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บทคัดยBอ 

โรคพืชจัดเป<นภัยคุกคามที ่รUายแรงที ่สุด ซึ ่งเป<นสาเหตุของความเสียหายกFอน       
และหลังการเก็บเกี ่ยวผลผลิตทางการเกษตร ดังนั ้นการควบคุมโรคจึงสำคัญเป<นอยFางมาก 
วัตถุประสงคOของการศึกษาน้ี เพื่อคัดแยก Bacillus sp. จากดินป6าชายเลนที่ผลิตสารควบคุมทาง
ชีวภาพในการตUานราโรคพืช ภายใตUสภาวะที่เหมาะสม สารควบคุมทางชีวภาพจากแบคทีเรียมี
ศักยภาพในการยับยั้งราโรคพืช พบแบคทีเรียทั้งหมด 98 ไอโซเลต จากดินป6าชายเลน มีแบคทีเรีย   
36 ไอโซเลต เป<นแบคทีเรียแกรมบวก ประกอบไปดUวยรูปรFางแทFงส้ัน หรือ แทFงยาว หลังการทดสอบ
ทางชีวเคมี พบวFามีแบคทีเรีย 18 ไอโซเลต ที ่คลUาย Bacillus sp. นำแบคทีเรียทั ้ง 18 ไอโซเลต        
ไปทดสอบความสามารถในการยับยั ้งรากFอโรค F. solani, F. moniliforme,  F. proliferatum,          

P. palmivora และ  C. gloeosporioides โ ดยว ิ ธี  Dual culture จ ากผลการทดลองพบวF า                
6 ไอโซเลต สามารถยับยั้งรากFอโรคไดU หลังจากนั้นทดสอบความสามารถในการยับยั้งรากFอโรค โดยใชU 
Culture filtrate พบวFา VIMSH06 สามารถยับยั้ง F. solani ไดU 71.62±2.21 เปอรOเซ็นตO แบคทีเรีย 
VIMSH06 มีความคลUายคลึงกับหลายสป~ชีสOในสกุล Bacillus มากถึง 99.93 เปอรOเซ็นตO โดยสภาวะท่ี
เหมาะสมของ VIMSH06 สำหรับการยับยั้ง F. solani ไดUดีที่สุด คือ เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียใน Nutrient 
Broth (NB) pH 7 ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป<นเวลา 21 ชั่วโมง การทดสอบความเสถียรของ pH และ
อุณหภูมิ แสดงใหUเห็นวFาสารออกฤทธิ์ใน culture filtrate มีความเสถียรเป<นเวลาอยFางนUอย 20 นาที 
ท่ี pH 2 ถึง 10 และที่อุณหภูมิ 20 ถึง 121 องศาเซลเซียส โดยเสUนใย และปลายของรา F. solani 

แสดงความผิดปกติ เมื ่อทดสอบดUวย culture filtrate ของ VIMSH06 ภายใตUกลUองจุลทรรศนO
อิเล็กตรอน จากการทดสอบยับยั้งรากFอโรคบนพืช แสดงผลใหUเห็นวFารากของตUนกลUาขUาวโพดติดเช้ือ
จากโคนิเดียของ F. solani และ culture filtrate ของ VIMSH06 สามารถป]องกันตUนกลUาขUาวโพด
จาก F. solani ไดU ดังนั้นแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 อาจนำไปประยุกตOใชUเป<นแนวทางใหมFสำหรับ
การยับย้ังเช้ือราโรคพืชในการเกษตรแบบย่ังยืนไดU 

คำสำคัญ: บาซิลลัส, สารควบคุมทางชีวภาพ, ยับย้ังรากFอโรค, ดินป6าชายเลน 
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ABSTRACT 

 

Plant diseases are among the most serious threats that cause preharvest 
and postharvest losses of agricultural products. Therefore, the control of disease is 
very important. The aim of this study is to isolate Bacillus sp. from mangrove soil that 
produces biocontrol agent against phytopathogenic fungi under optimal conditions.     
A biological agent from bacteria has the potential to inhibit plant pathogenic fungi.   
Out of 98 isolated bacteria from the mangrove soil, 36 isolated bacteria are gram 
positive bacteria that include rod or bacilli shape. After the biochemical test, it was 
found that there were only 18 isolated bacteria similar to Bacillus species. All of           
18 isolated bacteria were also tested for antifungal activity against F. solani,                     

F. moniliforme, F. proliferatum, P. palmivora and C. gloeosporioides by dual culture 
method. The results showed that 6 isolated can inhibit fungal pathogens. After the 
antifungal activity test by using culture filtrate, found that VIMSH06 can inhibit F. solani 
at 71.62±2.21%. VIMSH06 was highly similar to Bacillus at the pairwise similarity 
99.93%. The appropriate conditions of VIMSH06 for the best inhibition of F. solani was 
to culture bacteria in Nutrient Broth (NB) pH 7 at 37°C for 21 h. The pH and temperature 
stability test demonstrated that the active substance in the culture filtrate was stable 
for at least 20 min at pH 2 to 10 and at 20 to 121°C. The hypha and tip of F. solani 
showed the abnormality when treated with culture filtrate of VIMSH06 under 
microscopy. In vivo test, the result revealed that the corn seedling roots were infected 
with conidia of F. solani and culture filtrate of VIMSH06 can protect the corn seedling 
from F. solani. Thus, the bacterial isolate VIMSH06 may be applied to a new approach 
for inhibition of fungal plant pathogens in sustainable agriculture. 
 
Keywords: Bacillus sp, biocontrol agent, antifungal activity, mangrove soil  
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1 

 

บทที่ 1 
บทนำ 

 

 

1.1 ความเปGนมาและความสำคัญของปIญหา 
การเกษตร เป<นอาชีพที่มีการประกอบกันมายาวนาน และชFวยสรUางรายไดUใหUแกF

เกษตรกรชาวไทยไดUเป<นจำนวนมาก ซึ่งผลผลิตทางการเกษตรของไทยถือเป<นที่ยอมรับในตลาด
ตFางประเทศเป<นอยFางมาก ทั้งผัก ผลไมU เครื่องเทศ เป<นตUน แตFปïญหาที่พบระหวFางการทำเกษตรท้ัง
กFอน และหลังการเก็บเก่ียวผลผลิต มีท้ังโรคระบาดซ่ึงเกิดไดUจากแมลงศัตรูพืช แบคทีเรีย ไวรัส และรา
กFอโรคบางสายพันธุO ไดUแกFรา Fusarium sp. นับวFาเป<นราโรคพืชสำคัญที่สรUางความเสียหายใหUแกFพืช
หลายชนิด เชFน ขUาวโพด จะกFอใหUเกิดโรคใบเหลือง ใบไหมU โรคเหี่ยว และโรครากเนFาโคนเนFา ทำใหU
สFงผลตFออัตราผลผลิตที่ลดลง (อภิรัชตO และคณะ 2557) รา Phytophthora palmivora จะสรUาง
ความเสียหายใหUทุเรียน และกลUวยไมU  โดยจะกFอใหUเกิดโรครากเนFาโคนเนFา โรคเนFาดำ หรือเนFาเขUาไสU 
ทำใหUไมFสามารถปลูกทุเรียน และกลUวยไมUที่มีคุณภาพเพื่อการสFงออกไดU และรา Colletotrichum 

gloeosporioides กFอใหUเกิดโรคแอนแทรคโนสบนผลพริก มะมFวง แกUวมังกร ในระยะผลสุกทำใหU
ผลผลิตกFอนการเก็บเกี่ยวลดลงเป<นอยFางมาก (Meera et al., 2016) จากอัตราการเกิดโรคเหลFาน้ี
เกษตรกรมักใชUวิธีที่รวดเร็วในการกำจัดรากFอโรคพืช โดยใชUสารเคมี เชFน เมทาแลกซิล จะใชUคลุกกับ
เมล็ดกFอนการปลูกเพื่อป]องกันการเกิดโรคในระยะเมล็ด สารฉีดพFน ไดUแกF แมนโคเซบ คารOเบนดาซิม 
คลอโรทาโลนิล   โปรคลอราส และแคปแทน เป<นตUน (อภิรัชตO และคณะ 2557)  แตFการใชUสารเคมี
เหลFานี้อาจกFอใหUเกิดการตกคUางบนผลผลิต และอาจสFงผลกระทบตFอเกษตรกรและผูUบริโภคไดU อีกท้ัง
ยังกFอใหUเกิดมลพิษตFอสภาพแวดลUอมทั้งน้ำ อากาศ ดินปลูก และการใชUสารเคมีในปริมาณมาก
กFอใหUเกิดการสะสมของสารเคมีในรFางกาย กFอใหUเกิดโรคมะเร็ง โรคในระบบทางเดินหายใจทั้งตัว
เกษตรกร และผูUบริโภคอีกทั้งยังทำใหUราเกิดการดื้อตFอสารเคมีที่ฉีดพFนไดUอีกดUวย (Xiang et al., 
2017) 

จากปïญหาดังกลFาวขUางตUนทำใหUมีการนำเทคโนโลยีชีวภาพมาประยุกตOใชU เพ่ือชFวยลด
ระดับความรุนแรงของโรคที่เกิดจากราโรคพืชมากยิ่งขึ้น โดยใชUจุลินทรียOที่มีศักยภาพในการยับยั้งรา
กFอโรคพืช ซึ่งเป<นวิธีที่มีความปลอดภัย เป<นมิตรกับสิ่งแวดลUอม โดยใชUจุลินทรียOในกลุFมบาซิลลัส       
ซึ่งเป<นแบคทีเรียแกรมบวกรูปรFางแทFง สามารถเจริญไดUทั้งในสภาวะแวดลUอมที่หลากหลายเนื่องจากมี
การสรUางเอนโดสปอรO  ซ่ึงสามารถทนตFอความรUอน ความเค็ม ความเป<นกรดหรือสภาวะท่ีไมFเหมาะสม
ไดU (Euzeby, 2010) ดังนั้นการคัดแยกบาซิลลัสจากดินบริเวณป6าชายเลน ถือเป<นแหลFงที่นFาสนใจ 
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เนื ่องจากมีความหลากหลายทางชีวภาพ และอาจพบแบคทีเรียกลุ Fมบาซิลลัสที ่สามารถผลิต
สารชีวภาพท่ีชFวยในการยับย้ังรากFอโรคพืชไดU (Eldeen et al., 2015) 

แบคทีเรียแตFละชนิดมีการเจริญ และสรUางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดUแตกตFางกัน   
ซึ ่งสภาวะที ่เลี ้ยงเช้ือแบคทีเรียเพื ่อใหUผลิตสารยับยั ้งการเจริญของรากFอโรคพืช มีหลายปïจจัย          
เชFน ชนิดของอาหารเลี ้ยงเชื ้อ, ความเป<นกรด-เบสของอาหารเลี ้ยงเชื ้อ (Shakeel et al., 2016)     
เป<นตUน ในการศึกษาปïจจัยสำคัญเหลFานี้ คำนึงถึงแนวทางการเลี้ยงเชื้อใหUมีการผลิตสารออกมาใหUไดU
อยFางมีประสิทธิภาพสูงท่ีสุด เพ่ือยับย้ังการเจริญของราท่ีเป<นสาเหตุของโรคพืช 

ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงคัดแยกแบคทีเรียในกลุFมบาซิลลัสจากดินบริเวณป6าชายเลน 
เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม ความเสถียรของแบคทีเรีย และศักยภาพตFอการยับยั้งรากFอโรคในตUน
ขUาวโพด และศึกษาลักษณะเสUนใยราภายใตUกลUองจุลทรรศนOอิเล็กตรอน เพื่อนำมาประยุกตOใชUเป<น
แนวทางในการทดแทนหรือลดการใชUยา และสารเคมีในการผลิตพืช สFงผลใหUมีความปลอดภัยตFอ
สิ่งแวดลUอม เกษตรกร และผูUบริโภค และอาจเป<นที่ยอมรับในกลุFมเกษตรกรที่ปลูกพืชในอนาคตไดUอีก
ดUวย 
 
1.2 ตรวจสอบเอกสาร 

1.2.1 ราสาเหตุโรคพืช 

Fusarium spp. เป<นสาเหตุโรคพืชหลายชนิด มักพบไดUสFวนใหญFในดิน ซึ ่งราจะเขUา
ทําลายระบบทFอลําเลียง กFอใหUสFงผลกระทบตFอระบบรากของพืชที่ติดเชื้อเป<นหลัก (Parikh et al., 
2018) เมื่ออาการรุนแรงจะสFงผลใหUพืชเกิดอาการลำตUนเหี่ยวแหUง ใบเหี่ยวเหลืองอยFางกะทันหัน       
จึงกFอใหUเกิดการตายเป<นลำดับถัดมา มักพบอาการติดเชื้อโดยสFวนใหญFในพืชไรF พืชหัว พืชผัก ไมUดอก  
ไมUประดับ และไมUผลท้ังกFอน และหลังการเก็บเก่ียว (Yadav et al., 2021) 

อนุกรมวิธานของรา Fusarium spp.   
Kingdom: Fungi 
 Phylum: Ascomycota 
  Order: Hypocreaceae 
   Family: Hypocreaceae 
    Genus: Fusarium 

 
 Fusarium spp. เป<นราที่สรUางความเสียหายใหUกับการเกษตรเป<นจำนวนมาก เนื่องจากเป<น
สายพันธุOที่มีการแพรFระบาดของโรคในพื้นที่ไดUอยFางรวดเร็ว และสรUางความเสียหายตFอพืชที่เพาะปลูก
ภายในระยะเวลาอันสั ้น ทำใหUผู UปลูกตUองสูญเสียผลผลิตอยFางมหาศาล (Yadav et al., 2021) 
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นอกจากปïญหาผลผลิตที่ลดลงแลUว ยังมีกลุFมสารพิษจากเชื้อราท่ีเป<นแหลFงปนเป¶ßอนสำคัญบนผลผลิต
ไดUเชFนกัน ท้ังน้ีข้ึนอยูFกับเช้ือราแตFละสายพันธุO (Rodríguez et al., 2007) 
 

1. Fusarium proliferatum 
ลักษณะของราที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar (PDA) จะมีเสUนใยสี

ขาวฟู เจริญเป<นวงแหวน (ภาพที่ 1ก) ลักษณะของโคนิเดีย (conidia) จะมีขนาดของมาโครโคนิเดีย 
(macroconidia) ประมาณ 29.97–86.88 × 2.53–3.55 ไมโครเมตร (Hawa et al., 2013) (ภาพท่ี 1
ข) รา F. proliferatum จะพบทั่วไปในดิน (Rodríguez et al., 2007) ราชนิดนี้สามารถกFอโรคในพืช
ไดUหลายชนิด เชFน โรคเนFาแหUง โรคเหี่ยวในกลUวยไมU และขUาวโพด เป<นตUน โดยราจะเขUาทำลายระบบ
ทFอลำเลียงน้ำ และทFอลำเลียงอาหารของราก และลำตUนพืชจนไดUรับความเสียหาย ทำใหUพืชไดUรับน้ำ 
อาหารไมFพอเพียง (ภาพที่ 2ก) และโรคฝïกเนFาที่เกิดจากรา จะทำใหUฝïกของขUาวโพดเนFา เนื่องจากการ
เขUาทำลายของรา (ภาพที่ 2ข)  นอกจากนี้ยังมีการปลFอยสารพิษจำพวก Fumonisin ซึ่งจัดเป<นสารกFอ
มะเร็งออกมาหากผูUบริโภคไดUรับเขUาไปจะกFอใหUเกิดอันตรายไดU (Marín et al., 2010) นอกจากนี้รา    

F. proliferatum ยังกFอใหUเกิดโรคเนFาแหUง โรคเหี่ยวในขUาว ขUาวโพด หนFอไมUฝรั่ง กระเทียม หัวหอม 
และตUนหอม (Kushiro et al., 2012)  และยังกFอโรคตUนเนFาในกลUวยไมUหลายสายพันธุO โดยเชื้อจะเขUา
ทำลายต้ังแตFราก และคFอย ๆ ลุกลามไปสูFยอด (Kim et al., 2002)  

 
 

 
ภาพท่ี 1(ก) ลักษณะรา F. proliferatum ท่ีเจริญบนอาหาร PDA และ (ข) macroconidia 

ท่ีมา: Hawa et al. (2013)  
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ภาพท่ี 2(ก) โรคเนFาแหUง และโรคเห่ียว และ (ข) โรคฝïกเนFา  

ท่ีมา: https://www.arda.or.th/kasetinfo/north/plant/corn_disease.html 
(วันท่ีสืบคUน 17 กรกฎาคม 2564) 

 
2. Fusarium solani 

ลักษณะของราที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA จะมีเสUนใยสีขาวฟู เจริญเป<นวง ตรงกลาง
จะแสดงเป<นสีน้ำตาล (ภาพที่ 3ก) มีการเจริญ 0.46 เซนติเมตรตFอวัน ลักษณะของโคนิเดีย จะมีขนาด
ของ มาโครโคน ิ เด ีย 30.4-41.3 × 4.4–5.4 ไมโครเมตร และม ีขนาดของไมโครโคน ิ เ ดีย 
(microconidia) 6.7-15.6 × 3.1-4.7 ไมโครเมตร (Ingle et al., 2008) (ภาพท่ี 3ข) แหลFงอาศัย
ทั่วไปมักพบในดิน ราชนิดนี้สามารถกFอโรคในพืชไดUหลายชนิด เชFน โรครากเนFา โรคโคนเนFา บริเวณ
เมล็ด ลำตUนพืช สFงผลใหUตUนกลUาพืชมีอาการเนFาเสียกFอน และหลังงอก จากอัตราการเกิดโรคจึงทำใหU
ผลผลิตลดลงอยFางมากถึง 100 เปอรOเซ็นตO ในตUนพืชพันธุOที่อFอนแอ และยังทำใหUเกิดโรคตUนเหี่ยวใน
ขUาวโพด ถั่วเหลือง และขUาวสาลีในหลายภูมิภาค พืชที่ติดเชื้อจะแสดงอาการรากเนFา โคนตUนเนFา 
ใบเหลือง มีแผลบริเวณใบ และการติดเชื้อจะลุกลามขยายเป<นวงกวUาง ตลอดจนทำใหUใบรFวง และ
อาการรุนแรงจนพืชลUมตายไดU (ภาพท่ี 4) (Parikh et al., 2018)  

