry weights (g) 
root stem leaf root stem leaf 

R. microporus + B. 
subtilis SM1  

99.05 ± 10.19 a 73.26 ± 2.89 a 45.80 ± 9.93 a 49.04 ± 3.44 a 16.01 ± 0.26 a 27.02 ± 3.07 a 

R. microporus + B. 
subtilis LPDD3-2 

88.63 ± 22.94 ab 70.98 ± 4.25 a 40.08 ± 11.97 ab 43.01 ± 10.20 ab 15.16 ± 0.66 ab 24.03 ± 4.84 ab 

R. microporus + 
chemical  

81.00 ± 2.13 ab 65.31 ± 9.46 ab 34.01 ± 3.38 ab 40.17 ± 8.68 ab 14.10 ± 0.77 b 22.12 ± 4.05 ab 

R. microporus  69.87 ± 16.12 b 59.91 ± 5.88 b 25.99 ± 2.87 b 32.72 ± 8.05 b 12.89 ± 0.78 c 17.85 ± 1.88 b 
Control 98.11 ± 17.79 ab 71.93 ± 2.58 a 44.48 ± 12.43 a 48.89 ± 9.36 a 15.22 ± 0.52 ab 26.75 ± 7.38 a 
F-test * * * * * * 
C.V. (%) 9.88 9.43 27.66 5.33 4.95 22.71 

หมายเหตุ: แสดงเป็นค่าเฉล่ียจ านวน 4 ซ้ า; ตัวอักษรพิมพ์เล็กท่ีเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติ * = มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อทดสอบ 
      ด้วยวิธี DMRT ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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3.8 ผลการวิเคราะห์ปริมาณธาตุอาหารในดินก่อนและหลังปลูก และความเข้มข้นของ
ธาตุอาหารในใบยางพารา 

จากการวิเคราะห์ธาตุอาหารในดินก่อนปลูกมีค่าพีเอชอยู่ในระดับปานกลาง (5.35) 
ปริมาณอินทรียวัตถุ 5.20 กรัมต่อกิโลกรัม ปริมาณไนโตรเจนท้ังหมดเท่ากับ 0.29 กรัมต่อกิโลกรัม 
ปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์เท่ากับ 9.61 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และปริมาณโพแทสเซียมท่ี
แลกเปล่ียนได้เท่ากับ 0.03 เซนติโมลต่อกิโลกรัม ซึ่งธาตุอาหารส่วนใหญ่อยู่ในระดับต่ า เมื่อเทียบกับ
ระดับของธาตุอาหารท่ีเหมาะสมในดินปลูกยางพารา (นุชนารถ, 2554) (ตารางท่ี 6) เมื่อส้ินสุดการ
ทดลองทุกกรรมวิธีท่ีทดสอบมีแนวโน้มท าให้ค่าพีเอช ปริมาณอินทรียวัตถุ และปริมาณธาตุอาหาร
เพิ่มขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับดินก่อนปลูก โดยเฉพาะกรรมวิธีท่ีใส่เช้ื อรา R. microporus ร่วมกับ
แบคทีเรีย B. subtilis ไอโซเลท SM1 ท่ีปริมาณอินทรียวัตถุและปริมาณธาตุอาหารมีแนวโน้มเพิ่มขึ้น
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม โดยมีค่าพีเอชเท่ากับ 5.59 ปริมาณอินทรียวัตถุเท่ากับ 9.01 กรัมต่อ
กิโลกรัม  ไนโตรเจนท้ังหมด ฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ และปริมาณโพแทสเซียมท่ีแลกเปล่ียนได้
เท่ากับ 0.41 กรัมต่อกิโลกรัม  16.45 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม และ 0.18 เซนติโมลต่อกิโลกรัม ตามล าดับ 
ในขณะท่ีกรรมวิธีท่ีทดสอบโดยใส่เช้ือรา R. microporus เพียงอย่างเดียว ปริมาณธาตุอาหารมี
แนวโน้มน้อยลงเมื่อเทียบกับชุดควบคุม ขณะท่ีปริมาณอินทรียวัตถุท่ีมีแนวโน้มสูงกว่าชุดควบคุม 
(ตารางท่ี 7) 

 
ตารางที่ 6 สมบัติบางประการของดินก่อนการทดลอง  

Parameter  Analytical value Optimum lavel 
(นุชนารถ, 2554) 

Interpretation 

pH (1 : 5) 5.35 4.5-5.5 moderate 
organic matter (g kg-1) 5.20 10-25 low 
Total N (g kg-1) 0.29 1.1-2.5 low 
Avai. P (mg kg-1) 9.61 11-30 low 
Exch. K (cmolc kg-1) 0.03 0.10-0.15 low 
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ตารางที่ 7 ปริมาณธาตุอาหารในดินท่ีปลูกยางพาราหลังส้ินสุดการทดลอง 

Treatment pH 
(1:5) 

Organic matter  
(g kg-1) 

Total N 
(g kg-1) 

Avai. P 
 (mg kg-1) 

Exch. K 
 (cmolc kg-1) 

R. microporus + B. 
subtilis SM1  

5.59 ± 0.08 a 9.01 ± 0.90 a 0.41 ± 0.03 a 16.45 ± 2.48 a 0.18 ± 0.02 

R. microporus + B. 
subtilis LPDD3-2 

5.48 ± 0.08 ab 8.71 ± 0.87 ab 0.39 ± 0.01 a 15.34 ± 1.79 ab 0.18 ± 0.01 

R. microporus + chemical 5.53 ± 0.05 ab 8.11 ± 0.81 ab 0.40 ± 0.05 a 15.38 ± 2.58 ab 0.19 ± 0.01 
R. microporus  5.39 ± 0.08 b 6.61 ± 0.66 bc 0.30 ± 0.05 b 11.53 ± 0.91 b 0.17 ± 0.02 
Control 5.53 ± 0.08 ab 5.84 ± 0.58 b 0.40 ± 0.02 a 13.78 ± 3.57 ab 0.18 ± 0.02  
F-test * * * * NS 
C.V. (%) 1.52 18.50 11.83 19.37 0.00 

หมายเหตุ: แสดงเป็นค่าเฉล่ียจ านวน 4 ซ้ า; ตัวอักษรพิมพ์เล็กท่ีเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันไม่มีความแตกต่างทางสถิติ * = มีความแตกต่างทางสถิติ และ NS=  
      ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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ส่วนความเข้มข้นของธาตุอาหารในใบยางพาราหลังส้ินสุดการทดลอง พบว่า กรรมวิธีที่
ใส่เช้ือรา R. microporus ร่วมกับ B. subtilis ไอโซเลท LPDD3-2 มีความเข้มข้นของไนโตรเจนสูง 
(35.36 กรัมต่อกิโลกรัม) และความเข้มข้นของฟอสฟอรัสมีแนวโน้มสูงด้วยเช่นกัน (1.85 กรัมต่อ
กิโลกรัม) แต่ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีท่ีใส่เช้ือรา R. 
microporus ร่วมกับ B. subtilis ไอโซเลท SM1 และชุดควบคุม ท่ีมีความเข้มข้นของไนโตรเจน
เท่ากับ 30.18 และ 30.80 กรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ และความเข้มข้นของธาตุฟอสฟอรัสเท่ากับ 
1.75 และ 1.77 กรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดับ ส าหรับความเข้มข้นของโพแทสเซียม กรรมวิธีท่ีใส่เช้ือรา 
R. microporus ร่วมกับ B. subtilis ไอโซเลท SM1 มีแนวโน้มท าให้ความเข้มข้นของโพแทสเซียม
สูงสุด (10.46 กรัมต่อกิโลกรัม) เมื่อเทียบกับกรรมวิธีอื่นๆ (ตารางท่ี 8) 
 