 

 
ภาพท่ี 3(ก) ลักษณะรา F. solani ท่ีเจริญบนอาหาร PDA และ (ข) macroconidia  

ท่ีมา: Ingle et al. (2008) 
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ภาพท่ี 4 โรครากเนFา โรคโคนเนFา และโรคตUนเห่ียว 

ท่ีมา: https://www.arda.or.th/kasetinfo/north/plant/corn_disease.html 
(วันท่ีสืบคUน 17 กรกฎาคม 2564) 

 
3. Fusarium moniliforme 

ลักษณะของราที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA จะมีเสUนใยสีขาว เมื่อมีอายุมากขึ้นจะมี
ลักษณะสีมFวง (ภาพท่ี 5ก) ขนาดของมาโครโคนิเดีย เทFากับ 25-60 x 2.5-4 ไมโครเมตร และมีขนาด
ของไมโครโคนิเดีย เทFากับ 5-12 x 1.5-2.5  ไมโครเมตร (ภาพท่ี 5ข) (Huerta and Huamán 2017) 
แหลFงอาศัยทั่วไปมักพบในดิน ราชนิดนี้สามารถกFอโรคในพืชไดUหลายชนิดไดU เชFน โรคตUนเนFา เป<นโรค
ท่ีสรUางความเสียหายแกFขUาวโพด หากมีการติดเช้ือจะมีอาการกUานเนFา รากเนFา สFวนในเมล็ดขUาวโพดจะ
แสดงอาการเมล็ดเนFา หากติดเชื ้อในระยะรุนแรงอาจสFงผลใหUพืชตายไดU  (ภาพท่ี 6ก) โดยรา            
F. moniliforme พบระบาดทั่วไปในแหลFงที่มีการปลูกขUาวโพด มักพบระบาดในระยะที่ขUาวโพดออก
ดอก และมีอาการรุนแรงมากขึ้นเมื่อขUาวโพดติดฝïก อาการจะพบบริเวณราก และลำตUนสFวนลFางทำใหU
พืชตายกFอนแกF ฝïกเล็กเมล็ดลีบ และยังพบอาการของโรคใบไหมUในขUาวโพดเมื่อมีการงอกของระยะใบ
แทUไดUอีกดUวย (ภาพท่ี 6ข) (ชุติมันตO และคณะ 2547) รา F. moniliforme ยังสามารถผลิตกรดฟØวซา
ริก (fusaric acid) ซึ ่งเป<นพิษตFอขUาวโพด และยับยั ้งการงอกของเมล็ดไดUอีกดUวย (Bacon and 
Williamson 1992)  
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ภาพท่ี 5 (ก) ลักษณะรา F. moniliforme ท่ีเจริญบนอาหาร PDA และ  

(ข) macroconidia และ microconidia ของรา F. solani 
ท่ีมา: Huerta and Huamán (2017)  

 

 

 
ภาพท่ี 6 (ก) โรครากเนFา โรคกUานเนFา และ (ข) โรคใบไหมU 

ท่ีมา: https://www.arda.or.th/kasetinfo/north/plant/corn_disease.html 
(วันท่ีสืบคUน 17 กรกฎาคม 2564) 
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4. Phytophthora palmivora 
รา P. palmivora จะมีลักษณะเสUนใยราท่ีเจริญบนอาหาร PDA เสUนใยสีขาวฟูเหมือนฝ]าย      

(ภาพท่ี 7ก)  มีขนาดของสปอรOเรนเจียรO (Sporangia) เทFากับ 30-60x20-53 ไมโครเมตร (ภาพท่ี 7ข) 
(Umayah and Purwantara 2016) 
อนุกรมวิธานของรา P. palmivora 
Kingdom: Fungi chromista 

 Phylum: Oomycota 
  Order: Peronosporales 
   Family: Pythiaceae 
    Genus: Phytophthora 

 
รา P. palmivora จัดเป<นกลุ Fมของราน้ำ (water mold) ซึ ่งจำเป<นที ่จะดำรงชีวิตใน

สภาพแวดลUอมที่มีน้ำเพื่อชFวยในการเคลื่อนที่แพรFระบาดจากพืชตUนหนึ่งไปสูFพืชอีกตUนหนึ่ง ราชนิดน้ี
เป<นราที่กFอใหUเกิดโรคพืชไดUหลายชนิดในเขตรUอนชื้น (Zentmyer, 1973) เป<นราสาเหตุโรคที่สรUาง
ความเสียหายแกF ผลโกโกU ทุเรียน แกUวมังกร โดยจะทำใหUเกิดอาการ ฝïกเนFา, โคนเนFา, โรคใบไหมUเห่ียว
เฉา (ภาพที่ 8, 9 และ10) (Umayah and Purwantara 2016) และยังเป<นสาเหตุโรคเนFาดําหรือโรค
เนFาเขUาไสU ในกลUวยไมUหลายสายพันธุO ไดUแกF กลUวยไมUสกุลกุหลาบ (Aerides), กลUวยไมUสกุลเอสโคเซน
ดา (Ascocenda), กลUวยไมUสกุลบรัสซาโวลา (Brassavola), กลUวยไมUสกุลหวาย (Dendrobium), 
กลUวยไมUสกุลกอนโกรา (Gongora), กลUวยไมUสกุลเอ้ือง (Maxillaria) เป<นตUน (Orlikowski and 
Szkuta, 2006) โรคเนFาดำ หรือเนFาเขUาไสU จะพบการระบาดไดUงFายในชFวงฤดูฝนในสภาพอากาศที่มี
ความช้ืนสูงสปอรOของราจะแพรF กระจายไปกับน้ำท่ีใชUรดตUนไมU  
 

 
ภาพท่ี 7(ก) ลักษณะรา P. palmivora ท่ีเจริญบนอาหาร PDA และ (ข) Sporangia  

ท่ีมา: Umayah and Purwantara (2016) 
 

ก ข 
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ภาพท่ี 8 โรคฝïก และผลเนFาในโกโกU 

ท่ีมา: https://www.flickr.com/photos/iita-media-library/4729834020 
(วันท่ีสืบคUน 17 กรกฎาคม 2564) 

 

 
ภาพท่ี 9 โรครากเนFา และโคนเนFาในตUนทุเรียน 

ท่ีมา: https://www.palangkaset.com 
(วันท่ีสืบคUน 17 กรกฎาคม 2564) 

 

 
ภาพท่ี 10 โรคใบไหมUเห่ียวเฉา ในแกUวมังกร 

ท่ีมา: https://www.facebook.com/kowkaset/posts/1138624923008291/ 
(วันท่ีสืบคUน 17 กรกฎาคม 2564) 
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ภาพท่ี 11 โรคเนFาดําหรือโรคเนFาเขUาไสU ในกลUวยไมU 
ท่ีมา: http://pickanorchid.com/vanda-orchid-fungal-rots/ 

(วันท่ีสืบคUน 17 กรกฎาคม 2564) 
 

5. Colletotrichum gloeosporioides   
ลักษณะของราที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA จะมีเสUนใยสีขาวจนถึงเทาอมดำ เช้ือ

สามารถเจริญไดUเต็มที่ในระยะเวลา 7 วัน (ภาพท่ี 12ก) มีลักษณะของโคนิเดียเซลลOเดี่ยว ๆ ขนาดเล็ก 
เป<นรูปทรงกระบอกตรงปลายมนมีผนังเรียบใสไมFมีสี (hyaline) มีขนาด 2.59-5.18 x 10.36-18.13 
ไมครอน (ธารทิพยO และคณะ, 2548) (ภาพท่ี 12ข)  
อนุกรมวิธานของรา C. gloeosporioides (Gautam, 2014) 

Kingdom: Fungi 
Subdivision: Ascomycota 

Class: Sordariomycetes 
Order: Phyllachorales 

Family: Phyllachoraceae 
Genus: Colletotrichum  

Species: gloeosporioides 
 

รา C. gloeosporioides  แหลFงอาศัยทั่วไปมักพบในดิน และอาจพบโคนิเดียลอยไปตาม
อากาศไดUเชFนกัน ราชนิดนี้สามารถกFอโรคในพืชไดUหลายชนิด เชFน โรคแอนแทรคโนส ในพริก มะมFวง 
แกUวมังกร และมะละกอ เป<นตUน พืชท่ีติดเช้ือจะแสดงอาการเป<นแผลไหมUดำ เป<นจุดวงกวUาง บนใบ ชFอ
ดอก และผล เมื่อมีอาการรุนแรงจะทำดอกรFวงกFอนการติดผล สFวนในผลจะมีอาการเนFาทั้งผล และผล
รFวงจากตUนไดUเมื่อระยะรุนแรง (Tovar-Pedraza et al., 2020) ซึ่งรานี้สามารถดำรงชีวิตโดยอาศัยอยูF
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กับเศษซากพืชที่ตายแลUวไดU เมื่อสภาพแวดลUอมเหมาะสมชFวงฤดูฝนที่มีความชื้นสูง และอุณหภูมิท่ี
เหมาะสม ระหวFาง 24-32 องศาเซลเซียส จะมีอัตราการแพรFระบาดไดUดี  
 

  
ภาพท่ี 12 (ก) ลักษณะรา C. gloeosporioides  ท่ีเจริญบนอาหาร PDA และ (ข) Conidia 

ท่ีมา: Huang et al. (2013) 
 

 
ภาพท่ี 13 โรคแอนแทรคโนสบนพริก 

ท่ีมา: Saxena et al. (2016) 
 

 
ภาพท่ี 14 โรคแอนแทรคโนสบนมะมFวง 
ท่ีมา: Tovar-Pedraza et al. (2020) 

 

ก ข 
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ภาพท่ี 15 โรคแอนแทรคโนสบนแกUวมังกร 

ท่ีมา: https://www.semanticscholar.org/paper/DRAGON-FRUIT 
(วันท่ีสืบคUน 17 กรกฎาคม 2564) 

 

 
ภาพท่ี 16 โรคแอนแทรคโนสบนมะละกอ 

ท่ีมา: Vieria et al. (2019) 
 

1.2.2 สารพิษท่ีผลิตโดยรากBอโรคพืช 

ต ัวอย Fางสารพ ิษท ี ่ผล ิตโดยรา F. proliferatum, F. solani, F. moniliforme,         

P. palmivora และ C. gloeosporioides ไดUแกF ฟูโมนิซิน โมนิลิฟอรOมิน ฟูซาริน และ กรดฟูซาริก 

เป<นตUน โดยรา Fusarium spp. จะสังเคราะหOสารพิษทุติยภูมิที่เรียกวFาไมโคทอกซิน (mycotoxins) 
ออกมา ซึ่งสารพิษเหลFานี้ลUวนเป<นพิษตFอพืชหรือเป<นอันตรายตFอสุขภาพของมนุษยO และสัตวOไดU      
การผลิตสารพิษของรานั้นมีสาเหตุมาจากความเครียดทางโภชนาการ ความเครียดจากแสง และปïจจัย
แวดลUอมอื่น ๆ เชFน คFาความเป<นกรด-เบส อุณหภูมิ การไดUรับน้ำ สารฆFาเชื้อรา และสารทุติยภูมิที่ไดU
จากพืช เป<นตUน (Perincherry et al., 2016) 

สารพิษของรา สามารถแบFงออกไดUหลายชนิด เชFน พอลิคีไทดO (Polyketides) ไดUแกF 
อะฟลาทอกซิน (Aflatoxins) และฟูโมนิซิน (fumonisins) เทอรOป~น (Terpenes) ไดUแกF ทอกซิน T-2 
(T-2 toxin) ดีออกซีนิวาเลนอล-DON (deoxynivalenol-DON) เทอรOพีนอินโดล (Indole terpenes) 
ไดUแกF แพกซิลลีน (Paxilline) และ โลลิเตรOม (lolitrems) เปปไทดOท่ีไมFไดUสังเคราะหOโดยไรโบโซม 
(non-ribosomal peptides) ได UแกF  ซ ิ โร เดสม ิน (Sirodesmin) เอนเน ียต ิน (Enniatins) และ            
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บิวเวอริซิน (beauvericins) อัลคารOลอยดO (Alkaloids) ไดUแกF เพลามีน (peramine) ซิเดอรOโรฟลอ 
(Siderophores) ไดUแกF เฟอริโครซิน (ferricrocin) มักมีบทบาทในการกระตุUนอาการติดเชื้อในพืช 
(Perincherry et al., 2016) 

 
1.2.2.1 ฟูโมนิซิน  

เป<นกลุFมของสารพิษจากเชื้อราประเภทโพลีคีไทดO ที่ผลิตโดยรา F. proliferatum  

(Perincherry et al., 2016) และ F. moniliforme (Garcia et al., 2018) กลุFมสารพิษนี้ไดUรับการ
รับรองวFาเป<นสาเหตุของมะเร็งเม็ดเลือดขาวในมUา ปอดบวมน้ำในสุกร และมะเร็งหลอดอาหารใน
มนุษยO (Smith, 2018) Fumonisins เป<นพิษตFอพืช และ fumonisin B1 (ภาพท่ี 17) จะสรUางความ
เสียหายใหUกับธัญพืช และพืชผลที ่สำคัญ เมล็ดธัญพืชที ่ปนเป¶ ßอนดUวย fumonisin B1 จะมีการ
เส่ือมสภาพของเมล็ดอยFางรวดเร็ว (Perincherry et al., 2016) 

 

 
ภาพท่ี 17 โครงสรUางของฟูโมนิซิน 

ท่ีมา: Perincherry et al., (2016) 
 

1.2.2.2 โมนิลิฟอร_มิน 

เป <นสารพิษปนเป¶ ßอนที ่สำค ัญอีกชนิดหนึ ่งในเมล ็ดธ ัญพืช ท ี ่ผล ิตโดยรา                 
F. proliferatum   โมนิลิฟอรOมิน (ภาพที่ 18) มีพิษนUอยกวFาสารพิษ T-2, fumonisins, butenolide 
และกรด dihydrofusaric และมีศ ักยภาพในการยับยั ้งการเจร ิญเต ิบโตของพืช โดยการลด
ประสิทธิภาพการงอกของเมล็ด และลดเม็ดสีที่ใชUในการสังเคราะหOแสงของพืช สารพิษสามารถยับย้ัง
การพัฒนาของใบ และยังชFวยลดมวลในตUนกลUาพืชไดUอีกดUวย (Perincherry et al., 2016) 
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ภาพท่ี 18 โครงสรUางของโมนิลิฟอรOมิน 

ท่ีมา: Perincherry et al. (2016) 
 

1.2.2.3 ฟูซาริน 

เป < นสารประกอบโพล ี ค ี ไทด O ท ี ่ ม ี  2-pyrrolidone แทนท ี ่ บน  polyenic 
chromophore โดยทั ่วไปผลิตโดยรา F. solani ฟูซารินบางชนิด เชFน ฟูซาริน A, B, C และ D      
(ภาพที่ 19) ยังเป<นสารกFอกลายพันธุ Oเมื ่อทดสอบกับ Ames Salmonella fusarin C ยังสามารถ
กระตุUนการเจริญเติบโตของเซลลOมะเร็งเตUานม โดยจะทำหนUาท่ีเป<นตัวเรFงปฏิกิริยาเอสโตรเจน และ
กFอใหUเกิดมะเร็งหลอดอาหารของมนุษยOไดUอีกดUวย (Sondergaard et al., 2011) 

 

 
ภาพท่ี 19 โครงสรUางฟูซาริน 

ท่ีมา: Perincherry et al. (2016) 
 

1.2.2.4 กรดฟูซาริก  

กรดฟูซาริก (FA) (ภาพที่ 20) ผลิตโดยรา F. moniliforme (Perincherry et al., 
2016) ขึ้นชื่อในเรื่องความเป<นพิษตFอพืช และเป<นหนึ่งในรายงานเกี่ยวกับไฟโตทอกซิน (Phytotoxin) 
ในอาการเหี่ยวของพืช เชFน มะเขือเทศ แมUวFาสารพิษจะไมFมีบทบาทในระยะเริ่มแรกของการติดเช้ือ 
แตFก็มีสFวนสำคัญตFอกระบวนการพัฒนาการเป<นโรคในขั้นตFอไป โดยสารพิษยังสามารถเพิ่มระดับของ
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ปฏิกิริยาออกซิเจน (Reactive oxygen species; ROS) ลดการทำงานของเอนไซมOตUานอนุมูลอิสระ 
เชFน catalase และ ascorbate peroxidase และทำใหUเซลลOใบมะเขือเทศท่ีงอกออกมาตาย ลดอัตรา
การสังเคราะหOแสง ลดกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลลO และทำใหUโครงสรUางเซลลOหยุดชะงัก 
นำไปสูFการเห่ียวแหUง (Perincherry et al., 2016) 

 

 
ภาพท่ี 20 โครงสรUางกรดฟูซาริก 

ท่ีมา: Perincherry et al. (2016) 
 

1.2.3 การปåองกัน และการกำจัดรากBอโรคพืช  

การกำจัดราโรคพืชในดิน อาจทำไดUหลากหลายวิธี เชFน การใชUวัสดุปลูกที่ปราศจากโรค 
หรือใชUสารกำจัดเชื้อราเคลือบเมล็ดพืช โดยสารฆFาเชื้อราที่มีความหลากหลายทางเคมีที่มีการใชUทั่วไป 
ไดUแกF thiram (Thiram 70 S), benomyl (Benlate), Dithane M-45 (Mancozed) และ Captafol 
(Difolatan) ซึ่งสารฆFาเชื้อราดังกลFาวสามารถตFอตUาน โรครากเนFาที่เกิดจากเชื้อรา Fusarium spp. 
(Fusarium root rot; FRR) ไดUอยFางมีประสิทธิภาพ (Eke et al., 2020) 

จากงานวิจัยของ Becker และคณะ (2021) กลFาววFาการผลิตผลไมUเชิงพาณิชยO อยFางเชFน
กลUวย โดยสFวนใหญFจะใชUสารเคมีฆFาเชื ้อราที ่มีราคาแพง และใชUบFอยครั ้งในการควบคุมโรคใน
คอสตาริกา ซึ ่งคิดเป<นประมาณ 50 เปอรOเซ็นตO ของการใชUสารกำจัดศัตรูพืชทั้งหมดในประเทศ 
โครงการกำจัดเชื้อราโรคพืชเหลFาน้ีมีคFาใชUจFายประมาณ 1,500 ดอลลารOสหรัฐฯ ตFอเฮกตารOตFอป~ ใน
พื้นที่อื ่น ๆ ของโลก คFาใชUจFายจะอยูFที ่ประมาณ 500 ดอลลารOสหรัฐฯ ตFอเฮกตารOตFอป~ นอกจาก
คFาใชUจFายที่เพิ่มขึ้นสำหรับการกำจัดเชื้อราดUวยสารเคมี ยังมีผลกระทบดUานสิ่งแวดลUอมที่ไมFพึงประสงคO
ตามมา รวมถึงความเสี่ยงของเกษตรที่เพิ่มขึ้นจากการสัมผัสสารเคมี นอกจากนี้ ความตUานทานของ
เช้ือโรคตFอสารฆFาเช้ือราในระบบตFาง ๆ ยังเพ่ิมข้ึนอีกดUวย 
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1.2.4 การใชxวิธีทางชีวภาพ (Biological control)  

การควบคุมทางชีวภาพ เป<นการใชUจุลินทรียOที่มีศักยภาพในการผลิตสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพเพื่อควบคุมศัตรูพืช ซึ่งจุลินทรียOจะมีกระบวนการผลิตสารเมแทบอไลตOทุติยภูมิ (Secondary 
Metabolite) ซึ ่งเป<นผลิตภัณฑOจากธรรมชาติที ่สังเคราะหOขึ ้นโดยแบคทีเรีย เชื ้อรา และพืชเป<น
หลัก เป<นโมเลกุลท่ีมีน้ำหนักต่ำ มีโครงสรUางทางเคมี และกิจกรรมทางชีววิทยาท่ีหลากหลาย 

เมแทบอไลตOทุติยภูมิ คือสารประกอบท่ีไมFเก่ียวขUองโดยตรงกับกระบวนการเผาผลาญ การ
เจริญเติบโต และการสืบพันธุOของสิ่งมีชีวิต โดยทั่วไปแลUวจะมีหนUาที่ออกฤทธิ์เพื่อปกป]องสิ่งมีชีวิตจาก
สภาวะความเครียดจากส่ิงแวดลUอม และผูUลFา (Srivastava et al., 2020)  

ปïจจุบันเกษตรกรหันมานิยมใชUสารกำจัดศัตรูพืชทางชีวภาพกันมากขึ้น เนื่องจากเป<น
ทางเลือกที่ทดแทนการใชUยาฆFาแมลงเคมี เพื่อลดความเสี่ยงตFอสุขภาพของมนุษยO และมีผลกระทบตFอ
สิ่งแวดลUอมนUอยกวFาสารเคมีกำจัดเชื้อรา และเป<นที่ยอมรับสำหรับใชUในการเกษตรอินทรียO (Quiroz 
et al., 2019) 

ตัวอยFางงานวิจัยที่ใชUวิธีทางชีวภาพ เชFน Haddoudi et al. (2021) พบวFา Bacillus spp. 
มียีน fenD, bmyB, spaS, dfnM, ituA, mycA, srfAA ซึ่งเป<นยีนท่ีผลิตไลโปเปปไทดO ชนิด iturins, 
fengycins และ surfactin สFงผลใหUสามารถควบคุมโรคเหี่ยวที่เกิดจาก Fusarium equiseti ในถ่ัว
ปากอUา (Vicia faba) ไดU 100 เปอรOเซ็นตO และชFวยสFงเสริมการเจริญเติบโตของพืชไดU 82 เปอรOเซ็นตO 
และ Mendoza and Velandia (2022) ไดUวิจัยเร่ืองความสามารถของสFวนใส และเซลลOจาก Bacillus 

velezensis ท่ีชFวยลดการเห่ียวของมะเขือเทศท่ีเกิดจากรา Fusarium เป<นตUน 
 

1.2.5 แหลBงท่ีมาของจุลินทรีย_ 

จุลินทรียOในสิ ่งแวดลUอม ประกอบดUวยกลุFมที ่อาศัยอยู Fในดิน ผิวดิน ในอากาศ ในน้ำ 
ตลอดจนสภาวะแวดลUอมรุนแรง เชFน ดินภูเขาไฟ ดินและน้ำในบFอน้ำพุรUอน บางสายพันธุOพบปนเป¶ßอน
อยูFในอาหาร เคร่ืองด่ืม ตลอดจนระบบทางเดินอาหารของส่ิงมีชีวิต  

ดินเป<นแหลFงที่เหมาะสมสำหรับการเจริญของจุลินทรียOตFาง ๆ จำนวน และชนิดของ
จุลินทรียOในดินขึ้นอยูFกับความอุดมสมบูรณOของดิน ความเป<นกรด ปริมาณความชื้น และปïจจัยตFาง ๆ 
โดยทั่วไปจุลินทรียOมักอาศัยอยูFตามผิวหนUาของดิน ยิ่งลึกลงไปยิ่งมีจุลินทรียOนUอย โดยจุลินทรียOในดินท่ี
มีประโยชนO ไดUแกF จุลินทรียOในดินที่เป<นประโยชนO เชFน Glomeromycota, Mortierellomycota, 

Humicola และ Bacillus sp. (Pu et al., 2022) 
บาซิลลัสจัดเป<นแบคทีเรียกลุFมใหญF ซึ่งประกอบดUวยหลายสป~ชีสOที่แตกตFางกัน อยูFใน

ตระกูล Bacillaceae เป<นกลุFมแบคทีเรียท่ีมีความหลากหลายทางพันธุกรรม และฟ~โนไทป∏ สามารถ
อยูFรอดในระบบนิเวศที่หลากหลายทั้งแหลFงน้ำ แมFน้ำ บFอน้ำพุรUอน อากาศ พืช สิ่งแวดลUอมทางทะเล 
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และระบบทางเดินอาหารของมนุษยOและสัตวO แตFโดยสFวนใหญFพบมากในดินเหนียว ดินทราย ดิน
ตะกอนทะเล เป<นตUน การสรUางสปอรOของบาซิลลัสจะชFวยใหUมีชีวิตรอดในการเปลี่ยนแปลงทาง
สิ่งแวดลUอมไดUดี ความสามารถในการสรUางสปอรOของบาซิลลัสถือเป<นขUอไดUเปรียบสำหรับการนำไปใชU
งานหลาย ๆ ดUาน เนื ่องจากมีความสามารถทนตFอความรUอนทำใหUการนำไปแปรรูป หรือใชUเป<น
ผลิตภัณฑO โดยสามารถเก็บผลิตภัณฑOไวUที่อุณหภูมิหUองในรูปแบบผึ่งใหUแหUงโดยไมFมีผลเสียตFอการ
ดำรงชีวิต อีกทั้งสปอรOของบาซิลลัสยังสามารถอยูFรอดไดUในคFาความเป<นกรดต่ำท้ังในสภาวะแวดลUอม 
และกระเพาะอาหารของมนุษยO และสัตวO (Achi and Halami, 2016) 

การมีอยูFในสภาวะแวดลUอมที่หลากหลายของบาซิลลัสทำใหUงานวิจัยนี้ไดUมุ FงเนUนคัดแยก
แบคทีเรียจากดินบริเวณป6าชายเลน (mangrove forest หรือ intertidal forest) เนื่องจากเป<น
ระบบนิเวศที่อยูFในแนวเชื่อมตFอระหวFางพื้นดินกับพื้นน้ำ มีที่ตั้งอยูFแถบภูมิภาคเขตรUอน และกึ่งเขต
รUอนของโลก เป<นระบบนิเวศที่มีความเฉพาะตัวมีความหลากหลายทางชีวภาพสูง  เนื่องจากมี
กระแสน้ำขึ้น น้ำลงเป<นระยะ ซึ่งทำใหUปïจจัยดUานสิ่งแวดลUอม เชFน ความเค็ม และความอุดมสมบูรณO
ของสารอาหารมีความแปรปรวนอยFางมาก จึงทำใหUเป<นแหลFงกำเนิดของหFวงโซFอาหารใหUกับ
สิ่งมีชีวิต รวมไปถึงจุลินทรียO จุลินทรียOที่อยูFบริเวณป6าชายเลนจะมีบทบาทสำคัญในการหมุนเวียน
สารอาหารในดิน โดยบางกลุFมเป<นทั้งผูUยFอยสลาย และผูUสังเคราะหO สารอาหารของป6าชายเลน 
(Huergo et al., 2018) จุลินทรียOในป6าชายเลนจะเปลี่ยนสารอาหารจากพืชในป6าชายเลนที่ตายแลUว
ใหUเป<นแหลFงไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และสารอาหารอ่ืน ๆ ท่ีใหUพืชชนิดอ่ืนสามารถนำมาใชUงานไดU ความ
หลากหลายทางชีวภาพของจุลินทรียOจากระบบนิเวศเหลFานี้จะชFวยในการแยก และระบุจุลินทรียOชนิด
ใหมF และมีศักยภาพที่มีความจำเพาะสูง ระบบนิเวศป6าชายเลนจึงมีจุลินทรียOจำนวนมากซึ่งสามารถ
ปรับใหUเขUากับน้ำเค็มปานกลาง และสภาพแวดลUอมที่ผันผวนไดU จุลินทรียOเหลFานี้มีบทบาทสำคัญใน
การหมุนเว ียนสารอาหารเชFน คาร Oบอน ไนโตรเจน ซัลเฟอรO และฟอสฟอรัส และควบคุม
สภาพแวดลUอมทางเคมีของระบบนิเวศป6าชายเลน (Alongi et al., 1993) การศึกษาครั ้งน้ี
ประกอบดUวยความหลากหลายของจุลินทรียO เชFน แบคทีเรีย รา และ แอคติโนมัยซิส จากระบบนิเวศ
ป6าชายเลน (Sahoo and Dhal, 2009) 

ในป6าชายเลนจะประกอบไปดUวยแบคทีเรีย 91 เปอรOเซ็นตO (Alongi et al. 1998) แบคทีเรียและ
ยีสตOมีบทบาทสำคัญในการยFอยสลายเศษซากในระบบนิเวศป6าชายเลน (Maria and Sridhar, 2002) 
กลุFมแบคทีเรียในป6าชายเลน ไดUแกF (Kathiresan and Bingham, 2001) 

1. แ บ ค ท ี เ ร ี ย ร ี ด ิ ว ซ O ซ ั ล เ ฟ ต  (Sulfate-reducing bacteria) เ ช F น  Desulfovibrio, 
Desulfotomaculum, Desulfosarcina และ Desulfococcus sp 
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2. แบคท ี เ ร ี ย ต ร ึ ง ไ น โ ต ร เ จน  (N2-fixing bacteria) เ ช F น  Azospirillum, Azotobacter, 

Rhizobium, Clostridium และ Klebsiella sp 
3. แบคทีเรียสังเคราะหOแสงแตFไมFมีออกซิเจนเกิดขึ้น (Photosynthetic anoxygenic bacteria) 

เชFน Chloronema, Chromatium, Beggiatoa, Thiopedia และ Leucothiobacteria sp. 
4. แบคท ี เ ร ี ยท ี ่ ด ำ ร งช ี ว ิ ตภาย ใต U สภาวะ ไร U อ ากาศ  (Methanogenic bacteria) เ ชF น 

Methanoccoides methylutens sp. 
5. แบคท ี เร ียท ี ่ ย Fอยสลายฟอสเฟต (Phosphate-solubilizing bacteria) เช Fน Bacillus, 

Paenibacillus, Xanthobacter, Vibrio proteolyticus, Enterobacter, Kluyvera, 

Chryseomonas และ Pseudomonas sp. 
 

จุลินทรียOป6าชายเลนมีศักยภาพในการผลิตสารที่สำคัญหลายชนิด เชFน สารตUานจุลชีพ สารฆFา
แมลง รวมถึงเอนไซมOที่สามารถตUานมะเร็ง วิตามินที่สFงเสริมระบบภูมิคุUมกันและสารปรับเปลี่ยน
ภูมิคุUมกัน (Thatoi et al., 2012) เมื่อศึกษาคุณสมบัติของเชื้อ B. amyloliquefaciens ท่ีคัดแยกไดU
จากป6าชายเลน สามารถผลิตสารตUานจุลินทรียOสำหรับใชUเป<นสารควบคุมทางชีวภาพในการยับยั้งโรค
เหี่ยวในพริก (Hu et al., 2010) โดย B. amyloliquefaciens ที่คัดแยกไดUจากป6าชายเลน สามารถ
ผลิตสารควบคุมทางชีวภาพไดU เชFน สารจำพวกแบคเทอริโอซิน (bacteriocins) ซึ่งเป<นสารควบคุม
ทางชีวภาพท่ีสำคัญในการควบคุมโรคพืช (Márcia et al., 2006) 

จากงานวิจัยเรื่อง ความหลากหลายทางชีวภาพและศักยภาพของจุลินทรียOจากระบบนิเวศป6า
ชายเลน ซึ่งไดUศึกษาจุลินทรียOที่อยูFในระบบนิเวศป6าชายเลน ไดUแกF แบคทีเรีย รา และ แอคติโนมัยซิส    
จากการศึกษาพบวFาจุลินทรียOเหลFานี้มีความสำคัญตFอระบบนิเวศป6าชายเลนเป<นอยFางมาก เป<นทั้งผูU
ยFอยสลาย ผูUผลิตสารทางชีวภาพ และผูUสรUางสมดุลภายในระบบนิเวศป6าชายเลน (Thatoi et al., 
2012) และการคัดแยก Bacillus solimangrovi sp. จากดินบริเวณป6าชายเลนใกลUชายทะเลของ
เกาะเวนู รัฐชุก ประเทศไมโครนีเซีย ซึ่งพบวFามีเพียง 2 ไอโซเลต คือ GH2-4T และ GH2-5 ที่คาดวFา
จะเป<นแบคทีเรียในกลุFม Bacillus solimangrovi  (Lee et al., 2014)  
 

1.2.6 แบคทีเรียกลุBมบาซิลลัส (Bacillus sp.) 
แบคทีเรียในกลุFม Bacillus sp. เป<นแบคทีเรียที่มีรูปรFางแทFง (Rod-shape) ยUอมติดแกรม

บวก (Gram positive) (ภาพที่ 21) อยูFในวงศO Bacillaceae เป<นแบคทีเรียที่สามารถสรUางสปอรOไดU 
สามารถเจริญไดUทั้งสภาวะที่มีอากาศและไมFมีอากาศ (Facultative anaerobic) และเคลื่อนที่ดUวย
แฟลกเจลลFา (flaggella) 
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 Bacillus sp. เป<นแบคทีเรียที่ทนตFอความรUอน (thermoduric bacteria) เนื่องจากมี
การสรUางเอนโดสปอรO (spore forming bacteria) (ภาพที่ 22) โดยเอนโดสปอรO (Endospore) โดย
เกิดขึ้นภายในเซลลO และสรUางไดUเพียง 1 สปอรOตFอ 1 เซลลO ซึ่งจัดเป<นโครงสรUางที่ทำใหUแบคทีเรียมี
ความทนทานตFอสภาพแวดลUอมที่ไมFเหมาะสมไดU เอนโดสปอรOสามารถทนตFอความแหUงแลUง สียUอม 
สารเคมีที่ใชUฆFาเชื้อ รังสี และความรUอนที่อุณหภูมิตFาง ๆ ไดUดี แตFสFวนใหญFทนอุณหภูมิสูงไดUถึง 80 
องศาเซลเซียส อยFางนUอย 10 นาที (บัญญัติ, 2534) 

 

            
ภาพท่ี 21 ลักษณะรูปรFางของแบคทีเรียสกุล Bacillus  

ท่ีมา : Tan et al. (2018) 
 

           
ภาพท่ี 22 เอนโดสปอรOของแบคทีเรียสกุล Bacillus  

ท่ีมา : Daniel and John (2008) 
 

แบคทีเรียกลุ FมบาซิลลัสเหลFานี ้ลUวนมีความสำคัญ และบทบาทที่แตกตFางกันออกไป      
บางชนิดเป <นแบคทีเร ียท ี ่ช Fวยในการส Fงเสร ิมการเจร ิญของพืช  (Plant growth promoting 
rhizobacteria) อีกทั้งสรUางสารปฏิชีวนะ และสารควบคุมทางชีวภาพเพื่อใชUในการยับยั้งเชื้อกFอโรคไดU 
จากงานวิจัยที่ผFานมาไดUมีรายงานวFา Bacillus amyloliquefaciens ที่คัดแยกไดUจากป6าชายเลน     
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ในประเทศจีน สามารถยับยั ้งโรคเหี ่ยวของพริกที ่ เก ิดจากรา Ralstonia solanacearum ไดU          
(Hu et al., 2010) B. subtilis สามารถหลั่งสารตUานเชื ้อราหลายชนิด เชFน bacitracin, subtilin, 
bacillin และ bacillomycin ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราหลายชนิด และยังระบุดUวยวFา B. subtilis ยับย้ัง
การเจริญของเสUนใยของ F. solani (Al-Fadhal et al. 2018) 
 

1.2.7 สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีผลิตไดxจากแบคทีเรียในกลุBมบาซิลลัส 

แบคทีเรียในกลุFมบาซิลลัส สามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดUหลากหลายรูปแบบ 
ทั้งการสังเคราะหOทางชีวเคมี เชFน กระบวนการเมตาบอไลตOทุติยภูมิ ไดUแกF เปปไทดO (Peptides) 
สารประกอบโพลีคีไทดO (Polyketide) และไลโปเปปไทดO (Lipopeptides) เป<นตUน โดยสFวนใหญFมัก
พบสารกลุFมไลโปเปปไทดO ซึ่งกลไกการผลิตมีความซับซUอนโดยเริ่มปฏิกิริยาของการสังเคราะหOเปปไทดO
โดยเอนไซมOเปปไทดOซินธีเทสที ่ไมFใชUไรโบโซม (non-ribosomal peptide synthetases :NRPSs)    
ซึ่งเป<นเอนไซมOเชิงซUอนขนาดใหญFที่มีโครงสรUางแบบแยกสFวน โดยแตFละโมเลกุลจะรวมตัวกับกรดอะมิ
โนเฉพาะ โดยสารไลโปเปปไทดOจะมีฤทธ์ิในการยับย้ัง แบคทีเรีย เช้ือรา และไวรัสท่ีทำใหUเกิดโรคในพืช
ไดUอยFางมีประสิทธิภาพ ซึ ่งจะประกอบไปดUวย iturin, fengycin และ surfactin ซึ ่งมีฤทธิ ์ในการ
ทำลายเย่ือหุUมเซลลOของเช้ือกFอโรคพืช 