ตารางที่ 8 ความเข้มข้นของธาตุอาหารในใบยางพาราหลังส้ินสุดการทดลอง 

Treatment N  P K 
(g kg-1) 

R. microporus + B. subtilis 
SM1  

30.18 ± 1.37 ab  1.75 ± 0.04 a 10.46 ± 1.94 a 

R. microporus + B. subtilis 
LPDD3-2 

35.36 ± 6.51 a  1.85 ± 0.08 a 8.14 ± 1.08 ab 

R. microporus + chemical  28.05 ± 3.66 b  1.56 ± 0.04 b 8.49 ± 0.90 ab 
R. microporus  27.77 ± 2.30 b  1.74 ± 0.09 a 7.98 ± 0.33 b 
Control 30.80 ± 0.48 ab  1.77 ± 0.08 a 8.98 ± 1.49 ab  
F-test * * * 
C.V. (%) 14.03 4.82 16.66 
หมายเหตุ: แสดงเป็นค่าเฉล่ียจ านวน 4 ซ้ า; ตัวอักษรพิมพ์เล็กท่ีเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันไม่มี 
     ความแตกต่างทางสถิติ * = มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT ท่ีระดับ 
     ความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 

 

 

 



54 
 

 

บทท่ี 4 
วิจารณ์ผลการทดลอง 

 

1. การคัดเลือกแบคทีเรีย Bacillus spp. ที่มีศักยภาพสูงในการเป็นปฏิปักษ์ต่อเชื้อรา R. 
microporus 
     แบคทีเรียท่ีคัดเลือกจากห้องปฏิบัติการจุลชีววิทยาของดินท้ัง 44 ไอโซเลท เป็นแบคทีเรีย
ท่ีคัดแยกได้จากดินท้ังหมด บางไอโซเลทมาจากพื้นท่ีเดียวกัน และบางไอโซเลทมาจากคนละพื้นท่ีกัน 
ซึ่งความสามารถในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus ของแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละไอโซเลทแม้มาจาก
พื้นท่ีเดียวกัน แต่มีศักยภาพในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus ท่ีแตกต่างกัน เช่นแบคทีเรียท่ีได้จาก
ดินในจังหวัดล าพูนท่ีบางไอโซเลทสามารถยับยั้งเช้ือราได้น้อยกว่า 25 เปอร์เซ็นต์ (ไอโซเลท LPDD10-
1, LPDD9-13, LPDD9-12, LPDD9-6 และ LPDD3-3 ) โดยเส้นใยเช้ือรามีการเจริญผ่านแนวของ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ บางไอโซเลทสามารถยับยั้งเช้ือราได้ต้ังแต่ 26-50 เปอร์เซ็นต์ (ไอโซเลท LPDD9-9, 
LPDD9-17, LPDD10-3, LPDD10-4) (ตารางท่ี 1) ท าให้เส้นใยมีลักษณะอัดตัวกันแน่นเมื่อเจริญเข้า
ใกล้แบคทีเรียปฏิปักษ์ และบางไอโซเลทสามารถยับยั้งเช้ือรา R. microporus ได้ต้ังแต่ 51 เปอร์เซ็นต์
ขึ้นไป (ไอโซเลท LPDD3-2) โดยท าให้เส้นใยเช้ือรามีลักษณะอัดตัวกันแน่น ไม่สามารถเจริญผ่านแนว
ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ได้ (ภาพท่ี 4) ซึ่งบ่งบอกได้ว่าในสภาพพื้นท่ีเดียวกัน มีความหลากหลายของ
จุลินทรีย์ท่ีมีคุณลักษณะท่ีแตกต่างกัน โดยแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีมีศักยภาพในการยับยั้งเช้ือรา R. 
microporus ประกอบด้วยแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SM1 (ได้จากดินในพื้นท่ีปลูกพืชสวนครัวใน
จังหวัดสงขลา) LPDD3-2 (ได้จากดินในพื้นท่ีปลูกพืชท่ัวไปในจังหวัดล าพูน) และ PT7 (ได้จากดินใน
พื้นท่ีปลูกยางพาราในจังหวัดพัทลุง) โดยท่ีแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SM1 และ LPDD3-2 มีลักษณะ
โคโลนีคล้ายกันเจริญสม่ าเสมอตามแนวท่ีขีดเช้ือ สีขุ่นไม่ข้ึนเงา ขอบเกล้ียงไม่มีรอยเว้า ผิวหน้าโคโลนี
เรียบเป็นแผ่นบาง ส่วนแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท PT7 โคโลนีเจริญกระจัดกระจายตามแนวที่ขีดเช้ือ 
สีขุ่นทึบ รูปร่างกลมและนูนโค้งสูงจากผิวหน้าอาหาร ผิวหน้าโคโลนีเรียบมันวาว และมีความหนืด  
(ภาพท่ี 5) 
     เมื่อน าแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SM1, LPDD3-2 และ PT7 ทดสอบด้วยวิธี dual 
culture plate ซ้ าอีกครั้งท่ีเวลา 3, 5, 7, 9 และ 12 วัน แบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SM1 มีศักยภาพ
ในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus ได้ดีทุกช่วงเวลาท่ีทดสอบ โดยเฉพาะท่ีเวลา 7 วัน สามารถยับยั้ง
เช้ือราได้ 66.43 เปอร์เซ็นต์ (ภาพท่ี 6) โดยแบคทีเรียมีการแข่งขัน (competition) และครอบครอง
พื้นท่ีได้ดี ท าให้เกิดบริเวณยับยั้งระหว่างเช้ือรากับแบคทีเรียปฏิปักษ์ ซึ่งการเกิดบริเวณยับยั้งอาจ
เนื่องจากแบคทีเรียปฏิปักษ์มีการปลดปล่อยสารบางอย่างท่ีสามารถละลายน้ าและแพร่ซึมเข้าไปใน
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อาหารได้ ซึ่งสารท่ีแบคทีเรียปฏิปักษ์ปล่อยออกมามีฤทธิ์ในการต่อต้านเช้ือรา (สุชล, 2539) ท าให้เช้ือ
ราไม่สามารถเจริญเติบโตหรืออาศัยบริเวณท่ีมีเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์อยู่ได้ โดยสังเกตได้จากการมี
บริเวณยับยั้งท่ีกว้าง (ภาพท่ี 7) อีกท้ังยังมีผลท าให้เส้นใยเช้ือราท่ีเจริญร่วมกับแบคทีเรียปฏิปักษ์มี
ลักษณะบิดเบี้ยวและกุดลง เมื่อตรวจลักษณะโครงสร้างภายในภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสง
ธรรมดา (ภาพท่ี 8) 
 