อิทูลิน (Iturin) จัดเป<นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ ที่มีฤทธิ์ตFอเยื่อหุUมเซลลOของรากFอโรค
ซึ่งจะสFงผลตFอการพัฒนาของสปอรO และเสUนใยราไดUหลากหลายสายพันธุO เชFนจากงานวิจัยของ 
Thasana et al. (2010) รายงานวFา Bacillus subtilis SSE4 สามารถผลิตอิทูลิน เพื่อตFอตUานรากFอ
โ ร ค  C. gloeosporioides ส า เ หต ุ โ ร คแอนแทรค โนส ไ ด U  (Kim et al., 2010) ร า ย ง านวF า               
Bacillus subtilis CMB32 สามารถผลิตไลโปเปปไทดO ไดUทั ้งสามชนิด ไดUแกF iturin A, fengycin และ 
surfactin A เพื่อตUานรา C. gloeosporioides สาเหตุโรคแอนแทรคโนส iturin A เป<นกลุFมยFอยของ 
iturins เป<นสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีสามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของราท่ีกFอโรค เชFน Aspergillus 

carbonarius โดยจะทำใหUเกิดการออสโมติกขึ้นภายในเซลลOรา เมื่อภายในเซลลOไมFมีความสมดุล       
จะสFงผลตFอการหยุดกระบวนการสรUางพลังงาน การขนสFง และ เมตาบอลิซึมแรงดันออสโมติกภายใน
เซลลOลง (Tunsagool et al., 2021) 

เฟนไจซิน (Fengycin) จัดเป<นสารออกฤทธิ ์ทางชีวภาพที ่มีความสามารถในการ
ควบคุมราโรคพืชไดU เชFน Fusarium และ Colletotrichum โดยเฟนไจซินจะเขUาไปสลายเยื่อหุUมผนัง
เซลลOรา  ทำใหUสารและองคOประกอบภายในเกิดการรั่วไหล และการสลายออกมาภายนอกเซลลO 
(Tunsagool et al., 2021) 
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เซอแฟกติน (Surfactin) จัดเป<นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีความสามารถในการ
ชะลอการเจริญเติบโตของรา Fusarium sp. เชFน F. moniliforme ซึ่งเกี่ยวขUองกับ mycotoxicosis 
ในสัตวOและมนุษยO (Tunsagool et al., 2021) 

นอกจากนี ้สารควบคุมทางชีวภาพที ่ผลิตโดยแบคทีเรียในกลุ Fมบาซิลลัสยังมีอีก
หลากหลายชนิดดังแสดงใน (ตารางท่ี 1)  
 

 



 

  

ตารางท่ี 1 เช้ือบาซิลลัสท่ีผลิตไลโปเปปไทด7ท่ีมีศักยภาพในการยับย้ังราสาเหตุโรคพืช 

 
ท่ีมา : Fira et al, (2018) 
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ตารางท่ี 1 (ต-อ) เช้ือบาซิลลัสท่ีผลิตไลโปเปปไทด7ท่ีมีศักยภาพในการยับย้ังราสาเหตุโรคพืช 

 
ท่ีมา : Fira et al, (2018) 
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1.2.8 กลไกการยับย้ังราก0อโรคพืชโดยบาซิลลัส  

การควบคุมโรคพืชโดยใช3แบคทีเรียในกลุ:มบาซิลลัส เป@นแนวทางใหม: และมีความ

ปลอดภัยสำหรับการเกษตรท่ียั่งยืนมากขึ้น ที่นอกจากไม:ส:งผลกระทบต:อสภาวะแวดล3อมโดยรอบแล3ว 

ยังไม:ส:งผลกระทบต:อจุลินทรียPบริเวณรากพืชด3วย Choudhary et al. (2015) วิจัยเรื่องกลไกการ

ควบคุมทางชีวภาพโดย B. amyloliquefaciens FZB42 ที่เกี่ยวข3องกับรากพืช มีการใช3แบคทีเรีย    

B. amyloliquefaciens FZB42 (สีเขียวอ:อน) (ภาพท่ี 23) ท่ีแสดงปฏิสัมพันธPกับเชื ้อราโรคพืช            

R. solani (แสดงสัญลักษณPวงกลมสีแดง) และพืชผักกาดหอม (Lactuca sativa ) ท่ีสามารถอธิบาย

ได3ว:า B. amyloliquefaciens FZB42 มีชีวิตอยู:บริเวณที่ผิวรากพืช และสามารถผลิตไลโปเปปไทดPท่ี

ไม:ใช3ไรโบโซม ในกลุ:มของ surfactin และ bacillomycin D และ fengycin ได3 อีกทั้งยังพบการผลิต

สาร Volatile Organic Compounds (VOCs) เช:น acetoin, 2,3-butandiol และเปปไทดPขนาดเล็ก 

เช:น plantazolicin, amylocyclicin ได3สูง และยังสามารถผลิตขึ ้นในบริเวณใกล3เคียงกับรากพืช    

การใช3ยาปฏิชีวนะ และการแข:งขันแก:งแย:งสารอาหาร เช:น ธาตุเหล็ก จะยับยั้งการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรีย และเชื้อราที่ทำให3เกิดโรคในพืชได3 เมื่อพืชมีการติดเชื้อรา หรือเกิดการบุกรุก ยังมีการส:ง

สัญญาณให3 B. amyloliquefaciens FZB42 ให3สร3างสารควบคุมโรค และป}องกันพืชได3อีกด3วย และ

การฉีดเชื้อ   B. amyloliquefaciens FZB42 ถือเป@นแบคทีเรียที่ดีในการนำมาประยุกตPใช3ในการ

ควบคุมโรคพืช เนื่องจากเป@นมิตร และไม:ส:งผลต:อชุมชนจุลินทรียPรอบรากพืชดังนั้น การยับยั้งราก:อ

โรคในพืชให3มีประสิทธิภาพอาจเกิดจากการยับย้ังการเจริญของราจากหลายกลไกร:วมกัน 

 
 

ภาพท่ี 23 การควบคุมทางชีวภาพของแบคทีเรียท่ีมีประโยชนPต:อพืช 

ท่ีมา  Choudhary et al. (2015)
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1.2.8 งานวิจัยท่ีเก่ียวขFอง 

Thatoi และคณะ (2012) รายงานว:าปÄาชายเลนล3วนมีความหลากหลายทางชีวภาพ และ

จุลินทรียPจากระบบนิเวศปÄาชายเลนยังมีศักยภาพในการเป@นผู3ผลิต ผู3ย:อยสลาย และผู3สร3างสมดุล

ภายในระบบนิเวศปÄาชายเลน ซ่ึงจุลินทรียPท่ีอยู:ในระบบนิเวศปÄาชายเลนโดยส:วนใหญ: ได3แก: แบคทีเรีย 

รา และแอคติโนมัยซิส แต:จุลินทรียPที่อยู:ในปÄาชายเลนนี้จะมีการปรับตัวเพื่อให3อยู:รอดได3เป@นอย:างดี 

เพราะมีการเปลี ่ยนแปลงของกระแสน้ำ ค:าความเค็ม pH อุณหภูมิอยู :ตลอดเวลา นอกจากการ

ดำรงชีวิตแล3วจุลินทรียPยังมีการสร3างเอนไซมP ได3แก: phytase, phosphatase, amylase, protease, 

esterase และ lipases สร3างโปรตีน ได3แก: Lipopeptides และ  glycolipids และสร3างยาปฏิชีวนะ 

ได3แก: Enalin A และ B และ 2-Pyronone derivative เป@นต3น  

Lee และคณะ (2014) ได3คัดแยก Bacillus solimangrovi sp. จากดินบริเวณปÄาชายเลน

ใกล3ชายทะเลของเกาะเวนู รัฐชุก ประเทศไมโครนีเซีย พบว:ามีเพียง 2 ไอโซเลต คือ GH2-4T และ 

GH2-5 ที่คาดว:าจะเป@นแบคทีเรียในกลุ:ม Bacillus solimangrovi sp. เมื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐาน

วิทยา พบว:าโคโลนีมีลักษณะเป@นวงกลม นูน สายพันธุP GH2-4T มีสีเหลืองใส และสายพันธุP GH2-5    

มีสีขาวขุ:น เซลลPย3อมติดสีแกรมบวก มีการเคลื่อนที่ได3 รูปร:างแท:ง มีการสร3างเอนโดสปอรP สามารถ

เจริญได3ดีระหว:าง pH 5 ถึง pH 12 แต:สภาวะที่เหมาะสมสามารถเจริญได3ดีที่สุด pH 9 อุณหภูมิท่ี   

10 ถึง 40 องศาเซลเซียส ท่ีอุณหภูมิเหมาะสมท่ีสุด 30 ถึง 35 องศาเซลเซียส  

Kurniawan และคณะ (2019) ได3คัดแยก Bacillus จากน้ำทะเล และทรายบริเวณทะเล 

พบว:าให3ผลทดสอบ คาตาเลส การย:อยแป}ง ให3ผลบวก มีสภาพการเจริญเติบโตที่เหมาะสมที่สุดอยู:ท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส pH 7 ถึง pH 8 และสามารถเติบโตได3ที่ความเข3มข3นของเกลือ 0 ถึง 5 

เปอรPเซ็นตP จากการทดสอบยับยั้งการเจริญเติบโตของราพบว:า Bacillus สายพันธุP B26 มีศักยภาพ 

การยับยั ้งรา Fusarium solani และ Penicillium chrysogenum ถึง 69 เปอรPเซ็นตP และ 46.6 

เปอรPเซ็นตP ตามลําดับ 

Sowanpreecha และ Rerngsamran (2018) ศึกษาการหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต

โปรตีน Catalase และ Protease ของ Pseudomonas aeruginosa RS1 สร3างได3เมื่ออยู:ในสภาวะ

อาหาร LB ที่ค:า pH 7 อุณหภูมิ 21 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 21 ชั่วโมง โดยโปรตีนเหล:าน้ีจะไป

ยับย้ังรา Phytophthora palmivora ท่ีทำให3เกิดโรคในกล3วยไม3ได3  

Guevara และคณะ (2019)  ได 3 จำแนกชน ิดสารอ ินทร ีย P ระเหย (volatile organic 

compounds: VOCs) ที่สามารถผลิตได3จากแบคทีเรีย Bacillus และ Pseudomonas ซึ่งคัดแยกได3

จากบริเวณรากต3นอะโวคาโด มีผลต:อต3านการเจริญของรา Fusarium solani, Fusarium sp.      

และ Colletotrichum gloeosporioides ที่เป@นสาเหตุของโรค ได3ถึง  20 เปอรPเซ็นตP เมื่อวิเคราะหP

เ พ ื ่ อ แ ย ก ช น ิ ด ข อ ง ส า ร ร ะ เ ห ย ด 3 ว ย ว ิ ธ ี  Solid phase microextraction (SPME) แ ล ะ                                 
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Gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) พบว:าเป@น คีโตน ไพราซีน 

และสารประกอบที่มีกำมะถัน ซึ่งสารเหล:านี้ทำให3ลักษณะเส3นใยราก:อโรคผิดปกติ และไม:สามารถ

เจริญได3  

Cavaglieri และคณะ (2005) ศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ Fumonisin B1 ที่สร3างโดย 

Bacillus subtilis สามารถยับยั้งรา Fusarium verticillioides สาเหตุของโรครากเน:าข3าวโพด และ

ยังเป@นแบคทีเรียที่ช:วยส:งเสริมการเจริญของต3นข3าวโพดได3เมื่อใช3ในปริมาณเซลลPเหมาะสมที่ 107 ถึง 

108 เซลลPต:อมิลลิลิตร  

Joo และคณะ (2015) ได3คัดแยก Brevibacillus reuszeri จากดินท่ีปลูกข3าว พบว:าสามารถ

ยับยั้งการเจริญของเส3นใยรา Fusarium spp. ที่ก:อโรคในฝôกข3าวโพด ได3สูงสุดถึง 21 เปอรPเซ็นตP โดย

มีระยะเวลาการยับย้ังนานถึง 21 วัน  

Riaz และคณะ (2021) ศึกษาศักยภาพของ Bacillus subtilis FZV-1 และ B. halotolerans 
สามารถสร 3 า ง  siderophores, protease, glucanases, surfactin และ fengycin ท่ีย ั บย ั ้ ง รา 
Fusarium solani สาเหตุโรครากเน:าในถั่ว (Pisum sativum L.) และแบคทีเรียยังช:วยเพิ่มความยาว

ต3นถั่วได3ถึง 29 ถึง 64 เปอรPเซ็นตP ความยาวราก 23 ถึง 78 เปอรPเซ็นตP และน้ำหนักสด 28 ถึง 70 

เปอรPเซ็นตP แบคทีเรียยังลดความรุนแรงของโรครากเน:าที่เกิดจากรา F. solani ได3ถึง 25 ถึง 89 

เปอรPเซ็นตP อีกท้ังแบคทีเรียยังช:วยในการเจริญเติบโตของพืชได3อีกด3วย  

Bhattacharya และคณะ (2016) ศึกษาศักยภาพของ Bacillus pumilus JUBCH08 ที ่

สามารถผลิตไคติเนส และสามารถทนต:อความร3อนอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส และทนต:อเบสที่ 

pH 8 เ ป @ น เ ว ล า  1 ช ั ่ ว โ ม ง  และส า รค วบค ุ มท า ง ช ี ว ภ าพย ั ง ส าม า รถย ั บ ย ั ้ ง เ ช ื ้ อ ร า 
Fusarium oxysporum ได3ถึง 45 เปอรPเซ็นตP  

Arrebola และคณะ (2010) ศึกษาศักยภาพของ Bacillu amyloliquefaciens ท่ีสามารถ

ผลิตสาร fengycin, iturin และ surfactine ที่ยับยั้งราก:อโรคทั้ง 7 สายพันธุPได3 ได3แก: Alternaria 
citri, Botryosphaeria sp., Colletotrichum gloeosporioides, Fusicoccum aromaticum, 
Lasiodiplodia theobromae, Penicillium crustosum และ Phomopsis persea ได3 โดยทำให3

ลักษณะเส3นใยราผิดปกติ มีการบวมของสปอรPทำให3เกิดความไม:สมดุลข้ึน และไม:สามารถเจริญได3  
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1.3 วัตถุประสงคL 

1. เพ่ือคัดแยกแบคทีเรียกลุ:ม Bacillus sp. จากดินบริเวณปÄาชายเลนท่ีสามารถยับย้ังราก:อโรคพืช 

2. เพื ่อหาปôจจัยที ่เหมาะสมต:อประสิทธิภาพในการสร3างสารยับยั ้งราสาเหตุโรคพืชของ      

Bacillus sp. ท่ีแยกได3 และทดสอบความเสถียรของน้ำเล้ียงเช้ือ 

3. เพื่อทดสอบศักยภาพของแบคทีเรียกลุ:ม Bacillus sp. ในการป}องกันหรือยับยั้งราก:อโรคพืชใน

ต3นข3าวโพด 
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บทท่ี 2 

วิธีการวิจัย 

 

 

2.1 วิธีดำเนินการ 

2.1.1 แหล0งท่ีมาของตัวอย0าง 

โดยคัดเลือกแหล:งท่ีมีการเข3าถึงน้ำทะเล มีสภาวะท้ังน้ำเค็ม และน้ำกร:อย โดยมีพืชท่ีเจริญ

ในพื้นที่โดยส:วนใหญ:เป@นไม3ยืนต3น เช:น โกงกางใบเล็ก โกงกางใบใหญ: ต3นจาก ตีนเป@ดทะเล ลำพู แสม

ทะเล เป@นต3น โดยมีสภาพดินโดยส:วนใหญ:เป@นดินเลน เก็บดินเป@นจุดระยะห:าง 100 ถึง 150 เมตร 

และเลือกเก็บเฉพาะใต3ต3นไม3เพ่ือจะได3พบแบคทีเรียได3 

2.1.1.1 ดินจากปÄาชายเลนแหลมตะลุมพุก อำเภอปากพนัง จังหวัดนครศรีธรรมราช 

2.1.1.2 ดินจากปÄาชายเลนศูนยPวิจัยและพัฒนาทรัพยากรปÄาชายเลน และปÄาชายฝôúง 

อำเภอขนอม จังหวัดนครศรีธรรมราช 

2.1.1.3 ดินจากปÄาชายเลน อำเภอสิชล จังหวัดนครศรีธรรมราช 

2.1.1.4 ดินจากปÄาชายเลนท:าทอง อำเภอกาญจนดิษฐP จังหวัดสุราษฎรPธานี 

2.1.1.5 ดินจากปÄาชายเลนบางใบไม3 อำเภอเมือง จังหวัดสุราษฎรPธานี 

2.1.1.6 ดินจากปÄาชายเลนลีเล็ด อำเภอพุนพิน จังหวัดสุราษฎรPธานี 

 

2.1.2 การคัดแยกแบคทีเรีย การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา และการทดสอบทางชีวเคมี 

2.1.2.1 การเก็บตัวอย:างดิน และการคัดแยกเช้ือ 

เก็บตัวอย:างดินในพื้นที ่ปÄาชายเลน โดยเก็บตัวอย:างดินแบบสุ:ม 5 ตำแหน:ง        

ที่ระดับความลึก 15 เซนติเมตร นำดินที่ได3ใส:ในถุงซิปล็อคพลาสติกที่ปราศจากเชื้อ แล3วใส:กล:องเพ่ือ

เก็บรักษาตัวอย:างในระหว:างที่ขนส:งมายังห3องปฏิบัติการ นำตัวอย:างดินบริเวณปÄาชายเลนมาช่ัง       

5 กรัม แล3วแขวนลอยด3วยโซเดียมคลอไรดP 0.85 เปอรPเซ็นตP ปริมาตร 45 มิลลิลิตร แบ:งการทดลอง

ออกเป@น 2 ชุดการทดลอง ชุดที่หนึ่งนำสารแขวนลอยมาเจือจางที่ความเข3มข3น 10-2–10-6 และนำสาร

แขวนลอยตัวอย:างที่ความเจือจาง 10-4-10-6 มาเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient Agar (NA) โดยแต:

ละความเข3มข3นทดลอง 2 ซ้ำ ชุดการทดลองที ่สองนำสารแขวนลอยมาเจือจางที ่ความเจือจาง         

10-1-10-3 นำมาให3ความร3อนที ่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 10 นาที (ดัดแปลงจาก 

Ashwini and Srividya, 2013) หลังจากนั้นนำมาเกลี่ย (spread plate) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA โดย

แต:ละความเจือจางทดลอง 2 ซ้ำ นำมาบ:มที ่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชั ่วโมง 

หลังจากการบ:มตรวจนับจำนวนโคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร และคำนวณหาปริมาณเช้ือดัง สูตรท่ี 1 
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สูตรท่ี 1 คำนวณหาปริมาณเช้ือ                                                              

จำนวนแบคทีเรีย (CFU/มิลลิลิตร หรือกรัม) =  (จำนวนโคโลนี x 1/ค:าการเจือจาง)/ปริมาตรตัวอย:าง 

(มิลลิลิตร) 

 

การเลี้ยงเชื้อให3บริสุทธ์ิ ศึกษาลักษณะโคโลนี และการเก็บ Stock เชื้อ โดยนำเชื้อแบคทีเรีย

ท่ีคัดแยกได3 มาเลี ้ยงในอาหารเลี ้ยงเชื ้อ NA ด3วยวิธีการ Streak plate บ:มที ่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง จนได3เป@นโคโลนีเด่ียว บันทึกลักษณะโคโลนีท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ 

(ตารางท่ี 2) (ภาพที ่ 24) และนำเชื ้อที ่ได3เก็บ Stock เชื ้อ โดยแยกโคโลนีเดี ่ยวมาเลี ้ยงในเหลว

Nutrient Broth (NB) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ:มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตู3บ:มเชื้อแบบเขย:า 

ด3วยความเร็วรอบ 150 รอบต:อนาที นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นทำการถ:ายเชื้อปริมาตร 600 ไมโครลิตร 

มาใส:ลงหลอดไมโครเซนตริฟ§วจP ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมกับกลีเซอรอล 50 เปอรPเซ็นตP ปริมาตร 400 

ไมโครลิตร เพ่ือให3ได3ปริมาณเช้ือในกลีเซอรอล เก็บท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  

 

ตารางท่ี 2 ลักษณะการเจริญของโคโลนี บนอาหาร NA 

ลักษณะการเจริญของโคโลนี บนอาหาร NA 

ลักษณะการยกตัวของโคโลนี ลักษณะขอบของโคโลนี 

Effuse โคโลนีบางมาก แผ:นบนผิววุ3น Smooth (Entire) ขอบเรียบ 

Flat โคโลนีแบนราบ Undulate (Wavy) ขอบเว3าโค3งเป@นคล่ืน 

Raised โคโลนีราบแต:มีความหนา Lobate ขอบหยักโค3งมน 

Convex โคโลนีนูนโค3ง Erose (Irregular) ขอบหยักเป@นฟôนเล่ือย 

Pulvinate (drop-

link) 
โคโลนีนูนมาก 

Filamentous 

(branching) 
ขอบเป@นเส3น filament 

Umbonate โคโลนีจุกตรงกลาง Curled ขอบเป@นเส3นคล่ืนขนาดกัน 

Ingrowing into 

medium 

โคโลนีเจริญเข3าไปในอาหารเล้ียง

เช้ือ 
Wooly ขอบเป@นปุย 
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ภาพท่ี 24 ลักษณะการเจริญของโคโลนี บนอาหาร NA 

ท่ีมา : สุชาดา และ กาญจณา (2556) 

 
2.1.2.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และการทดสอบทางชีวเคมี 

การย3อมแกรมเพื่อดูลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย นำเชื้อที่เลี้ยงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อ NA ที่ได3จากการแยกให3บริสุทธิ์ ทดสอบการติดสีแกรม เพื่อดูรูปร:างของเซลลP โดยใช3ชุดย3อม

แกรม และนำเฉพาะแบคทีเรียที่ติดสีแกรมบวก ลักษณะรูปร:างแท:งสั้น และแท:งยาว ไปทดสอบทาง

ชีวเคมี ได3แก: การย:อยแป}ง (Starch hydrolysis), การสร3างเอนไซมPคะตาเลส (Catalase test), การ

สร3างเอนไซมPออกซิเดส (Oxidase test) และการเคลื่อนท่ี (Motility test) (Navinchandran et al., 

2014) 

 

2.1.2.2.1 การทดสอบการย:อยแป}ง (Starch hydrolysis) นำเข็มเขี่ยเชื้อไปแตะ

เชื้อ แล3วนำเชื้อมาขีดลงบนอาหารแข็ง Starch agar บ:มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 

ช่ัวโมง หลังจากการบ:มหยดด3วย Iodine solution จนท่ัวผิวหน3าอาหาร สังเกตผลการทดลอง ผลบวก

จะเกิดโซนใสของอาหาร ซึ่งแบคทีเรียสามารถย:อยแป}งได3 ผลลบอาหารจะเปลี่ยนเป@นสีน้ำเงิน จะไม:

เกิดโซนของการย:อยแป}ง (ศุภยางคP, 2547) 

 

2.1.2.2.2 การทดสอบการสร3างเอนไซมPคะตะเลส  (Catalase test) นำห:วงถ:าย

เชื้อไปแตะเชื้อจากอาหาร NA แล3วนำเชื้อมาแตะลงบนกระจกสไลดPที่สะอาด จากนั้นหยดไฮโดรเจน

เปอรPออกไซดPที่มีความเข3มข3น 3 เปอรPเซ็นตP ลงบนเชื้อที่อยู:บนกระจกสไลดP สังเกตผลการทดลอง โดย

ผลบวกจะเกิดฟองก®าซทันที ผลลบจะไม:เกิดฟอง (ศุภยางคP, 2547) 

 

 



 

36 

 

2.1.2.2.3 การทดสอบการสร3างเอนไซมPออกซิเดส (Oxidase test) หยดสาร 

Kovac’s oxidase reagent ลงบนแผ:นกระดาษกรอง นำห:วงถ:ายเชื้อไปแตะเชื้อ แล3วนำเชื้อมาขีดลง

บนแผ:นกระดาษกรอง สังเกตผลการทดลอง ผลบวกแบคทีเรียจะสามารถผลิตเอนไซมP cytochrome 

oxidase จะมีการเปลี่ยนแปลงเป@นสีม:วงหรือ สีน้ำเงินเข3มบนแผ:นกระดาษกรอง ภายใน 10 - 15 

นาที ผลลบจะไม:มีการเปล่ียนสี (ศุภยางคP, 2547) 

 

2.1.2.2.4 การทดสอบการเคลื่อนที่ (Motility test) นำเข็มเขี่ยเชื้อไปแตะเช้ือ

แล3วนำมาสแตป (Stab) ลงในอาหาร Motility test medium ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยป}ายเชื้อให3มี

ความสูงประมาณ 2 ใน 3 ของส:วนสูงอาหาร บ:มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

สังเกตการเจริญของเชื้อ ผลบวกแบคทีเรียสามารถเคลื่อนที่ได3 จึงเห็นการเจริญของเชื้อออกมานอก

รอยป}าย หรือจะมีรอยการเจริญที่ชัดเจนบริเวณนอกรอยป}ายแต:อาหารทั้งหลอดจะขุ:นกว:าเดิม       

ผลลบจะไม:เห็นการเจริญของเช้ือภายในหลอดอาหาร (ศุภยางคP, 2547) 

 

2.1.3 การทดสอบการยับย้ังราก0อโรคในหFองปฏิบัติการ (in vitro) 

2.1.3.1 การเล้ียงราก0อโรคพืช 

ร า ก : อ โ ร ค พ ื ช  Fusarium proliferatum, Fusarium solani , Fusarium 
moniliforme, Phytophthora palmivora และ  Colletotrichum gloeosporioides ได 3ร ับการ

อนุเคราะหPจาก ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรP จุฬาลงกรณPมหาวิทยาลัย มาเลี้ยงบนอาหาร

เล้ียงเช้ือ Potato Dextrose Agar (PDA) โดยบ:มท่ีอุณหภูมิห3องจนครบระยะเวลา 7 วัน     

 

2.1.3.2 การทดสอบความสามารถของการยับย้ังราก0อโรคโดยวิธี Dual culture  

นำราท่ีเล้ียงไว3บนอาหารแข็ง PDA ระยะเวลา 7 วัน มาเจาะด3วย Cork borer และ

นำไปวางตรงกลางบนอาหาร PDA จานเพาะเชื้อใหม: บ:มเป@นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากการบ:มนำ

แบคทีเรียมาขีดบนผิวหน3าอาหาร PDA ทั้งสองข3าง โดยมีระยะห:างจากรา 2 เซนติเมตร โดยขีดเช้ือ

ข3างละไอโซเลต ทำการทดลองทั้งหมด 4 ซ้ำ ตรวจวัดการเจริญของรา และการยับยั้ง ทุกวันจนครบ  

7 วัน และรายงานผลเป@นโซนการยับย้ังในหน:วยมิลลิเมตร โดยเป@นระยะจากขอบโคโลนีของราถึงขอบ

โคโลนีของแบคทีเรีย (Ashwini and Srividya, 2013) 

 

2.1.3.3 การเตรียมส0วนใสปราศจากเซลลL (Culture filtrate) 

เตรียมหัวเชื้อโดยนำแบคทีเรียที่คัดแยกได3มาเลี้ยงในอาหารเหลว NB บ:มแบบเขย:า

ที่ 150 รอบต:อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นวัดการเจริญของเช้ือ
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ด3วยเครื่อง spectrophotometer ที่ค:าความยาวคลื่นแสง 600 นาโนเมตร เท:ากับ 0.5 และลงเช้ือ

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส:ลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 99 มิลลิลิตร บ:มแบบเขย:าท่ี 150 รอบต:อนาที 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง แล3วปôúนตกตะกอนท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบ เป@น

เวลา 15 นาที นำส:วนใสมากรองด3วย Syringe membrane filter ขนาดรูกรอง 0.2 ไมโครเมตร     

จะได3ส:วนใสปราศจากเซลลP  

 

2.1.3.4 การทดสอบความสามารถในการยับย้ังราก0อโรคดFวยส0วนใสปราศจากเซลลL  

นำส:วนใสปราศจากเซลลP ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมในอาหารเหลว PDB ที่มีการ

เติม 2 เท:าของวุ3น (Agar) ปริมาตร 10 มิลลิตร หลังจากน้ันนำมาเทลงในจานเพาะเช้ือ ต้ังไว3จนอาหาร

แข็ง แล 3ววางราก:อโรคทั ้ง 5 สายพันธ ุ P  ได 3แก : F. solani, F. moniliforme, F. proliferatum,            
P. palmivora และ C. gloeosporioides ไว3กลางจานเพาะเชื ้อ (ภาพท่ี 25) โดยทำการทดลอง

ทั้งหมด 4 ซ้ำ และคำนวณหาเปอรPเซ็นตPการยับยั ้งตามสูตรที่ 2 (Ashwini and Srividya, 2013)     

โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีเล้ียงบนอาหาร PDA 

สูตรที่ 2 การคำนวณเปอรPเซ็นตPการยับยั้ง = [1-(การเจริญของราในชุดทดลอง/การเจริญของราในชุด

ควบคุม)] x100 

 
ภาพท่ี 25 การทดสอบความสามารถในการยับย้ังราก:อโรคด3วยส:วนใสปราศจากเซลลP 

 
2.1.3.5 การวิเคราะหL 16s rDNA เพ่ือระบุจีนัส สปlชีสLของแบคทีเรีย 

นำแบคทีเร ียมา Streak plate ลงบนผิวหน3าอาหาร NA บ:มที ่อ ุณหภูม ิ 37       

องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อได3เป@นโคโลนีเดี่ยวจึงส:งไปวิเคราะหPที่ สำนักงานพัฒนา

วิทยาศาสตรPและเทคโนโลยีแห:งชาติ (BIOTEC) 
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2.1.3.6 การหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับแบคทีเรียต0อประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญ

ของราก0อโรคพืช 

2.1.3.6.1 การหาชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม 

เตรียมส:วนใสปราศจากเซลลPโดยเลี้ยงแบคทีเรียที่คัดแยกได3ในอาหาร

เหลวชนิดต:าง ๆ ได3แก: Nutrient Broth (NB), Luria Bertani Broth (LB) และ Tryptic Soy Broth 

(TSB) สำหรับทดสอบความสามารถในการยับยั้งราก:อโรคทั้ง 5 สายพันธุP ดังวิธีที่ได3กล:าวไว3ก:อนหน3า 

โดยทำการทดลองท ั ้ งหมด 4 ซ ้ ำ  และคำนวณหาเปอร P เซ ็นต Pการย ับย ั ้ งตามส ูตรท ี ่  2                   

(Ashwini and Srividya, 2013) เพื่อหาอาหารที่แบคทีเรียสามารถผลิตสารยับยั้งการเจริญของราก:อ

โรคได3ดีท่ีสุด โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

 

2.1.3.6.2 การหาสภาวะกรด-เบส ท่ีเหมาะสมของอาหารเล้ียงเช้ือ 

เตรียมส:วนใสปราศจากเซลลP โดยเลี้ยงแบคทีเรียในชนิดของอาหารเหลว

ที ่เหมาะสม ที ่มีค:าความเป@นกรด-เบส ต:าง ๆ ได3แก: 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 จากนั ้นนำไปทดสอบ

ความสามารถในการยับยั้งราก:อโรคทั้ง 5 สายพันธุP ดังวิธีที่ได3กล:าวไว3ก:อนหน3า โดยทำการทดลอง

ทั้งหมด 4 ซ้ำ และคำนวณหาเปอรPเซ็นตPการยับยั้งตามสูตรที่ 2 (Ashwini and Srividya, 2013) เพ่ือ

หาค:าความเป@นกรด-เบส ที่เหมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อ ที่แบคทีเรียสามารถสร3างสารยับยั้งการ

เจริญของราก:อโรคท่ีดีท่ีสุด โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

 

2.1.3.6.3 การหาสภาวะอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสำหรับการบ0มเช้ือ  

เตรียมส:วนใสปราศจากเซลลP โดยเลี้ยงแบคทีเรียในชนิดของอาหารเหลว

ที่มีค:าความเป@นกรด-เบส ที่เหมาะสม นำมาบ:มที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส จากน้ัน

นำไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งราก:อโรคทั้ง 5 สายพันธุP ดังวิธีที่ได3กล:าวไว3ก:อนหน3า โดยทำ

การทดลองทั้งหมด 4 ซ้ำ และคำนวณหาเปอรPเซ็นตPการยับยั้งตามสูตรที่ 2 เพื่อหาสภาวะอุณหภูมิท่ี

เหมาะสมสำหรับการบ:มเชื้อที่แบคทีเรียสามารถสร3างสารยับยั้งการเจริญของราก:อโรคที่ดีที่สุด โดย

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

 

2.1.3.6.4 การหาระยะเวลาในการเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม 

เตรียมส:วนใสปราศจากเซลลP โดยเลี้ยงแบคทีเรียในสภาวะท่ีเหมาะสม 

โดยเก็บผลทุก ๆ 3 ชั่วโมง จนครบเวลา 36 ชั่วโมง จากนั้นนำไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งรา

ก:อโรค ดังวิธีที่ได3กล:าวไว3ก:อนหน3า ทำการทดลองทั้งหมด 4 ซ้ำ และคำนวณหาเปอรPเซ็นตPการยับย้ัง
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ตามสูตรท่ี 2 (Ashwini and Srividya, 2013) เพื ่อหาระยะเวลาในการเลี ้ยงเช้ือที ่ เหมาะสมท่ี

แบคทีเรียสามารถสร3างสารยับย้ังการเจริญของราก:อโรคท่ีดีท่ีสุด โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

 

2.1.3.7 การทดสอบความเสถียรของสารยับย้ังท่ีผลิตจากแบคทีเรีย  

2.1.3.7.1 การทดสอบความเสถียรต0อค0าความเปqนกรด-เบส 

เลี้ยงแบคทีเรียที่คัดเลือกในสภาวะที่เหมาะสม แล3วนำมาปôúนตกตะกอน

ที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบ เป@นเวลา 20 นาที นำส:วนใสไปปรับค:าความเป@นกรด-เบส ต:าง ๆ ได3แก: 

2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 และ 9 ด3วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข3มข3น 1 โมลารP และสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซดPความเข3มข3น 1 นอรPมัล บ:มที่อุณหภูมิห3อง เป@นเวลา 20 นาที แล3วปรับค:าความ

เป @นกรดเบสมาที ่ค :าเร ิ ่มต 3น และนำมากรองด 3วย  Syringe membrane filter ขนาดร ูกรอง              

0.2 ไมโครเมตร นำส:วนใสปราศจากเซลลP ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมในอาหารเหลว PDB ที่มีการ

เติม 2 เท:าของวุ3น (Agar) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร หลังจากนั้นนำมาเทลงในจานเพาะเชื้อ ตั้งไว3จน

อาหารแข็ง แล3ววางราก:อโรคเพื่อทดสอบความเสถียรของสารควบคุมทางชีวภาพต:อสภาวะกรด-เบส 

ต:าง ๆ โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

 

2.1.3.7.2 การทดสอบความเสถียรต0ออุณหภูมิ 

เลี้ยงแบคทีเรียที่คัดเลือกในสภาวะที่เหมาะสม แล3วนำมาปôúนตกตะกอน

ที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบ เป@นเวลา 20 นาที นำส:วนใสไปบ:มที่อุณหภูมิต:าง ๆ ได3แก: 20, 40, 60, 

80, 100 และ 121 องศาเซลเซียส เป@นเวลา 20 นาที จากนั้นตั้งไว3ให3เย็นเท:าอุณหภูมิห3อง และนำมา

กรองด3วย Syringe membrane filter ขนาดรูกรอง 0.2 ไมโครเมตร นำส:วนใสปราศจากเซลลP 

ปริมาตร 10 มิลลิล ิตร ผสมในอาหารเหลว PDB ที ่ม ีการเติม 2 เท:าของวุ 3น (Agar) ปริมาตร              