2. การระบุชนิดของเชื้อ Bacillus spp. โดยวิธีการวิเคราะห์ 16S rDNA 
     จากการระบุชนิดของเช้ือ Bacillus spp. โดยตรวจวิเคราะห์ล าดับเบสนั้น แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ท้ัง 3 ไอโซเลท (SM1, LPDD3-2 และ PT7) เป็นแบคทีเรียในกลุ่ม  Bacillus spp. โดย
แบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SM1 และ LPDD3-2 เป็นแบคทีเรีย B. subtilis ส่วนแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอ
โซเลท PT7 เป็นแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens (ภาพท่ี 9 และตารางท่ี 2) ซึ่งแบคทีเรียกลุ่ม 
Bacillus spp. เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถพบได้ท่ัวไปตามธรรมชาติและมีท่ัวไปในดิน (Madika et al., 
2017) มีการสร้างเอนโดสปอร์ท่ีทนต่อความเครียดท่ีมาจากปัจจัยทางกายภาพและปัจจัยทางชีวภาพ
ได้ ท าให้อาศัยอยู่ได้ภายใต้สภาวะแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม ซึ่งได้มีรายงานการน าแบคทีเรีย B. subtilis 

และแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens มาใช้ควบคุมเช้ือสาเหตุโรคหลายชนิด โดยแบคทีเรีย B. 
subtilis สามารถยับยั้ งการเจริญของเ ช้ือรา Pyricularia grisea, Xanthomonas oryzae pv 
oryzae และ Rhizoctonia solani สาเหตุโรคใบไหม้และกาบใบแห้งของข้าวได้ (Leelasuphakul 
et al., 2006; Ku Asmah and Sapak, 2020) ยับยั้งเช้ือรา Fusarium oxysporum f. sp. สาเหตุ
โรครากเน่าโคนเน่าของแตงกวา และโรคเห่ียวของแตงกวา แตงโม และแตงไทย (Al-Tuwaigri, 2008; 
Cao et al., 2011) เช้ือรา Penicillium digitatum สาเหตุโรคผลเน่าของผลส้ม (Leelasuphakul 
et al., 2008) และเช้ือรา Helminthosporium spp., Alternaria spp. เช้ือสาเหตุโรคของมะเขือ
เทศ (Matar et al., 2009)  ส่วนแบคทีเรีย  B. amyloliquefaciens สามารถยับยั้ ง เ ช้ือรา F. 
oxysporum สาเหตุโรคเหี่ยวของแตงกวา (Xu et al.,  2014) ยับยั้งเช้ือรา Colletotrichum 
lagenarium สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของแตงโม (Kim and Chung, 2004) นอกจากแบคทีเรีย B. 
subtilis และแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens แล้วยังมี Bacillus spp. ชนิดอื่นท่ีสามารถยับยั้งเช้ือ
สาเหตุโรคพืชได้อีกหลายชนิด เช่น แบคทีเรีย B. pumilus W1L1 ท่ีสามารถยับยั้งเช้ือรา P. 
digitatum (Thonglem et al., 2007) แบคทีเรีย B. siamensis S3 และ B. tequilensis S5 ท่ี
สามารถยับยั้งเช้ือรา Pestalotiopsis versicolor ได้ (Ali et al., 2020) 
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3. ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งเชื้อรา R. microporus ด้วยวิธี pour 
plate และวิธี agar well diffusion 
     การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus ด้วย
วิธี pour plate เป็นวิธีท่ีแบคทีเรียมีการปลดปล่อยสารปฏิปักษ์ออกมาสัมผัสกับเช้ือราโดยตรง 
ในขณะท่ีการยับยั้งเช้ือราด้วยวิธี agar well diffusion เป็นวิธีท่ีเช้ือแบคทีเรียและเช้ือราแก่งแย่งพื้นท่ี
ในการเจริญ ด้วยเหตุนี้จึงท าให้การทดสอบด้วยวิธี pour plate ให้ผลการยับยั้งสูงกว่าวิธี agar well 
diffusion โดยท่ีแบคทีเรีย B. subtilis ไอโซเลท SM1 เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถยับยั้งเช้ือรา R. 
microporus ได้ดีท้ัง 2 วิธีท่ีทดสอบสามารถสร้างสารปฏิปักษ์ออกมายับยั้งเช้ือรา R. microporus ได้
ถึง  96.67 เปอร์ เซ็นต์ (วิธี  pour plate) (ภาพท่ี 10) และ 66.00 เปอร์ เซ็นต์ (วิธี  agar well 
diffusion) (ภาพท่ี 14) ในขณะท่ีสารปฏิปักษ์ของ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 สามารถ
ยับยั้งเช้ือราได้น้อย เนื่องจากการเพิ่มปริมาณเช้ือใช้เวลานาน เช้ือเจริญเติบโตช้า โคโลนีมีลักษณะ
หนืด เป็นเมือก การกรองแยกเซลล์ใช้เวลานาน ท าให้ได้ปริมาณเช้ือน้อย และมีโอกาสปนเป้ือนได้ง่าย 
ซึ่งบ่งบอกได้ว่า แบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีอยู่ในกลุ่มเดียวกัน แต่คนละชนิดมีความสามารถยับยั้งเช้ือราได้
แตกต่างกัน นอกจากนี้สารปฏิปักษ์ท่ีทนความร้อนของ B. subtilis ไอโซเลท SM1 ยังมีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus ได้ดี แม้ผ่านความร้อนท่ีสูงถึง 121 องศาเซลเซียส บ่งบอกได้ว่า 
แม้ในสภาวะท่ีอุณหภูมิในธรรมชาติสูงขึ้น B. subtilis ไอโซเลท SM1 ก็ยังสามารถอาศัยหรือเจริญอยู่
ได้ ซึ่งเป็นข้อดีอีกประการหนึ่งของแบคทีเรียท่ีสามารถน ามาใช้ควบคุมโรครากขาวได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ โดยสอดคล้องกับสารปฏิปักษ์ท่ีไม่ทนและทนความร้อนของ B. subtilis ไอโซเลท 
LPDD3-1 ท่ีสามารถยับยั้งเช้ือรา Alternaria spp. สาเหตุโรคใบจุดในผักสลัดได้ (Rotniam et al., 
2008) และสารปฏิปักษ์ของ B. megaterium, B. pumilus และ B. firmus ท่ีสามารถยับยั้งเช้ือรา 
Rhizoctonia solani สาเหตุโรคกาบใบแห้งของข้าว (Pengnoo et al., 2000) และโรคใบไหม้ของ
ถั่วหรั่ง (Chumthong et al., 2008; Pengnoo et al., 2006)  