10 มิลลิลิตร หลังจากน้ันนำมาเทลงในจานเพาะเช้ือ ต้ังไว3จนอาหารแข็ง แล3ววางราก:อโรคเพ่ือทดสอบ

ความเสถียรของสารควบคุมทางชีวภาพต:อสภาวะอุณหภูมิต:าง ๆ โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม  

 

2.1.4 การศึกษาเสFนใยราภายใตFกลFองจุลทรรศนLอิเล็กตรอน 

นำแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งราก:อโรคได3ดีที่สุดมาทดสอบดังข3อ 2.1.3.4 โดยนำแบคทีเรีย

มาทำให3ได3ส:วนใสปราศจากเซลลP ทดสอบกับราก:อโรคพืช ส:วนการทดลองชุดควบคุมจะเล้ียงราก:อโรค

พืช บนผิวหน3าอาหาร PDA จนครบระยะเวลา 7 วัน และนำตัวอย:างส:งไปวิเคราะหPที่ สำนักเครื่องมือ

วิทยาศาสตรPและการทดสอบ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทรP วิทยาเขตหาดใหญ: 

 
 



 

40 

 

2.1.5 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการยับย้ังราก0อโรคบนพืช (In vivo) 
2.1.5.1 การเตรียมเมล็ดขFาวโพด 

เตรียมเมล็ดข3าวโพดหวานสายพันธุPซันสวีท-05 ที่ไม:มีการคลุกเมล็ดด3วยยากันรา 

โดยนำมาฆ:าเชื้อบริเวณพื้นผิวด3วย 0.1 เปอรPเซ็นตP เมอรPคิวรีคลอไรดP เป@นระยะเวลา 5 นาที และล3าง

ด3วยน้ำกล่ันท่ีปราศจากเช้ือ 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที นำกระดาษทิชชูท่ีปราศจากเช้ือมาซับเมล็ดให3แห3ง  

 

2.1.5.2 การเตรียมสารแขวนลอยโคนิเดียของราก0อโรค 

นำรา F. solani ที ่เลี ้ยงบนอาหาร PDA ระยะเวลา 7 วัน เติมด3วยน้ำกลั ่นท่ี

ปราศจากเชื้อที่มีส:วนผสมของ Tween20 0.1 เปอรPเซ็นตP ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใช3ห:วงเขี่ยเช้ือ 

(Loop) ขูดเส3นใยของราจนทั่วจานเพาะเชื้อ นำสารแขวนลอยโคนิเดียที่ได3มากรองด3วยผ3าขาวบาง     

3 ชั ้น นำสารแขวนลอยโคนิเดียมานับด3วย Haemacytometer ให3ได3จำนวน 5x104 โคนิเดีย         

ต:อมิลลิลิตร 

 

2.1.5.3 การเตรียมแบคทีเรีย 

นำแบคทีเรียมาเลี ้ยงในอาหารเลี ้ยงเชื ้อ NA ด3วยวิธีการ Streak plate บ:มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชั่วโมง จนได3เป@นโคโลนีเดี่ยว นำเชื้อที่ได3มาเลี้ยงใน NB 

บ:มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตู3บ:มเชื้อแบบเขย:า ด3วยความเร็วรอบ 150 รอบต:อนาที นาน 24 

ชั่วโมง จากนั้นวัดการเจริญของเชื้อด3วยเครื่อง spectrophotometer ที่ค:าความยาวคลื่นแสง 600 

นาโนเมตร เท:ากับ 0.5 และลงเชื ้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส:ลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 99 

มิลลิลิตร บ:มแบบเขย:าท่ี 150 รอบต:อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง  

 

2.1.5.4 การทดสอบการก0อโรคของรา F. solani ในขFาวโพด 

2.1.5.4.1 การทดสอบในจานเพาะเล้ียง 

 นำแบคทีเรียมาทดสอบการยับยั้งต:อการเข3าทำลายของรา F. solani 
ในต3นข3าวโพด ดังนี้ โดยนำเมล็ดที่มีการฟอกฆ:าเชื้อดังข3อ 2.1.5.1 มาแช:ในการทดลองทั้งหมด 8 ชุด 

โดยระยะเวลาการแช:เมล็ดข3าวโพดกับน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ เซลลPแบคทีเรีย และส:วนใสปราศจาก

เซลลP เป@นระยะเวลา 24 ชั่วโมง และแช:เมล็ดข3าวโพดกับโคนิเดีย ระยะเวลา 2 ชั่วโมง โดยใช3ปริมาตร 

50 มิลลิลิตร ดังน้ี 

ชุดท่ี 1 เมล็ดข3าวโพดแช:ร:วมกับน้ำกล่ันปราศจากเช้ือ  

ชุดท่ี 2 เมล็ดข3าวโพดแช:ร:วมกับโคนิเดีย  

ชุดท่ี 3 เมล็ดข3าวโพดแช:ร:วมกับเซลลPแบคทีเรีย  
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ชุดท่ี 4 เมล็ดข3าวโพดแช:ร:วมกับส:วนใสปราศจากเซลลP  

ชุดท่ี 5 เมล็ดข3าวโพดแช:ร:วมกับโคนิเดีย และเซลลPแบคทีเรีย 

ชุดท่ี 6 เมล็ดข3าวโพดแช:ร:วมกับโคนิเดีย และส:วนใสปราศจากเซลลP  

ชุดท่ี 7 เมล็ดข3าวโพดแช:ร:วมกับเซลลPแบคทีเรีย และโคนิเดีย  

ชุดท่ี 8 เมล็ดข3าวโพดแช:ร:วมกับส:วนใสปราศจากเซลลP และโคนิเดีย 

    หลังจากการแช:ในแต:ละชุดนำเมล็ดข3าวโพดจำนวน 5 เมล็ด มา

ปลูกในจานเพาะเชื้อ นำไปวางไว3ที่อุณหภูมิห3อง ที่มีแสงสว:างส:องถึง โดยแต:ละชุดการทดลองทำ

จำนวน 3 ซ้ำ เก็บผลการทดลองเมื่อต3นข3าวโพดมีระยะเวลา 4 วัน โดยตัดส:วนปลายรากมาย3อมด3วยสี 

Lactophenol cotton blue และส:องดูภายใต3กล3องจุลทรรศนPแบบใช3แสง เพื่อดูลักษณะของรากต3น

ข3าวโพด (Pal et al., 2022) 

 

2.1.5.4.2 การทดสอบในกล0องปลูก 

                  นำแบคทีเรียมาทดสอบการยับยั้งต:อการเข3าทำลายของรา F. solani 
ในต3นข3าวโพด โดยนำเมล็ดที่มีการฟอกฆ:าเชื้อดังข3อ 2.1.5.1 มาแช:ในการทดลองทั้งหมด 8 ชุด ดังข3อ 

2.1.5.4.1 หลังจากการแช:ในแต:ละชุดนำเมล็ดข3าวโพดจำนวน 10 เมล็ด มาปลูกในกล:องที่มีขนาด

กว3าง 11.5 เซนติเมตร ยาว 17 เซนติเมตร สูง 6.8 เซนติเมตร ท่ีมีวัสดุเพาะภายในกล:องผสม พีทมอส

ต:อเพอรPไลทPต:อทราย ในอัตราส:วน 1:2:1 แล3วคลุมกล:องเพาะด3วยถุงใส นำไปวางไว3ที่อุณหภูมิห3อง ท่ี

มีแสงสว:างส:องถึง โดยแต:ละชุดการทดลองทำจำนวน 5 ซ้ำ เก็บผลการทดลองเมื่อต3นข3าวโพดมี

ระยะเวลา 14 วัน โดยเก็บผลค:าเปอรPเซ็นตPการงอกเมล็ด เปอรPเซ็นตPการติดเชื้อ ชั่งน้ำหนักสด และ

น้ำหนักแห3งของต3นข3าวโพด 

 

เปอรPเซ็นตPการงอกเมล็ด = (จำนวนเมล็ดท่ีงอกในชุดทดสอบ/จำนวนเมล็ดท้ังหมด) x 100 

เปอรPเซ็นตPการติดเช้ือ = (จำนวนต3นท่ีเกิดโรค/จำนวนต3นท้ังหมด) x 100 

 

2.1.6 การเก็บขFอมูลและวิเคราะหLผลทางสถิติ 

นำผลที่ได3แต:ละกลุ:มการทดลองมาวิเคราะหPทางสถิติ โดยใช3โปรแกรม SPSS version 16  

โดยวิธีวิเคราะหPความแปรปรวน (analysis of variance) และหาความแตกต:างของค:าเฉล่ียแต:ละกลุ:ม

การทดลองด3วยวิธี Duncan's Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่นร3อยละ 95 ค:า P<0.05 

จะพิจารณาว:ามีความแตกต:างอย:างมีนัยสำคัญทางสถิติหรือไม:  
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2.2 วัสดุและอุปกรณL 

2.2.1 อาหารเล้ียงเช้ือ 

1. Nutrient Agar (NA) 

2. Nutrient Broth (NB) 

3. Potato Dextrose Agar (PDA) 

4. Potato Dextrose Broth (PDB) 

4. Luria Bertani Broth (LB)  

5. Tryptic Soy Broth (TSB) 

      2.2.2 สารเคมี 

1. แอลกอฮอลP 70 เปอรPเซ็นตP 

2. โซเดียมคลอไรดP 0.85 เปอรPเซ็นตP  

3. กลีเซอรอล 50 เปอรPเซ็นตP 

4. น้ำกล่ัน (Distilled water) 

5. 1 โมลารP สารละลายกรดไฮโดรคลอริก  

6. 1 นอรPมัล สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดP  

     

  2.2.3 เคร่ืองมือวิทยาศาสตรL 

1. เคร่ืองช่ังน้ำหนักแบบดิจิตอล 

2. ตู3บ:มเพาะเช้ือ (incubator) 

3. หม3อน่ึงความดันไอ (autoclave) 

4. ตู3ปลอดเช้ือ (laminar flow) 

5. ตู3อบฆ:าเช้ือ (hot-air sterilizing oven) 

6. เคร่ืองหมุนเหว่ียงแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) 

7. กล3องจุลทรรศนP (microscope) 

8. เคร่ืองวัด pH (pH meter) 

9. อ:างน้ำควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 

2.2.4 อุปกรณL 

1. ป§เปต 

2. แท:งแก3ว spreader 

3. เข็มเข่ียเช้ือและห:วงถ:ายเช้ือ (Transfer or Inoculating Needle and Loop) 

4. ชุดไฟแช็คและตะเกียงแอลกอฮอลP 
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5. สำลี และ อะลูมิเนียมฟอยดP 

6. บีกเกอรPขนาด 100 มิลลิลิตร 

7. หลอดทดลอง (Test tube) 

8. จุกยาง 

9. จานเพาะเช้ือ (Plate) 

10. ไมโครป§เปต (Micropipette) 

11. หลอดไมโครเซนตริฟ§ลจP ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

12. หลอดเซนตริฟ§ลจP ขนาด 50 มิลลิลิตร 

2.2.5 รา 

1. Fusarium solani  
2. Fusarium moniliforme 
3. Fusarium proliferatum 
4. Phytophthora palmivora 

5. Colletotrichum gloeosporioides 
 

2.3 สถานท่ีทำวิจัย 

ห3องโครงงานวิจัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทรP วิทยาเขตสุราษฎรPธานี  
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บทท่ี 3 

ผลการทดลอง 

 

 

3.1 การคัดแยกแบคทีเรีย การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย 

จากการคัดแยกแบคทีเรียจากตัวอย:างดินบริเวณปÄาชายเลนทั้ง 6 แหล:ง พบว:า

สามารถคัดแยกได3ทั้งหมด 98 ไอโซเลต โดยคัดแยกจากดินจากปÄาชายเลนแหลมตะลุมพุก จังหวัด

นครศรีธรรมราช ได3ทั้งหมด 5 ไอโซเลต ดินจากปÄาชายเลนศูนยPวิจัย และพัฒนาทรัพยากรปÄาชายเลน 

และปÄาชายฝôúง อำเภอขนอม จังหวัดนครศรีธรรมราช ทั้งหมด 27 ไอโซเลต ดินจากปÄาชายเลน อำเภอ

สิชล จังหวัดนครศรีธรรมราช ได3ทั้งหมด 8 ไอโซเลต ดินจากปÄาชายเลนท:าทอง จังหวัดสุราษฎรPธานี 

ได3ทั้งหมด 11 ไอโซเลต ดินจากปÄาชายเลนบางใบไม3 จังหวัดสุราษฎรPธานี ได3ทั้งหมด 13 ไอโซเลต 

และดินจากปÄาชายเลนลีเล็ด จังหวัดสุราษฎรPธานี ได3ท้ังหมด 34 ไอโซเลต ผลการทดลองท่ีหน่ึงท่ีได3รับ

ความร3อน นำตัวอย:างดินแต:ละบริเวณมาให3ความร3อนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป@นเวลา 10 

นาที เพื่อคัดเลือกแบคทีเรียในกลุ:มบาซิลลัส ที่ส:วนใหญ:สามารถทนต:อความร3อนได3 โดยอาศัยการ

สร3างเอนโดสปอรP โดยคัดแยกจากดินจากปÄาชายเลนแหลมตะลุมพุก จังหวัดนครศรีธรรมราช พบว:ามี 

2 ไอโซเลต ได3แก: LMSH01 และ LMSH02 ดินจากปÄาชายเลนศูนยPวิจัยและพัฒนาทรัพยากรปÄาชาย

เลน และปÄาชายฝôúง อำเภอขนอม จังหวัดนครศรีธรรมราช พบว:ามี 15 ไอโซเลต ได3แก: VIMSH01,  

VIMSH02, VIMSH03, VIMSH04, VIMSH05, VIMSH06, VIMSH07, VIMSH08, VIMSH09, 

VIMSH10, VIMSH11, VIMSH12, VIMSH13, VIMSH14 และ VIMSH15 ดินจากปÄาชายเลน อำเภอ. 

สิชล จังหวัดนครศรีธรรมราช พบว:ามี 5 ไอโซเลต ได3แก: SIMSH01, SIMSH02, SIMSH03, SIMSH04 

และ SIMSH05 ดินจากปÄาชายเลนท:าทอง จังหวัดสุราษฎรPธานี พบว:ามี 11 ไอโซเลต ได3แก: TMSH19, 

TMSH20, TMSH21, TMSH22, TMSH23, TMSH24, TMSH25, TMSH26, TMSH27, TMSH28 และ 

TMSH29 ดินจากปÄาชายเลนบางใบไม3 จังหวัดสุราษฎรPธานี พบว:ามี 6 ไอโซเลต ได3แก: BMSH06, 

BMSH07, BMSH08, BMSH09, BMSH10 และ BMSH11 และดินจากปÄาชายเลนลีเล ็ด จ ังหวัด         

สุราษฎรPธานี พบว:ามี 19 ไอโซเลต ได3แก: LEMSH01, LEMSH02, LEMSH03, LEMSH04, LEMSH05, 

LEMSH06, LEMSH07, LEMSH08, LEMSH09, LEMSH10, LEMSH11, LEMSH12, LEMSH13, 

LEMSH14, LEMSH15, LEMSH16, LEMSH17, LEMSH18 และ LEMSH19  

ผลของชุดการทดลองท่ีสอง ซึ่งไม:ได3รับความร3อน โดยคัดแยกจากดินจากปÄาชายเลน

แหลมตะลุมพุก จังหวัดนครศรีธรรมราช พบว:ามี 3 ไอโซเลต ได3แก: LMST03, LMST04 และ 

LMST05 ดินจากปÄาชายเลนศูนยPวิจัยและพัฒนาทรัพยากรปÄาชายเลน และปÄาชายฝôúง อำเภอขนอม 

จังหวัดนครศรีธรรมราช พบว:ามี 12 ไอโซเลต ได3แก: VIMST16, VIMST17, VIMST18, VIMST19, 
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VIMST20, VIMST21, VIMST22, VIMST23, VIMST24, VIMST25, VIMST26 และ  VIMST27 ดิ น

จากปÄาชายเลน อำเภอสิชล จังหวัดนครศรีธรรมราช พบว:ามี 3 ไอโซเลต ได3แก: SIMST06, SIMST07 

และ SIMST08 จากดินบริเวณปÄาชายเลนท:าทองไม:พบไอโซเลตเนื่องจากแบคทีเรียที่เจริญมีจำนวน

น3อย และมีลักษณะโคโลนีคล3ายกับท่ีได3รับความร3อน ดินจากปÄาชายเลนบางใบไม3 จังหวัดสุราษฎรPธานี 

พบว :าม ี  6 ไอโซเลต ได 3แก :  BMST12, BMST13, BMST14, BMST15, BMST16, BMST17 และ 

BMST18 และดินจากปÄาชายเลนลีเล็ด จังหวัดสุราษฎรPธานี พบว:ามี 15 ไอโซเลต ได3แก: LEMST20, 

LEMST21, LEMST22, LEMST23, LEMST24, LEMST25, LEMST26, LEMST27, LEMST28, 

LEMST29, LEMST30, LEMST31, LEMST32, LEMST33 และ LEMST34 

นำแบคทีเรียที่คัดแยกได3ทั้งหมด 98 ไอโซเลตมาย3อมแกรมเพื่อศึกษาลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาภายใต3กล3องจุลทรรศนPได3ผลดังแสดงในตารางภาคผนวก ค1 พบว:ามีเพียง 36  ไอโซเลต 

ที่ติดสีแกรมบวก รูปร:างแท:ง ได3แก: LMSH01, LMSH02, LMST03, LMST04, VIMSH02, VIMSH03, 

VIMSH06, VIMSH11, VIMSH13, SIMSH05, TMSH20, TMSH22, TMSH23, TMSH24, TMSH25, 

TMSH26, TMSH28, TMSH29, BMSH06, BMSH07, BMSH08, BMSH09, BMSH10, BMST13, 

BMST14, BMST16, BMST17, BMST18, LEMSH01, LEMSH05, LEMSH07, LEMSH10, 

LEMSH14, LEMSH18, LEMST20 และ LEMST28 ดังแสดงใน (ตารางท่ี 3) 

 

ตารางท่ี 3 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียแกรมบวกรูปร:างแท:งที ่คัดแยกได3จากดิน         