    ซึ่งการสร้างสารปฏิปักษ์ของ B. subtilis ไอโซเลท SM1 มีผลท าให้เส้นใยเช้ือรา R. 
microporus มีลักษณะบางและอัดตัวกันแน่น ไม่สามารถเจริญต่อไปได้ (ภาพท่ี 11) เป็นส่ิงท่ีแสดงได้
ว่า B. subtilis ไอโซเลท SM1 สามารถท าลายเช้ือรา R. microporus ได้อย่างแท้จริง เมื่อเทียบกับ
การแก่งแย่งพื้นท่ีในการเจริญระหว่างแบคทีเรียกับเช้ือรา (ภาพท่ี 15) เมื่อตัดปลายเส้นใยของเช้ือรา 
R. microporus ท่ีเล้ียงร่วมกับแบคทีเรียตรวจลักษณะโครงสร้างภายในภายใต้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด มีเซลล์ของแบคทีเรียเกาะติดบริเวณผิวของเส้นใยเช้ือรา R. microporus 
ท าให้เกิดรอยย่นบนพื้นผิว และเป็นรู เนื่องจากแบคทีเรียอาจปลดปล่อยสารออกมาท่ีสามารถย่อย
ผนังเซลล์ของเช้ือรา R. microporus ได้ ท าให้เส้นใยฝ่อและมีลักษณะผิดรูปอย่างชัดเจน (ภาพท่ี 13) 
ซึ่งลักษณะดังกล่าวให้ผลสอดคล้องกับลักษณะเส้นใยท่ีตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดา 
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ท่ีท าให้เส้นใยมีลักษณะบิดเบ้ียว ผิดรูป และกุดตัวลง (ภาพท่ี 12) เช่นเดียวกับ B. subtilis ท่ีท าให้เส้น
ใ ย เ ช้ื อ ร า  Colletotrichum gloeosporioides, Alternaria alternata, Macrophomina sp., 
Sclerotium rolfesii,  และ F. oxysporum เกิดอาการบวม เยื่อหุ้มเซลล์แตก เส้นใยเล็กลงและบิด
เบี้ยว (Ashwini and Srividya, 2014; Abdelmoteleb et al., 2017; Khan et al., 2018) และ B. 
amyloliquefaciens ท่ีท าให้เส้นใยเช้ือรา Sclerotinia sclerotiorum โค้งงอ เยื่อหุ้มเซลล์แตก 
(Rahman et al., 2016) และเส้นใยของ Magnaporthe oryzae มีการหดตัว บิดเบี้ยวบางส่วน 
พื้นผิวเส้นใยหยาบ กลวง และมีรอยย่น (Sha et al., 2020) ส าหรับสารปฏิปักษ์ท่ีแบคทีเรีย Bacillus 
spp. ผลิตออกมาเป็นสารท่ีมีส่วนประกอบเป็นสารปฏิชีวนะ เช่น สารปฏิชีวนะท่ีสามารถย่อยแป้งได้ 

อาจ เป็นสาร ท่ีอยู่ ในก ลุ่ม  α-amylasebacilysocin (Chumthong, 2009 )  bacillomycin D, 
bacillomycin, fengycin, iturin, surfactin (Cho et al., 2003; Nagy et al., 2012; Torres et 
al., 2016; Zalila-Kolsi et al., 2016) gramicidin, tyrocidine, bacitracin, subtilin, 
mycobacillin, bacilysin (Mannanov and Sattarova, 2001) iturin A, tasA, mersacidin (Chen 
et al., 2016; Zho et al., 2020)  macrolactin, bacillaene ( chen, et al., 2018)  แ ล ะ 
bacilysocin (Tamehiro et al., 2002)  
 

4. ประสิทธิภาพของสารระเหยจากแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งเชื้อรา R. microporus 
    กลไกในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus นอกจากการท าลายโดยการปลดปล่อยสาร

ปฏิปักษ์ออกมาสัมผัสกับเช้ือราโดยตรงและการแก่งแย่งพื้นท่ีในการเจริญแล้ว การสร้างสารระเหย 
(volatile substances) ของแบคทีเรียยังสามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือราได้ โดยสารระเหยท่ี
แบคทีเรีย Bacillus spp. ผลิตและปลดปล่อยออกมาประกอบด้วย hydrocarbons, ketones, 
alcohols, aldehydes, ester, acids, aromatics, สารประกอบท่ีมี sulfur and nitrogen เป็นหลัก 
(Kai, 2020) 2-tridecanone, pyrazine (2, 5-dimethyl), benzothiazole, phenol (4-chloro-3-
methyl) (Gao et al., 2017)  dimethylsulfoxide, 1 -butanol, and 3 -hydroxy-2 -butanone 
(acetoin) (Lim et al., 2017) โดยท่ี B. subtilis ไอโซเลท SM1 สามารถปลดปล่อยสารระเหย
ออกมายับยั้งการเจริญของเช้ือรา R. microporus ได้ (50 เปอร์เซ็นต์) (ภาพท่ี 17) ท าให้เส้นใยมี
ลักษณะบาง สามารถเจริญได้น้อย (ภาพท่ี 18) อีกท้ังท าให้เส้นใยเช้ือรา R. microporus มีลักษณะ
บิดเบี้ยว โป่งพองบริเวณปลายเส้นใย และกุดตัวลงเช่นกัน เมื่อตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสง
ธรรมดา (ภาพท่ี 19) แสดงว่าในการควบคุมเช้ือสาเหตุโรครากขาวของ B. subtilis ไอโซเลท SM1 
ไม่ได้มีเพียงแค่การเจาะท าลายเส้นใย แต่การปลดปล่อยสารระเหยของแบคทีเรียยังสามารถยับยั้งการ
เจริญของเช้ือราได้ดี โดยสารระเหยท่ีแบคทีเรียปลดปล่อยออกมาสามารถแพร่กระจายได้ในระยะไกล 
ท าให้เช้ือรา R. microporus ไม่สามารถเจริญอยู่ได้ในบริเวณท่ีมีสารระเหย และถึงแม้เส้นใยอาจ
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สามารถเจริญไปได้ แต่เส้นใยของเช้ือราหรือส่วนขยายพันธุ์อาจผิดปกติ ซึ่งเป็นข้อดีในการน า
แบคทีเรียไปใช้ควบคุมโรคโดยท่ีแบคทีเรียไม่จ าเป็นต้องสัมผัสกับเช้ือราโดยตรงก็สามารถสร้างสาร
ระเหยแพร่กระจายไปในดิน ท าให้ส่งเสริมการควบคุมโรคให้มีประ สิทธิภาพมากยิ่งขึ้น ซึ่งให้ผล
สอดคล้องกับสารระเหยจากแบคทีเรีย Bacillus spp. ท่ีสามารถยับย้ังเช้ือรา S. sclerotiorum ท าให้
เกิดความผิดปกติทางสัณฐานวิทยาของเส้นใยและลดการผลิต sclerotoid ของเช้ือรา (Liu et al., 
2008)  ส า ร ร ะ เ ห ย ข อ ง แ บค ที เ รี ย  B. subtilis ท่ี ส า ม า ร ถ ยั บ ยั้ ง เ ช้ื อ ร า  Colletotrichum 
gloeosporioides, Monilinia Fracticola แ ล ะ  F. oxysporum f. sp. lycopersici ไ ด้ ดี  
( Ramyabharathi and Thiruvengadam, 2014; Gao et al., 2017)  แ ล ะ ส า ร ร ะ เ ห ย ข อง  B. 
amyloliquefaciens ท่ียับย้ังเช้ือรา F. oxysporum (Yuan et al., 2012; Wu et al., 2019)   
 

5. ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งเชื้อรา R. microporus บนชิ้นส่วน
พืช และในดินผสม 

    เช้ือรา R. microporus เป็นเช้ือท่ีอาศัยอยู่ในดิน เข้าท าลายต้นยางบริเวณรากและล าต้น 
โดยใช้เอนไซม์ท่ีถูกปล่อยออกนอกเซลล์ เช่น เซลลูเลส เฮมิเซลลูเลส ย่อยสลายเนื้อไม้ (Nandris et 
al., 1987) จึงได้จ าลองสภาพแวดล้อมให้มีสภาพใกล้เคียงกับธรรมชาติ โดยทดสอบประสิทธิภาพของ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมเช้ือรา R. microporus บนชิ้นส่วนพืชและในดินผสม โดยท่ีเช้ือรา R. 
microporus ใช้เวลา 9 วัน ในการเจริญเต็มท่อนยาง (100 เปอร์เซ็นต์) ในขณะท่ีเวลา 9 วัน การใช้ 
B. subtilis ไอโซเลท  SM1 ท าให้ เ ช้ือรา R. microporus สามารถเจริญได้ เพียง 28.57-64.30 
เปอร์เซ็นต์ของท่อนยาง ซึ่งการท่ีเช้ือราสามารถเจริญขึ้นไปได้นั้นเนื่องจากเส้นใยเช้ือรา R. 
microporus มีการเจริญอยู่บนผิวหน้าอาหารก่อนแล้วจึงน ามาทดสอบ ประกอบกับเช้ือราสาเหตุโรค
มีอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญ ท าให้สามารถเจริญขึ้นไปได้บนท่อนยาง แต่เมื่อเช้ือรา  R. 
microporus มีการสัมผัสกับ B. subtilis ไอโซเลท SM1 ท าให้ไม่สามารถเจริญต่อไปได้ เส้นใยมี
ลักษณะอัดตัวกันแน่น (ภาพท่ี 21) อีกท้ังยังส่งผลท าให้เส้นใยมีลักษณะบิดเบี้ยวเมื่อตรวจภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดา (ภาพท่ี 22) ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับการทดสอบด้วยวิธี pour plate ท่ีเช้ือ
รา R. microporus มีการสัมผัสกับแบคทีเรียปฏิปักษ์แล้วท าให้เส้นใยเป็นรู เกิดรอยย่นบนพื้นผิว 
(ภาพท่ี 13) ท าให้เส้นใยไม่สามารถเจริญต่อไปได้และมีลักษณะผิดปกติ นอกจาก B. subtilis ไอโซ
เลท SM1 ยังมีจุลินทรีย์ชนิดอื่นท่ีสามารถยับยั้งเช้ือรา R. microporus ได้ดี เมื่อทดสอบโดยวิธีจุ่มไม้
ยางพารา เช่น แบคทีเรียไอโซเลท BT3, F5/1, SB8, SB9 (Noran et al., 2015) และจุลินทรีย์ 
Pseudomonas umsongensis (Maiden et al., 2017)  

    ส าหรับในสภาวะท่ีเป็นดินผสมเช้ือรา R. microporus ใช้เวลา 13 วัน ในการเจริญเต็ม
ความสูงของดิน (100 เปอร์เซ็นต์) ในขณะท่ีเวลา 13 วัน การราด B. subtilis ไอโซเลท SM1 แบบท่ี 
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1 ท าให้เช้ือรา R. microporus สามารถเจริญได้เพียง 19-43.50 เปอร์เซ็นต์ของความสูงดินผสม ซึ่ง
การราดแบคทีเรียในแบบท่ี 1 เป็นวิธีท่ีมีการราดแบคทีเรียสัมผัสกับบริเวณท่ีเส้นใยเช้ือราเจริญอยู่
หน้าอาหาร PDA โดยตรง ท าให้สามารถควบคุมการเจริญเช้ือรา R. microporus ได้ ซึ่งการท่ีเช้ือรา
สามารถเจริญขึ้นไปได้นั้นเนื่องจากเส้นใยเช้ือรา R. microporus มีการเจริญอยู่บนผิวหน้าอาหารก่อน
แล้วจึงน ามาทดสอบ ประกอบกับเช้ือราสาเหตุโรคมีอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญ ท าให้สามารถ
เจริญขึ้นไปได้เช่นเดียวกับการทดสอบบนท่อนยาง แต่เมื่อมีการราดแบคทีเรียซ้ าอีกครั้งนั้นท าให้เช้ือ
ราไม่สามารถเจริญต่อไปได้ (ภาพท่ี 26) ซึ่งจากการทดสอบท้ัง 2 วิธีแสดงให้เห็นว่า B. subtilis ไอโซ
เลท SM1 เป็นแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือราได้ดีแม้ทดสอบบนช้ินส่วนพืชและในดิน
ผสม ซึ่งเป็นข้อดีในการน าไปใช้ประโยชน์ คือ ถึงแม้ในดินสวนยางพาราของเกษตรกรมีเช้ือรารากขาว
เข้าท าลายหรือเจริญอยู่ก่อนแล้ว B. subtilis ไอโซเลท SM1 ก็ยังสามารถเข้าไปเป็นปฏิปักษ์กับเช้ือรา
ได้ และควรมีการราดแบคทีเรียซ้ าเพื่อให้การควบคุมเช้ือรา R. microporus ของแบคทีเรียมี
ประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น 

 
6. ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมโรครากขาวของยางพาราในสภาพ

โรงเรือนทดลอง 
    ในพื้นท่ีปลูกยางพาราโดยส่วนใหญ่มักประสบกับปัญหาการเข้าระบาดของโรครากขาวที่

เกิดจากเช้ือรา R. microporus โดยเช้ือระบาดและแพร่กระจายไปหลายพื้นท่ีหลายจังหวัด โดยการ
เข้าท าลายของเช้ือรา R. microporus จะส่งผลท าให้ใบเปล่ียนเป็นสีเหลือง ขอบใบไหม้ บริเวณราก
ถูกท าลาย ส าหรับต้นยางท่ีน ามาใช้ทดสอบเป็นต้นยางท่ีมาจากการเพาะเมล็ด เนื่องจากในการทดลอง
เป็นการทดสอบระบบรากของยางพารา ดังนั้นวิธีการเพาะเมล็ดจึงท าให้ได้ต้นยางท่ีมีระบบราก
สมบูรณ์สม่ าเสมอกัน ซึ่งต่างจากต้นยางท่ีมาจากการติดตาท่ีระบบรากอาจจะไม่สม่ าเสมอกัน ส าหรับ
ดินท่ีน ามาใช้ทดสอบเมื่อวิเคราะห์สมบัติทางเคมีก่อนการทดลองนั้น ดินมีธาตุอาหารท่ีไม่เพียงพอต่อ
การปลูกยางพารา จึงมีการใส่ปุ๋ยสูตร 20-8-20 อัตรา 130 กรัมต่อต้น จ านวน 2 ครั้ง เพื่อให้ได้ต้น
กล้ายางพาราท่ีมีคุณภาพดี และไม่แสดงอาการขาดธาตุอาหารให้ปรากฎ ซึ่ งปุ๋ยสูตรนี้เป็นสูตรท่ี
สถาบันวิจัยยางแนะน าส าหรับยางพาราก่อนเปิดกรีด (นุชนารถ, 2554) และเกษตรกรโดยส่วนใหญ่มี
การใส่ปุ๋ย 2 ครั้งต่อปี ส าหรับต้นยางท่ีคัดเลือกมาทดสอบเป็นต้นยางท่ีสมบูรณ์มีขนาดสม่ าเสมออายุ 
1 ปี มีระบบรากท่ีสมบูรณ์ และไม่แสดงอาการขาดธาตุ โดยแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีมีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งเช้ือรา R. microporus มี 2 ไอโซเลท คือ B. subtilis ไอโซเลท SM1 และ ไอโซเลท LPDD3-2 
ซึ่งมีคุณสมบัติเจริญเติบโตเร็ว เล้ียงได้ง่าย และเจริญได้ดีในอาหาร PDB ซึ่งเป็นข้อดีในแง่ของการ
น ามาใช้ควบคุมเช้ือรากขาว ในการทดสอบได้มีการใส่เช้ือรา R. microporus ลงไปก่อน เพื่อให้เช้ือรา 
R. microporus เข้าไปเจริญอยู่ภายในราก ครอบครองพื้นท่ีบริเวณราก และเข้าท าลายต้นยางพารา 
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แล้วจึงราดแบคทีเรียหรือสารเคมีลงไป ซึ่งการใส่เช้ือรา R. microporus ลงไปในดินก่อนการทดลอง 
เปรียบเสมือนปัญหาในปัจจุบันท่ีเช้ือรารากขาวมีการปนเป้ือนอยู่ในดิน ท าให้การแพร่ระบาดของโรค
กระจายไปยังพื้นท่ีต่างๆได้ง่าย ในการสังเกตอาการการเกิดโรค โดยส่วนใหญ่จะสังเกตจากส่วนเหนือ
ดิน โดยสังเกตจากลักษณะใบและอาการท่ีน้ ายางไม่ออก ซึ่งลักษณะอาการเช่นนี้โดยส่วนใหญ่จะเข้าสู่
ระยะท่ีไม่สามารถควบคุมเช้ือรารากขาวได้ ส าหรับเกณฑ์ประเมินการเกิดโรคโดยส่วนใหญ่ให้เกณฑ์
ประเมินการเกิดโรคแค่ในส่วนเหนือดิน ซึ่งกว่าท่ีส่วนเหนือดินจะแสดงอาการเกิดโรค บริเวณรากอาจ
ถูกท าลายหมดแล้ว ดังนั้นในการศึกษานี้จึงได้ต้ังเกณฑ์ประเมินการเกิดโรคท่ีรากขึ้นมา ซึ่งจากการ
ประเมินการเกิดโรคก็ท าให้เห็นความแตกต่างคือ อาการท่ีเกิดขึ้นในส่วนเหนือดินกับส่วนรากไม่ได้
สัมพันธ์กัน  