ปÄาชายเลน 

สถานท่ี ไอโซเลต 
ลักษณะโคโลนี การติด 

สีแกรม 
ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา การยกตัว ขอบ สี 

Leam 
Talumphuk 

LMSH01 Convex Wooly White + Bacilli 

LMSH02 Raised 
Smooth 

(Entire) 
White + Bacilli 

LMST03 Convex Wooly White + Bacilli 

LMST04 Raised 
Smooth 

(Entire) 
White + Bacilli 

Khanom 
VIMSH02 Raised 

Smooth 

(Entire) 
White + Rod 

VIMSH03 Raised Wooly White + Rod 
หมายเหตุ : สัญลักษณP + หมายถึง แบคทีเรียย3อมติดสีแกรมบวก  

 



 

46 

 

ตารางท่ี 3 (ต0อ) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียแกรมบวกรูปร:างแท:งที่คัดแยกได3จากดิน       

ปÄาชายเลน 

สถานท่ี ไอโซเลต 
ลักษณะโคโลนี การติด 

สีแกรม 
ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา การยกตัว ขอบ สี 

Khanom 

VIMSH06 Raised 
Smooth 

(Entire) 
White + Rod 

VIMSH11 Convex 
Undulate 

(Wavy) 
White + Rod 

VIMSH13 Flat Wooly White + Rod 

Sichon SIMSH05 Flat 
Smooth 

(Entire) 
Cream + Rod 

Tha 

Thong 

TMSH20 Flat Wooly Cream + Rod 

TMSH22 Effuse 
Smooth 

(Entire) 
Cream + Rod 

TMSH23 Raised 
Undulate 

(Wavy) 
White + Rod 

TMSH24 Flat 
Undulate 

(Wavy) 
White + Rod 

TMSH25 Flat 
Smooth 

(Entire) 
White + Rod 

TMSH26 Raised Wooly Cream + Rod 

TMSH28 Effuse 
Smooth 

(Entire) 
Cream + Bacilli 

TMSH29 Flat 
Smooth 

(Entire) 
Cream + Rod 

Bang Bai  

Mai 

BMSH06 Umbonate 
Undulate 

(Wavy) 
White + Rod 

BMSH07 Raised 
Smooth 

(Entire) 
Cream + Rod 

หมายเหตุ : สัญลักษณP + หมายถึง แบคทีเรียย3อมติดสีแกรมบวก  
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ตารางท่ี 3 (ต0อ) ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียแกรมบวกรูปร:างแท:งที่คัดแยกได3จากดิน         

ปÄาชายเลน 

สถานท่ี ไอโซเลต 
ลักษณะโคโลนี การติด 

สีแกรม 
ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา การยกตัว ขอบ สี 

Bang Bai 

Mai 

BMSH08 Umbonate 
Undulate 

(Wavy) 
White + Bacilli 

BMSH09 Flat Wooly White + Rod 

BMSH10 Raised 
Smooth 

(Entire) 
White + Rod 

BMST13 Umbonate 
Undulate 

(Wavy) 
Cream + Rod 

BMST14 Raised Wooly Cream + Rod 

BMST16 Raised 
Undulate 

(Wavy) 
White + Rod 

BMST17 Flat Wooly White + Rod 

BMST18 Flat Wooly White + Bacilli 

Lilet 

LEMSH01 Raised Smooth Cream + Rod 

LEMSH05 Raised 
Undulate 

(Wavy) 
Cream + Rod 

LEMSH07 Flat 
Smooth 

(Entire) 
Cream + Rod 

LEMSH10 Flat Wavy White + Rod 

LEMSH14 Raised 
Undulate 

(Wavy) 
Cream + Rod 

LEMSH18 Effuse 
Smooth 

(Entire) 
White + Rod 

LEMST20 Effuse 
Smooth 

(Entire) 
Cream + Rod 

LEMST28 Raised 
Smooth 

(Entire) 
Yellow + Rod 

หมายเหตุ : สัญลักษณP + หมายถึง แบคทีเรียย3อมติดสีแกรมบวก  
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นำแบคทีเรียทั้ง 36 ไอโซเลต มาทดสอบทางชีวเคมีได3แก: การทดสอบการสร3าง

เอนไซมPคะตะเลส  การทดสอบการสร3างเอนไซมPออกซิเดส การทดสอบการย:อยแป}ง และการ

ทดสอบการเคลื่อนท่ี พบว:ามีเพียง 18 ไอโซเลตที่ให3ผลการทดสอบทางชีวเคมีคล3ายกับแบคทีเรีย

กลุ:มบาซิลลัส (ตารางท่ี 4) 

 

ตารางท่ี 4 การทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียกลุ:มบาซิลลัสท่ีคัดแยกได3จากดินปÄาชายเลน 

ไอโซเลต 
การทดสอบทางชีวเคมี 

คะตะเลส ออกซิเดส การย0อยแปtง การเคล่ือนท่ี 

LMSH01 + - + + 

LMST03 + - + + 

LMST04 + - + + 

BMSH06 + - + + 

BMST14 + - + + 

BMST17 + - + + 

BMST18 + - + + 

TMSH23 + - + + 

TMSH28 + - + + 

LEMSH01 + - + + 

LEMSH05 + - + + 

LEMSH10 + - + + 

LEMSH14 + - + + 

SIMSH05 + - + + 

VIMS02 + - + + 

VIMS03 + - + + 

VIMS06 + - + + 

VIMS13 + - + + 

หมายเหตุ : สัญลักษณP + หมายถึง ผลการทดสอบทางชีวเคมีเป@นบวก  

 สัญลักษณP – หมายถึง ผลการทดสอบทางชีวเคมีเป@นลบ  

 ผลทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียกลุ:มบาซิลลัส คือ คะตะเลส การเคลื่อนที่ และการ

ย:อยแป}ง ให3ผลเป@นบวก ส:วนการทดสอบออกซิเดส ให3ผลเป@นลบ  
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จากการทดสอบพบว:ามีแบคทีเรียเพียง 18 ไอโซเลต ได3แก: LMSH01, LMST03, 

LMST04, BMSH06, BMST14, BMST17, BMST18, TMSH23, TMSH28, LEMSH01, LEMSH05, 

LEMSH10, LEMSH14, SIMSH05, VIMS02, VIMS03, VIMS06 และVIMS13 ที ่ให3ผลการทดสอบ

ทางชีวเคมี ได3แก: การสร3างเอนไซมPคะตะเลส การสร3างเอนไซมPออกซิเดส การย:อยแป}ง และการ

เคล่ือนท่ี ท่ีตรงกับการทดสอบแบคทีเรียในกลุ:มบาซิลลัส 

นำทั้ง 18 ไอโซเลตไปทดสอบความสามารถของการยับยั้งราก:อโรคโดยวิธี Dual 

culture โดยใช3ราก:อโรคทั้งหมด 5 สายพันธุP ได3แก: Fusarium proliferatum, Fusarium solani,  
Fusarium moniliforme, Collectotrichum gloeosporioides และ Phytophthora palmivora 
 
3.2 การทดสอบความสามารถของการยับย้ังราก0อโรคโดยวิธี Dual culture  

นําแบคทีเรียท้ัง 18 ไอโซเลต มาทดสอบความสามารถของการยับย้ังราก:อโรคโดยวิธี 

dual culture ก ับราท ั ้ ง  5 สายพ ันธ ุ P  ได 3 แก:  F. proliferatum, F. solani, F.  moniliforme,              

C. gloeosporioides และ P. palmivora พบว:ามีเพียงแบคทีเรีย 6 ไอโซเลตที่สามารถยับยั้งราก:อ

โรคพืชได3 (ตารางภาคผนวก ค2) ได3แก: VIMSH02, VIMSH03, VIMSH06, VIMSH13, LMSH01 และ 

TMSH10 ซึ่ง VIMSH06 ไอโซเลตเดียว ที่สามารถยับยั้งการเจริญของราทั้ง 5 สายพันธุPได3 โดยมี

บริเวณยับยั้ง P. palmivora ได3ดีที่สุดถึง 7.67±2.08 มิลลิเมตร ไอโซเลต VIMSH02 และ VIMSH03 

มีบริเวณยับยั้ง P. palmivora ได3เท:ากับ 4.67±0.58 และ 4.33±0.58 มิลลิเมตร ตามลำดับ ไอโซเลต 

VIMSH06, LMSH01, VIMSH13 และ TMSH10 มีบร ิเวณยับยั ้ง F. proliferatum ได3เท :ากับ 

7.0±0.00, 4.0 ± 0.08, 1.8±1.50 และ 1.0 ± 0.10 ม ิลล ิเมตร ตามลำดับ ไอโซเลต VIMSH06, 

LMSH01 และ TMSH10 มีบริเวณยับยั้ง F. moniliforme ได3เท:ากับ 4.0±1.00, 2.0 ± 0.22 และ 

1.0 ± 0.05 มิลลิเมตร ตามลำดับ ไอโซเลต VIMSH06, LMSH01 และ TMSH10 มีบริเวณยับย้ัง       
F. solani ได3เท:ากับ 3.0±0.00, 1.0 ± 0.06 และ 1.0 ± 0.05 มิลลิเมตร ตามลำดับ และไอโซเลต 

VIMSH06 มีบริเวณยับยั้ง C. gloeosporioides ได3เท:ากับ 5.0±0.00 มิลลิเมตร และ VIMSH02, 

VIMSH03, VIMSH13, LMSH01 และ TMSH10 ไม:สามารถยับยั ้งราก:อโรคได3 ซ ึ ่งการทดสอบ

ความสามารถของการยับยั้งราก:อโรคโดยวิธี dual culture พบว:าแบคทีเรียแต:ละไอโซเลต สามารถ

ยับยั้งราก:อโรคพืชได3 โดยมีความแตกต:างกันทางสถิติ (P<0.05) ดังแสดงใน (ตารางท่ี 5) ดังนั้นจึงนำ

ท้ัง 6 ไอโซเลตไปทดสอบความสามารถของการยับยั้งราก:อโรคด3วย culture filtrate การทดลอง

ถัดไป 

 

 

 



 

50 

 

 
ตารางท่ี 5 การทดสอบความสามารถของการยับย้ังราก:อโรคพืชโดยวิธี Dual culture  

 
หมายเหตุ : ตัวอักษร abcdef ที่แตกต4างกันในคอลัมน<เดียวกันแสดงค4าที่มีความแตกต4างอย4างมีนัยสําคัญ ที่ความ

เชื่อมั่น 95 เปอร<เซ็นต< (P<0.05) ค4าที่แสดงในกราฟเปQน X ̅ ± Standard Error  

 
3.3 การทดสอบความสามารถของการยับยั ้งราก0อโรคดFวยส0วนใสปราศจากเซลลL (Culture 

filtrate) 

จากการทดสอบความสามารถของการยับยั้งราก:อโรคด3วย culture filtrate ของ

แบคทีเรียไอโซเลต VIMSH02, VIMSH03, VIMSH06, VIMSH13, LMSH01 และ TMSH10 กับการ

ย ับย ั ้ ง ราก :อ โรคพ ืชท ั ้ ง  5 สายพ ันธ ุ P  ได 3 แก :  F. proliferatum, F. solani, F. moniliforme,                  

C. gloeosporioides และ P. palmivora พบว:าไอโซเลต VIMSH06 สามารถยับยั้งการเจริญของรา 

F. solani ได3ดีท่ีสุดถึง 71.62±2.21 เปอรPเซ็นตP ไอโซเลต LMSH01, TMSH10, VIMSH03, VIMSH02 

และ VIMSH13 สามารถยับยั้งการเจริญของรา F. solani ได3เท:ากับ 63.69±1.15, 52.70±0.14, 

28.04±0.68, 11.82±1.29 และ 4.01±0.47 เปอรPเซ็นตP ตามลำดับ ไอโซเลต LMSH01, VIMSH06, 

TMSH10, VIMSH03 และ VIMSH02 สามารถยับยั้งการเจริญของรา F. proliferatum ได3เท:ากับ 

54.38±0.17, 44.29±0.14, 44.14±0.38, 22.50±0.71 และ 5.36±0.71 เปอรPเซ ็นตP ตามลำดับ 

และ VIMSH13 ไม:สามารถยับย้ังราก:อโรคพืชได3 ไอโซเลต TMSH10, LMSH01, VIMSH06, VIMSH02 

และ VIMSH03 สามารถยับย ั ้งการเจร ิญของรา F. moniliforme ได3 เท :าก ับ 68.14±0.28, 

66.97±0.29, 58.97±2.07, 15.17±0.80 และ 4.48±0.69 เปอรPเซ็นตP ตามลำดับ และ VIMSH13 

ไม :สามารถย ับย ั ้ งราก :อโรคพืชได 3  ไอโซเลต VIMSH03, LMSH01, VIMSH02, VIMSH13, และ 

TMSH10 สามารถยับยั ้งการเจริญของรา P. palmivora ได3เท:ากับ 34.57±2.14, 30.06±1.72, 

28.24±1.77, 23.21±0.39 และ 21.48±0.85 เปอรPเซ็นตP ตามลำดับ และ VIMSH06 ไม:สามารถ

ยับยั้งราก:อโรคพืชได3 ไอโซเลต VIMSH06, TMSH10, VIMSH02, VIMSH03 และ VIMSH13 สามารถ

ยับยั ้งการเจริญของรา C. gloeosporioides ได3เท:ากับ 13.51±1.92, 10.86±0.90, 10.47±0.68, 
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8.78±3.22 และ 2.43±0.41 เปอรPเซ็นตP ตามลำดับ และ LMSH01 ไม:สามารถยับยั้งราก:อโรคพืชได3 

ซึ่งการทดสอบความสามารถของการยับยั้งราก:อโรคด3วยส:วนใสปราศจากเซลลP พบว:าแบคทีเรียแต:ละ

ไอโซเลตสามารถยับยั้งราก:อโรคพืชได3 โดยมีความแตกต:างกันทางสถิติ (P<0.05) (ตารางท่ี 6) ดังน้ัน

จึงนำไอโซเลต VIMSH06 ไปศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับแบคทีเรียในการสร3างสารยับยั้งการ

เจริญของราก:อโรคพืชถัดไป 

 

ตารางท่ี 6 การทดสอบความสามารถของการยับย้ังราก:อโรคพืชด3วย Culture filtrate 

 
หมายเหตุ : ตัวอักษร abcdef ที่แตกต4างกันในคอลัมน<เดียวกันแสดงค4าที่มีความแตกต4างอย4างมีนัยสําคัญ ที่ความ

เชื่อมั่น 95 เปอร<เซ็นต< (P<0.05) ค4าที่แสดงในกราฟเปQน X ̅ ± Standard Error  

 

3.4 การวิเคราะหL 16s rDNA เพ่ือระบุจีนัส สปlชีสL ของแบคทีเรีย 

นำแบคทีเรียส:งไปวิเคราะหPที่ สำนักงานพัฒนาวิทยาศาสตรPและเทคโนโลยีแห:งชาติ 

(BIOTEC) เมื่อจัดจําแนกแบคทีเรียด3วยลําดับนิวคลีโอไทดPบริเวณ 16S rDNA พบว:า VIMSH06 มี

ความเหมือนกับหลายสป¥ชีสPในสกุล Bacillus ท่ี 99.93% ตารางภาคผนวก ค3
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3.5 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับแบคทีเรียในการสรFางสารยับย้ังการเจริญของราก0อโรคพืช 

3.5.1 การหาชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม 

จากการทดสอบหาชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต:อการสร3างสารในการยับยั้งราก:อ

โรคของแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 กับการยับยั้งราทั้ง 5 สายพันธุP พบว:า VIMSH06 ที่เลี้ยงใน

อาหารเหลว NB สามารถยับยั้งการเจริญของรา F. solani ได3ดีที่สุดเท:ากับ 67.81±0.41 เปอรPเซ็นตP 

และ ในอาหาร  NB, LB และ  TSB ให 3 ค : า การย ั บย ั ้ ง ร า  F. proliferatum, F. moniliforme,                   
P. palmivora และ C. gloeosporioides ได3น3อยกว:า โดยมีความแตกต:างกันทางสถิติ (P<0.05)    

ดังแสดงในตารางท่ี 7 

 

ตารางท่ี 7 การหาความเหมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดต:าง ๆ สำหรับการสร3างสารในการยับยั้งรา

ก:อโรคพืชของแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06  

 
หมายเหตุ : ตัวอักษร abc ที่แตกต4างกันในคอลัมน<เดียวกันแสดงค4าที่มีความแตกต4างอย4างมีนัยสําคัญ ที่ความ

เชื่อมั่น 95 เปอร<เซ็นต< (P<0.05) ค4าที่แสดงในกราฟเปQน X ̅ ± Standard Error  

 

3.5.2 การหาสภาวะกรด-เบส ท่ีเหมาะสมของอาหารเล้ียงเช้ือ 

จากการทดสอบหาสภาวะกรด-เบส ที่เหมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อต:อการสร3างสารใน

การยับยั้งราทั้ง 5 สายพันธุP ของแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 พบว:าอาหารเหลว NB ที่สภาวะ pH 7 

สามารถสร3างสารยับยั้งการเจริญของรา F. solani ได3ดีที่สุด 76.81±0.56 เปอรPเซ็นตP และสําหรับท่ี

สภาวะกรด-เบส อื ่น ๆ จะให3ค:าการยับยั ้งที ่น3อยกว:า จากผลการยับยั ้งรา F. moniliforme, F. 
solani, P. palmivora และ C. gloeosporioides พบว:าแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 ที่เลี ้ยงใน

อาหาร NB สภาวะความเป@นกรด-เบส ต:าง ๆ ให3ค:าการยับยั้งราก:อโรค ท่ีมีความแตกต:างกันทางสถิติ 

(P<0.05) และเมื่อพิจารณาการยับยั้งรา F. proliferatum พบว:าแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 ท่ี

เลี้ยงในอาหาร NB สภาวะ pH 6 และ pH 7 มีค:าเท:ากับ 36.79±0.77 และ 35.62±0.44 เปอรPเซ็นตP 

ตามลำดับ โดยไม:มีความแตกต:างกันทางสถิติ (P>0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 8 
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ตารางท่ี 8 การหาความเหมาะสมของความเป@นกรด-เบส ของอาหารเล้ียงเช้ือ สำหรับการสร3างสารใน

การยับย้ังราก:อโรคพืชของแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06  

 
หมายเหตุ : ตัวอักษร abcdef ที่แตกต4างกันในคอลัมน<เดียวกันแสดงค4าที่มีความแตกต4างอย4างมีนัยสําคัญ ที่ความ