    โดยการใส่เช้ือรา R. microporus เพียงอย่างเดียว มีผลท าให้ต้นยางแสดงอาการเกิดโรค
ท่ีใบล่าง ใบเปล่ียนเป็นสีเหลือง ขอบใบไหม้ (ภาพท่ี 27 D) ในขณะท่ีบริเวณรากถูกท าลายจนท าให้
รากมีสีด า ฝ่อ เป่ือยยุ่ย และมีเส้นใยเช้ือราเกาะบริเวณราก (ภาพท่ี 28 และ 29 D) รากถูกท าลายโดย
เส้นใยเช้ือรา R. microporus เข้าไปเจริญอยู่ภายในราก (ภาพท่ี 30 D) ซึ่งเช้ือราชนิดนี้สามารถเข้า
ท าลายรากโดยไรโซมอฟเปล่ียนแปลงรูปร่างเป็นเส้นใยท่ีมีผนังเซลล์บางขึ้นเพื่อเข้าสู่เนื้อเยื่อพืช 
(infectious hyphae) เมื่อเส้นใยเจริญอยู่ภายในเซลล์พืช ก็จะมีการย่อยผนังเซลล์ของระบบท่อน้ า 
ท่ออาหาร ส่งผลให้การดูดใช้ธาตุอาหารของพืชลดลง (Nicole and Benhamou, 1991) ซึ่งลักษณะ
ดังกล่าวบ่งบอกได้ว่าแม้ส่วนเหนือดินยังแสดงอาการเกิดโรคไม่มาก แต่บริเวณรากถูกท าลายอย่าง
รุนแรง ซึ่งเป็นการยากในการควบคุมเพื่อให้ต้นยางกลับมาสมบูรณ์ดังเดิม ดังนั้นในการป้องกันและ
ควบคุมโรครากขาว ควรมีการป้องกันและฟื้นฟูระบบรากไปพร้อมกัน ซึ่งการใช้จุลินทรีย์ในการ
ควบคุมเช้ือสาเหตุโรคเป็นอีกวิธีหนึ่งท่ีสามารถน ามาใช้ควบคุมโรครากขาวได้ โดยจุลินทรีย์ท่ีดีจะต้อง
มีประสิทธิภาพในการยับย้ังเช้ือราสาเหตุโรค และส่งเสริมการเจริญของรากได้ด้วย 

    อย่างไรก็ตาม B. subtilis ไอโซเลท SM1 เป็นจุลินทรีย์อีกชนิดหนึ่งท่ีสามารถน ามาใช้
ควบคุมและส่งเสริมการเจริญของรากได้ โดยท่ีการราด B. subtilis ไอโซเลท SM1 สามารถควบคุม
การเข้าท าลายของเช้ือรา R. microporus ภายในรากและบริเวณรากของยางพาราได้เป็นอย่างดี ท า
ให้รากส่วนใหญ่ยังคงปกติ ปริมาณรากเพิ่มขึ้น (ภาพท่ี 28 และ 29 A) ภายในรากมีลักษณะของเซลล์
แบคทีเรียเจริญอยู่ภายในราก ท าใหเ้ช้ือราสามารถเจริญภายในรากเพียงเล็กน้อย (ภาพท่ี 30 A) แสดง
ว่า B. subtilis ไอโซเลท SM1 ยังสามารถเข้าไปเป็นปฏิปักษ์กับเช้ือราได้ โดยการสร้างสารปฏิปักษ์
และสารระเหยท่ีทนและไม่ทนความร้อน ครอบครองพื้นท่ีได้ดี นอกจากนี้ B. subtilis ไอโซเลท SM1 
อาจสามารถสร้างสารท่ีส่งเสริมการเจริญ หรือสารกระตุ้นการเจริญเติบโต indole acetic acid (IAA) 
ของยางพาราออกมาได้ ซึ่งเป็นฮอร์โมนพืชท่ีส าคัญชนิดหนึ่งในกลุ่มออกซินท่ีมีบทบาทในการยืดยาว
ของราก (San-Francisco et al., 2005) สามารถส่งเสริมให้รากของยางพารามีการขยายได้มากขึ้น 
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สอดคล้องกับแบคทีเรีย B. subtilis และ P. fluorescens ท่ีสามารถผลิตสาร IAA ท าใหค้วามยาวราก 
ความยาวยอด และน้ าหนักแห้งบนเมล็ดพันธุ์หอมหัวใหญ่เพิ่มข้ึน (Reetha et al., 2014) นอกจากนี้
อาจเป็นผลมาจากการท่ีต้นยางมีกลไกในการป้องกันตัวด้วยประกอบกับ B. subtilis ไอโซเลท SM1 
สามารถควบคุมการเจริญของเช้ือรารากขาวได้ ท าให้การเข้าท าลายของโรคเป็นไปได้ยากขึ้น ส่งผลท า
ให้ต้นยางเจริญเติบโตดี ส่วนเหนือดินยังคงปกติ ใบส่วนใหญ่มีสีเขียว มีเฉพาะใบล่างท่ีเหลืองเล็กน้อย 
(ภาพท่ี 27 A) 

    เมื่อวิเคราะห์ดินหลังส้ินสุดการทดลองนั้น ทุกกรรมวิธีมีค่าพีเอช ปริมาณอินทรียวัตถุ และ
ปริมาณธาตุอาหารเพิ่มขึ้นจากดินก่อนทดลอง โดยท่ีการราด  B. subtilis ไอโซเลท SM1 ค่าพีเอช 
ปริมาณอินทรียวัตถุ และปริมาณธาตุอาหารมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นมากกว่ากรรมวิธีอื่นๆ แต่จะเห็นได้ว่าใน
ชุดควบคุมมีปริมาณอินทรียวัตถุน้อยกว่ากรรมวิธีอื่นๆ (ตารางท่ี 7) เนื่องจากกรรมวิธีอื่นๆมีการใส่หัว
เช้ือรากขาวท่ีท าจากข้าวฟ่างลงไป จึงท าให้มีปริมาณอินทรียวัตถุสูงกว่าชุดควบคุมท่ีไม่ได้ใส่ข้าวฟ่าง
ลงไป นอกจากนี้อาจเป็นไปได้ว่าเช้ือรา R. microporus หรือ B. subtilis มีการย่อยวัสดุอินทรีย์ท่ีมี
อยู่ในดินท าให้กรรมวิธีท่ีมีการใส่เช้ือรา R. microporus หรือ B. subtilis มีปริมาณอินทรียวัตถุสูงกว่า
ชุดควบคุม แต่ไม่ได้มีผลกระทบต่อปริมาณธาตุอาหารและการเจริญเติบโตของยางพารา ส าหรับความ
เข้มข้นของธาตุอาหารในใบนั้น จะเห็นได้ว่า ความเข้มข้นของธาตุฟอสฟอรัสอยู่ระดับท่ีต่ า อาจ
เนื่องจากฟอสฟอรัสถูกตรึงเอาไว้โดยแมงกานีส เหล็ก และอะลูมินัม ท าให้ยางพาราดูดใช้ได้น้อย แต่
อย่างไรก็ตามจะเห็นได้ว่าในกรรมวิธีท่ีราดด้วยแบคทีเรียปฏิปักษ์ความเข้มข้นของฟอสฟอรัสในใบมี
อยู่สูง ปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเหลืออยู่ในดินก็มีอยู่สูง ในขณะท่ีในกรรมวิธีท่ีราดด้วยสารเคมีปริมาณ
ฟอสฟอรัสท่ีเหลืออยู่ในดินมีอยู่มาก แต่ยางพาราสามารถดูดใช้น้อย ส่วนในกรรมวิธีชุดควบคุมมี
ปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเหลืออยู่ในดินอยู่น้อย แต่ยางพาราสามารถดูดใช้ได้มาก (ตารางท่ี 7 และ 8) 
แสดงว่าแบคทีเรียปฏิปักษ์มีความสามารถในการปลดปล่อยฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ออกมาได้ ท า
ให้เพิ่มความเป็นประโยชน์ของฟอสฟอรัสในดิน เมื่อความเป็นประโยชน์ของฟอสฟอรัสในดินมากขึ้น 
ยางพาราก็สามารถดูดใช้ฟอสฟอรัสได้มากขึ้นได้เช่นเดียวกัน โดยมีรายงานการน าจุลินทรีย์หลายชนิด
มาใช้ในการเพิ่มความเป็นประโยชน์ของฟอสฟอรัสในรูปต่างๆ ได้ เช่น Burkholderia sp., 
Acidocella sp., Acidiphilium sp. และ Ustilago sp. ท่ีสามารถเพิ่มความเป็นประโยชน์ฟอสฟอรัส
ในรูปอะลูมินัมฟอสเฟตได้ (Pengnoo et al., 2007) ในขณะท่ี Ustilago sp. สามารถเพิ่มความเป็น
ประโยชน์ของอินทรีย์ฟอสฟอรัสท่ีอยู่ในรูปของไฟเทต (Pengnoo et al., 2005) ส่วน Bacillus spp. 
ไอโซเลท 141F1 สามารถละลายอะลูมินัมฟอสเฟต เหล็กฟอสเฟต และไฟเทตได้ 5.30, 4.57 และ 
0.38 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ (ขนบพร และอัจฉรา, 2558) 
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บทท่ี 5 
สรุปผลและข้อเสนอแนะ 

 

จากการคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมเช้ือรา 
Rigidoporus microporus สาเหตุโรครากขาวของยางพาราในห้องปฏิบัติการและในสภาพโรงเรือน
ทดลอง สามารถสรุปผลการทดลองได้ดังนี้ 

1. แบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเช้ือรา R. microporus ใน
เบื้องต้นได้ 3 ไอโซเลท คือ แบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SM1, LPDD3-2 และ PT7 โดยแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ไอโซเลท SM1 และ LPDD3-2 เป็น B. subtilis ส่วนแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท PT7 เป็น B. 
amyloliquefaciens 

2. B. subtilis ไอโซเลท SM1 สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือรา R. microporus ได้ดี โดย
การสร้างสารปฏิปักษ์และสารระเหยท่ีทนและไม่ทนความร้อนออกมายับยั้งการเจริญของเช้ือราได้ดีท้ัง
บนอาหาร PDA บนชิ้นส่วนพืช และในดินผสม โดยสามารถยับยั้งเช้ือรา R. microporus ได้ถึง 96.67 
เปอร์เซ็นต์ ในวิธี pour plate ท าให้เส้นใยมีลักษณะบิดเบ้ียวและกุดตัวลง อีกท้ังมีผลท าให้เส้นใยฝ่อ 
และเกิดรอยย่นบนพื้นผิว 

3. การใช้ B. subtilis ไอโซเลท SM1 สามารถลดการเกิดโรครากขาวได้ดีกว่าการใช้สารเคมี 
ช่วยส่งเสริมการเจริญของยางพาราท าให้ปริมาณรากเพิ่มขึ้น อีกท้ังท าให้ความเข้มข้นของฟอสฟอรัส
ในใบสูง ปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเหลืออยู่ในดินสูง และท าให้ความเข้มข้นของโพแทสเซียมสูงด้วยเช่นกัน 
 
ข้อเสนอแนะ 

B. subtilis ไอโซเลท SM1 เป็นแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรครากขาวได้ดีท้ัง
ในห้องปฏิบัติการและสภาพโรงเรือนทดลอง จึงควรมีการศึกษาพัฒนาต่อเป็นชีวภัณฑ์เพื่อใช้ประโยชน์
ในการควบคุมโรครากขาวของยางพารา สะดวกต่อการใช้งานมากยิ่งขึ้น  และลดการใช้สารเคมี 
นอกจากนี้ควรศึกษาต่อในเรื่องของความสามารถของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการละลายฟอสฟอสฟอรัส
ในรูปต่างๆ และการจัดการธาตุอาหารร่วมกับการใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมโรครากขาวของ
ยางพารา 
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 

 

1. Potato dextrose agar (PDA) 

 Potato    200  กรัม 

 Dextrose   20  กรัม 

 Agar    15  กรัม 

 distilled water   1,000  มิลลิลิตร 

2. Potato dextrose broth (PDB) 

 Potato    200  กรัม 

 Dextrose   20  กรัม 

 distilled water   1,000  มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 

ตารางภาคผนวกที่ 1 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเช้ือรา R. microporus โดยแบคทีเรีย 
           ปฏิปักษ์ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 และ PT7 ด้วยวิธี dual culture  
           plate ท่ีเวลาต่างๆ 

Antagonist 
bacterial 
(isolate) 

Percentage of R. microporus (%)  
3 days 5 days 7 days 9 days 12 days 

SM1 41.67 ± 1.67 a 50.00 ± 2.48 a 66.43 ± 0.17 a 53.57 ± 0.71 a 51.43 ± 1.01 a 
LPDD3-2 35.83 ± 2.76 b 33.33 ± 1.57 b 54.29 ± 1.01 b 46.07 ± 0.62 b 42.14 ± 0.71 b 

PT7 30.00 ± 2.36 c  26.11 ± 1.84 c  51.07 ± 1.18 c  39.64 ± 2.11 c  35.36 ± 1.18 c  
Control 0.00 ± 0.00 d   0.00 ± 0.00 d   0.00 ± 0.00 d   0.00 ± 0.00 d   0.00 ± 0.00 d   
F-test * * * * * 

C.V. (%) 8.53 7.32 2.30 3.84 3.06 

หมายเหตุ: แสดงเป็นค่าเฉล่ียจ านวน 4 ซ้ า; ตัวอักษรพิมพ์เล็กท่ีเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันไม่มี 
     ความแตกต่างทางสถิติ * = มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT ท่ีระดับ 
     ความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 

ตารางภาคผนวกที่ 2 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเช้ือรา R. microporus โดยเซลล์และสาร 
                    ปฏิปักษ์ไม่นึ่งและนึ่งของ B. subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 และ  
           B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 ท่ีเวลา 7 วัน ด้วยวิธี pour plate 

Antagonist 
bacterial (isolate) 

Percentage of R. microporus (%) 
fresh cell non-sterile of 

supernatant 
sterile of 

supernatant 
SM1 96.67 ± 3.33 a 78.89 ± 1.11 a 63.33 ± 1.11 a 

LPDD3-2 80.00 ± 1.57 b 76.67 ± 1.11 b 45.00 ± 1.84 b 
PT7 68.89 ± 1.57 c 33.33 ± 1.57 c 15.00 ± 1.84 c 

Control 0.00 ± 0.00 d 0.00 ± 0.00 d 0.00 ± 0.00 d 
F-test * * * 

C.V. (%) 3.77 2.72 5.31 

หมายเหตุ: แสดงเป็นค่าเฉล่ียจ านวน 4 ซ้ า; ตัวอักษรพิมพ์เล็กท่ีเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันไม่มี 
     ความแตกต่างทางสถิติ * = มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT ท่ีระดับ 
     ความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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ตารางภาคผนวกที่ 3 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งของเซลล์และสารปฏิปักษ์ไม่นึ่งและนึ่งของ B. subtilis    
                            ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 และ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท  
          PT7 ในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus ด้วยวิธี agar well diffusion 

Antagonist 
bacterial (isolate) 

Percentage of R. microporus (%) 

fresh cell non-sterile of 
supernatant 

sterile of 
supernatant 

SM1 66.00 ± 2.00 a 49.00 ± 1.73 a 39.00 ± 1.73 a 
LPDD3-2 57.00 ± 1.73 b 35.00 ± 1.73 b 29.00 ± 1.73 b 

PT7 42.00 ± 2.00 c 22.00 ± 2.00 c 11.00 ± 1.73 c 
Control 0.00 ± 0.00 d 0.00 ± 0.00 d 0.00 ± 0.00 d 
F-test * * * 

C.V. (%) 4.64 6.89 8.77 

หมายเหตุ: แสดงเป็นค่าเฉล่ียจ านวน 4 ซ้ า; ตัวอักษรพิมพ์เล็กท่ีเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันไม่มี 
     ความแตกต่างทางสถิติ * = มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT ท่ีระดับ 
     ความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 

ตารางภาคผนวกที่ 4 ประสิทธิภาพของสารระเหยจากเซลล์และสารปฏิปักษ์ไม่นึ่งและนึ่งของ          
            B. subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2 และ B. amyloliquefaciens  
           ไอโซเลท PT7 ในการยับยั้งเส้นใยเช้ือรา R. microporus 

Antagonist 
bacterial (isolate) 

Percentage of R. microporus (%) 

fresh cell non-sterile of 
supernatant 

sterile of 
supernatant 

SM1 50.00 ± 2.00 a 30.00 ± 2.00 a 17.00 ± 1.73 a 
LPDD3-2 35.00 ± 1.73 b 21.00 ± 1.73 b 13.00 ± 1.73 b 

PT7 18.00 ± 2.00 c 13.00 ± 1.73 c 8.00 ± 0.00 c 
Control 0.00 ± 0.00 d 0.00 ± 0.00 d 0.00 ± 0.00 d 
F-test * * * 

C.V. (%) 7.44 11.41 14.89 

หมายเหตุ: แสดงเป็นค่าเฉล่ียจ านวน 4 ซ้ า; ตัวอักษรพิมพ์เล็กท่ีเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันไม่มี 
     ความแตกต่างทางสถิติ * = มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT ท่ีระดับ 
     ความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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ตารางภาคผนวกที่ 5  การเจริญของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบโดยเซลล์และสาร 
           ปฏิปักษ์ไม่นึ่งและนึ่งของ B. subtilis ไอโซเลท SM1, ไอโซเลท LPDD3-2  
          และ B. amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 บนชิ้นส่วนพืช 

Antagonist 
bacterial (isolate) 

Growth of R. microporus (cm) 
fresh cell non-sterile of 

supernatant 
sterile of 

supernatant 
SM1 2.03 ± 0.11 a 3.55 ± 0.05 a 4.55 ± 0.05 a 

LPDD3-2 3.45 ± 0.11 b 4.48 ± 0.11 b 5.58 ± 0.08  b 
PT7 5.58 ± 0.15 c 5.73 ± 0.08 c 6.70 ± 0.07 c 

Control 7.00 ± 0.00 d 7.00 ± 0.00 d 7.00 ± 0.00 d 
F-test * * * 

C.V. (%) 2.71 1.61 1.19 

หมายเหตุ: แสดงเป็นค่าเฉล่ียจ านวน 4 ซ้ า; ตัวอักษรพิมพ์เล็กท่ีเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันไม่มี 
     ความแตกต่างทางสถิติ * = มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT ท่ีระดับ 
     ความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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ภาคผนวกที่ 6  การเจริญของเส้นใยเช้ือรา R. microporus ท่ีทดสอบโดยเซลล์และสารปฏิปักษ์ 
            ท่ีไม่นึ่ งและนึ่ งของ  B. subtilis ไอโซเลท SM1 , ไอโซเลท LPDD3-2 และ B.  
            amyloliquefaciens ไอโซเลท PT7 ในดินผสมท่ีมีการใส่เช้ือ 3 รูปแบบ 

Antagonist 
bacterial (isolate) 

Growth of R. microporus (cm) 
fresh cell non-sterile of 

supernatant 
sterile of 

supernatant 
Type 1    
SM1  1.90 ± 0.07 a 2.80 ± 0.12 a 4.35 ± 0.17 a 
LPDD3-2  3.03 ± 0.11b 4.00 ± 0.07 b 5.48 ± 0.11 b 
PT7  5.10 ± 0.16 e 5.93 ± 0.08 d 6.33 ± 0.11 c 
Type 2    
SM1  4.38 ± 0.08 c 4.85 ± 0.11 c 6.40 ± 0.07 c 
LPDD3-2  6.78 ± 0.08 f 7.35 ± 0.30 e 8.25 ± 0.15 e 
PT7  7.93 ± 0.08 g 8.78 ± 0.08 f 9.38 ± 0.08 g 
Type 3    
SM1  4.60 ± 0.07  d 5.03 ± 0.08 c 6.68 ± 0.11 d 
LPDD3-2  6.88 ± 0.08 f 7.48 ± 0.11 e 8.48 ± 0.11 f 
PT7  8.18 ± 0.18 h 8.93 ± 0.15 f 9.58 ± 0.08 h 
Control 10.00 ± 0.00 i 10.00 ± 0.00 g 10.00 ± 0.00 i 

F-test * * * 
C.V. (%) 2.01 2.33 1.64 

หมายเหตุ: แสดงเป็นค่าเฉล่ียจ านวน 4 ซ้ า; ตัวอักษรพิมพ์เล็กท่ีเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันไม่มี 
     ความแตกต่างทางสถิติ * = มีความแตกต่างทางสถิติ เมื่อทดสอบด้วยวิธี DMRT ท่ีระดับ 
     ความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
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