เชื่อมั่น 95 เปอร<เซ็นต< (P<0.05) ค4าที่แสดงในกราฟเปQน X ̅ ± Standard Error  

 

3.5.3 การหาสภาวะอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสำหรับการบ0มเช้ือ 

จากการทดสอบสภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสมสำหรับการบ:มเชื้อ ต:อการสร3างสารในการ

ยับยั้งราทั้ง 5 สายพันธุP ของแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 พบว:าอาหารเหลว NB ที่สภาวะ pH 7 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สามารถสร3างสารยับย้ังการเจริญของ F. solani ได3ดีท่ีสุด 73.00±0.20 

เปอรPเซ็นตP และสําหรับที่สภาวะอุณหภูมิ อื่น ๆ จะให3ค:าการยับยั้งที่น3อยกว:า และจากผลการยับยั้งรา 
F. proliferatum, F. moniliforme, F. solani, P. palmivora และ  C. gloeosporioides พบว: า 

แบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 ที่เลี้ยงแต:ละอุณหภูมิให3ค:าการยับยั้งราก:อโรคพืชท่ีมีความแตกต:างกัน

ทางสถิติ (P<0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 9  

 

ตารางท่ี 9 การหาความเหมาะสมที่อุณหภูมิต:าง ๆ สำหรับการสร3างสารในการยับยั้งราก:อโรคพืชของ

แบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06  
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หมายเหตุ : ตัวอักษร abc ที่แตกต4างกันในคอลัมน<เดียวกันแสดงค4าที่มีความแตกต4างอย4างมีนัยสําคัญ ที่ความ

เชื่อมั่น 95 เปอร<เซ็นต< (P<0.05) ค4าที่แสดงในกราฟเปQน X ̅ ± Standard Error  

 

3.5.4 การหาระยะเวลาในการเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม 

จากการทดสอบหาระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อต:อการสร3าง

สารในการยับยั้ง F. solani ของแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 พบว:าแบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหารเหลว 

NB ที่สภาวะ pH 7 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 21 ชั่วโมง สามารถสร3างสารยับยั้งการ

เจริญของ F. solani ได3ดีท่ีสุด 73.99±0.42 เปอรPเซ็นตP และสําหรับที่สภาวะอุณหภูมิ อื่น ๆ จะให3ค:า

การยับย้ังท่ีน3อยกว:า ดังแสดงในภาพท่ี 29 เม่ือวิเคราะหPทางสถิติพบว:าช่ัวโมงท่ี 21 และ 24 ให3ผลการ

ยับยั้งที่ไม:แตกต:างกันอย:างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) แต:ชั่วโมงที่ 21 จะใช3ระยะเวลาที่สั้นกว:า 

ดังน้ันเม่ือประเมินความคุ3มค:าจึงได3เลือกช่ัวโมงดังกล:าวนำไปใช3ในการทดลองถัดไป  

 

 
 

ภาพท่ี 26 การหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมของแบคทีเรีย สำหรับการสร3างสารในการยับยั้งราก:อโรคพืช

ของแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06  

หมายเหตุ : ตัวอักษร abcdefgh ที่แตกต4างกันในแท4งกราฟแสดงค4าที่มีความแตกต4างอย4างมีนัยสําคัญ ที่ความ

เชื่อมั่น 95  เปอร<เซ็นต< (P<0.05) ค4าที่แสดงในกราฟเปQน X ̅ ± Standard Error  
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3.6 การทดสอบความเสถียรของสารยับย้ังท่ีผลิตจากแบคทีเรีย  

3.6.1 การทดสอบความเสถียรต0อค0าความเปqนกรด-เบส 

จากการทดสอบความเสถียรต:อค:าความเป@นกรด-เบส ของน้ำเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรียไอโซ

เลต VIMSH06 ที่เลี้ยงในสภาวะที่เหมาะสม มายับยั้งรา F. solani พบว:าน้ำเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรีย

สามารถทนต:อสภาวะค:าความเป@นกรด-เบส ต:าง ๆ โดยยังมีศักยภาพในการยับยั้งได3ที่ pH2, pH3, 

pH4, pH5, pH6, pH7, pH8 และ pH9 ม ีค : า เท : าก ับ  72.56±2.06, 73.35±0.67, 73.18±1.92, 

75.94±1.78, 77.06±1.32, 77.37±1.25, 78.74±1.65 และ73.46±0.78 เปอรPเซ็นตP ตามลำดับ 

แสดงใน (ภาพท่ี 30)  

 

 
ภาพท่ี 27 การทดสอบความเสถียรต:อค:าความเป@นกรด-เบส ของน้ำเลี้ยงเชื้อต:อการยับยั้งราก:อโรค

พืชของแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 

หมายเหตุ : ตัวอักษร abc ที่แตกต4างกันในแท4งกราฟแสดงค4าที่มีความแตกต4างอย4างมีนัยสําคัญ ที่ความเชื่อมั่น 95 

เปอร<เซ็นต< (P<0.05) ค4าที่แสดงในกราฟเปQน X ̅ ± Standard Error  

 

3.6.2 การทดสอบความเสถียรต0ออุณหภูมิ 

จากการทดสอบความเสถียรต:ออุณหภูมิของน้ำเล้ียงเช้ือของแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 

ที่เลี้ยงในสภาวะที่เหมาะสม มายับยั้งรา F. solani พบว:าน้ำเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรียสามารถทนต:อ

อุณหภูมิ ต:าง ๆ ได3 โดยยังมีศักยภาพในการยับยั ้งได3ที ่อุณหภูมิ 20, 40, 60, 80, 100 และ 121     

องศาเซลเซียส มีค:าเท:ากับ 69.63±0.17, 69.02±0.67, 70.10±1.22, 67.87±1.22, 68.58±0.74 

และ 67.67±0.62 เปอรPเซ็นตP ตามลำดับ แสดงในภาพท่ี 31 
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ภาพท่ี 28 การทดสอบความเสถียรต:ออุณหภูมิ ของน้ำเลี ้ยงเชื ้อต:อการยับยั ้งราก:อโรคพืชของ

แบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 

หมายเหตุ : ตัวอักษร abc ที่แตกต4างกันในแท4งกราฟแสดงค4าที่มีความแตกต4างอย4างมีนัยสําคัญ ที่ความเชื่อมั่น 95 

เปอร<เซ็นต< (P<0.05) ค4าที่แสดงในกราฟเปQน X ̅ ± Standard Error  

 

3.7 การศึกษาเสFนใยราภายใตFกลFองจุลทรรศนLอิเล็กตรอน 

นำเส3นใยรา F. solani จากการทดสอบความสามารถของการยับยั้งราก:อโรคด3วย

ส:วนใสปราศจากเซลลP และชุดควบคุม ดูตัวอย:างภายใต3กล3องจุลทรรศนPอิเล็กตรอน พบว:าชุดทดสอบ

ที่มีส:วนใสปราศจากเซลลPของแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 ทำให3ลักษณะเส3นใยราผิดปกติ เหี่ยว 

แฟบลง เมื่อเทียบกับชุดควบคุม โดยชุดควบคุมกำลังขยาย 5,000 เท:า จะสังเกตเห็นผิวเส3นใยราเรียบ

ปกติ (ภาพท่ี 32ค) กำลังขยาย 10,000 เท:า จะพบว:าปลายเส3นใยปกติ ไม:มีการแฟบตัว (ภาพท่ี 32ง) 

ชุดทดสอบกำลังขยาย 5,000 เท:า พบการผิดปกติของเส3นใยราอย:างรุนแรง ได3แก:พับ ยับ เหี่ยว ผนัง

เส3นใยฉีกขาด (ภาพท่ี 32ก) กำลังขยาย 10,000 เท:า พบปลายเส3นใยรายับ แฟบอย:างรุนแรง (ภาพท่ี 

32ข)  
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ภาพท่ี 29 ลักษณะของเส3นใยรา F. solani ภายใต3กล3องจุลทรรศนPอิเล็กตรอน จากชุดทดสอบ (ก 

และ ข) ที ่กำลังขยาย 5,000 เท:า (ก และ ค) และ 10,000 เท:า (ข และ ง) เม่ือ

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ค และ ง) 

 

3.8 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการยับย้ังราก0อโรคบนพืช (In vivo) 
3.8.1 การทดสอบในจานเพาะเล้ียง 

จากการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการยับยั้งราก:อโรคบนพืชในจานเพาะเลี้ยง 

โดยนำเมล็ดข3าวโพด มาแช:ในการทดลองทั้งหมด 8 ชุด พบว:า ชุดการทดลองที่ 1 เมล็ดข3าวโพด แช:

ร:วมกับน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ ชุดที่ 3 เมล็ดข3าวโพด แช:ร:วมกับเซลลPแบคทีเรีย ชุดที่ 4 เมล็ดข3าวโพด

แช:ร:วมกับส:วนใสปราศจากเซลลPแบคทีเรีย ชุดที่ 7 เมล็ดข3าวโพด แช:ร:วมกับเซลลPแบคทีเรียและโคนิ

เดีย และชุดที่ 8 เมล็ดข3าวโพด แช:ร:วมกับส:วนใสปราศจากเซลลPแบคทีเรีย และสารแขวนลอยโคนิเดีย

ของ F. solani ไม:พบราก:อโรคในเซลลPรากของต3นข3าวโพด แต:ชุดท่ี 2 เมล็ดข3าวโพด แช:ร:วมกับโค

นิเดียชุดที่ 5 เมล็ดข3าวโพด แช:ร:วมกับโคนิเดียและเซลลPแบคทีเรียและ ชุดที่ 6 เมล็ดข3าวโพด แช:

ร:วมกับโคนิเดียและส:วนใสปราศจากเซลลPแบคทีเรีย พบราก:อโรค โดยมีโคนิเดีย และเส3นใยรา เจริญ

อยู:ภายในเซลลPรากของต3นข3าวโพดอย:างเห็นได3ชัด แสดงให3เห็นว:า เซลลPแบคทีเรียและส:วนใส

ปราศจากเซลลPแบคทีเรีย มีศักยภาพในการป}องกันรากพืช ก:อนการเข3าทำลายของราก:อโรค ดังแสดง

ในตารางท่ี 8 

 

 

 

 

 

 

 

ค ง 
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ตารางท่ี 10 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการยับยั้งราก:อโรคบนเมล็ดข3าวโพดในจาน

เพาะเล้ียง 

ชุดการทดลอง ภาพการทดลอง 

ชุดท่ี 1 เมล็ดข3าวโพด แช:ร:วมกับ

น้ำกล่ันปราศจากเช้ือ 

 

ชุดท่ี 2 เมล็ดข3าวโพด แช:ร:วมกับ

โคนิเดีย 

 

 

ชุดท่ี 3 เมล็ดข3าวโพด แช:ร:วมกับ

แบคทีเรีย 

 

ชุดท่ี 4 เมล็ดข3าวโพด แช:ร:วมกับ

ส:วนใสปราศจากเซลลPแบคทีเรีย 
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ตารางท่ี 10 (ต0อ) การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการยับยั้งราก:อโรคบนเมล็ดข3าวโพดใน

จานเพาะเล้ียง 

ชุดการทดลอง ภาพการทดลอง 

ชุดท่ี 5 เมล็ดข3าวโพด       

แช:ร:วมกับโคนิเดียและ

แบคทีเรีย 

 

ชุดท่ี 6 เมล็ดข3าวโพด       

แช:ร:วมกับโคนิเดีย         

และส:วนใสปราศจากเซลลP

แบคทีเรีย 

 

ชุดท่ี 7 เมล็ดข3าวโพด      

แช:ร:วมกับแบคทีเรีย       

และโคนิเดีย 
  

 

ชุดท่ี 8 เมล็ดข3าวโพด      

แช:ร:วมกับส:วนใสปราศจาก

เซลลPแบคทีเรีย และโคนิเดีย 

 
 

3.8.2 การทดสอบในกล0องปลูก 

จากการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการยับยั้งราก:อโรคพืชในกล:องปลูก โดย

นำเมล็ดข3าวโพด มาแช:ในการทดลองทั้งหมด 8 ชุด มาปลูกในกล:องที่มีวัสดุผสมปลูก พบว:าหลังจาก

การปลูกนำมาวัดความยาวต3น ความยาวราก และชั่งน้ำหนักสดต3น ชุดการทดลองที่ 4 เมล็ดข3าวโพด 

แช:ร:วมกับส:วนใสปราศจากเซลลPแบคทีเรีย จะให3ค:ามากที่สุด เท:ากับ 30.11±3.74, 21.17±1.09 

เซนติเมตร และ 4.0849±0.8280 กรัม ตามลำดับ เมื่อชั่งน้ำหนักสดราก พบว:า ชุดการทดลองที่ 6 
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เมล็ดข3าวโพด แช:ร:วมกับโคนิเดียและส:วนใสปราศจากเซลลP จะให3ค:าน้ำหนักสดรากมากที่สุด เท:ากับ 

0.7672±0.4100 กรัม เมื่อชั่งน้ำหนักแห3งต3น พบว:าชุดการทดลองที่ 4 เมล็ดข3าวโพด แช:ร:วมกับส:วน

ใสปราศจากเซลลP จะให3ค:าน้ำหนักแห3งต3นมากท่ีสุด เท:ากับ 0.4552±0.0684 กรัม และเม่ือช่ังน้ำหนัก

แห3งราก พบว:าชุดการทดลองท่ี 3 เมล็ดข3าวโพดแช:ร:วมกับเซลลPแบคทีเรียจะให3ค:าน้ำหนักแห3งราก

มากท่ีสุด เท:ากับ 0.1574±0.0120 กรัม (ตารางท่ี 9) 

เมื่อพิจารณาเปอรPเซ็นตPการงอกของเมล็ดข3าวโพด (ภาพท่ี 33) พบว:าชุดการทดลองท่ี

เมล็ดข3าวโพด แช:ร:วมกับแบคทีเรียเพียงอย:างเดียวจะมีเปอรPเซ็นตPการงอกท่ีใกล3เคียงกับ เมล็ด

ข3าวโพดแช:ร:วมกับน้ำกลั่นเพียงอย:างเดียว โดยมีเปอรPเซ็นตPการงอกของเมล็ดข3าวโพดประมาณ 90 

เปอรPเซ็นตPขึ้นไป และเมล็ดข3าวโพดแช:ร:วมกับโคนิเดีย จะทำให3มีเปอรPเซ็นตPการงอกลดลงเหลือ 52 

เปอรPเซ็นตP เม่ือเทียบกับเมล็ดข3าวโพดแช:ร:วมกับน้ำกล่ัน และเมล็ดข3าวโพดแช:ร:วมกับแบคทีเรีย 

ชุดทดสอบเพื่อป}องกันการติดเชื้อของต3นกล3าข3าวโพด พบว:าเมล็ดข3าวโพดแช:ร:วมกับ

แบคทีเรีย ก:อนโคนิเดียจะมีเปอรPเซ็นตPการติดเชื้อน3อยกว:า 20 เปอรPเซ็นตP และชุดทดสอบเพื่อยับย้ัง

การติดเชื้อเมล็ดข3าวโพดแช:ร:วมกับโคนิเดียก:อนแบคทีเรีย จะมีเปอรPเซ็นตPการติดเชื้อ 32 ถึง 43 

เปอรPเซ็นตP 

เมื่อพิจารณาการติดเชื้อของต3นกล3าข3าวโพด พบว:าชุดการป}องกันการติดเชื้อของเมล็ด

ข3าวโพด จะมีเปอรPเซ็นตPการติดเชื้อที่น3อยกว:าชุดการยับยั้งการติดเชื้อของเมล็ดข3าวโพด เมื่อเทียบกับ

การแช:เมล็ดข3าวโพดกับโคนิเดียเพียงอย:างเดียว 

ดังนั้นการแช:เมล็ดข3าวโพดกับแบคทีเรียก:อนโคนิเดียจะช:วยป}องกันเปอรPเซ็นตPการติดเช้ือ

ราก:อโรคก:อนการปลูกได3



 
 

ตารางท่ี 11 การวัดการเจริญของต/นกล/าข/าวโพดในชุดการทดลองต8าง ๆ  

 
หมายเหตุ : * : หมายถึง มีความแตกต8างอย8างมีนัยสำคัญย่ิงทางสถิติท่ี P<0.05 
                  ตัวอักษร abcd ท่ีแตกต8างกันในคอลัมนNเดียวกัน หมายถึง มีความแตกต8างอย8างมีนัยสำคัญท่ีความเช่ือม่ัน 95 เปอรNเซ็นตN (P<0.05) แสดงในตาราง

เปVน X  ± Standard Error
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ภาพท่ี 30 เปอร(เซ็นต(การงอก และเปอร(เซ็นต(การติดเช้ือของเมล็ดข:าวโพดในชุดการทดลองตAาง ๆ 

หมายเหต ุ: ตัวอักษร abcde ที่แตกต3างกันในแท3งกราฟสเีดียวกันแสดงค3าที่มีความแตกต3างอย3างมีนัยสําคัญ 
ที่ความเชื่อมั่น 95 เปอรFเซ็นตF (P<0.05) ค3าที่แสดงในกราฟเปOน X ̅ ± Standard Error 
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บทที่ 4 
บทวิจารณ- 

 

การใช:สารเคมีทางการเกษตรกAอให:เกิดผลเสียที่หลากหลายทั้ง สารเคมีตกค:างบน
ผลผลิต สิ่งแวดล:อมเกิดการปนเปNOอน อีกทั้งยังสAงผลให:รากAอโรคพืชดื้อตAอยา และสารเคมีอีกด:วย 
ดังนั้นวิธีทางชีวภาพถือเปSนทางเลือกใหมAที่มีความปลอดภัย และเปSนมิตรตAอสิ่งแวดล:อม รวมถึงไมA
กAอให:เกิดการตกค:างของสารอันตรายบนผลผลิต นำมาซึ่งความปลอดภัยตAอผู:บริโภค ซึ่งการยับยั้งเช้ือ
รากAอโรคพืชด:วยวิธีทางชีวภาพถือเปSนทางเลือกใหมAท่ีมีความปลอดภัยมากกวAาการใช:สารเคมี จึงสนใจ
คัดแยกแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการสร:างสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากป\าชายเลน เนื่องจากมีรายงาน
วิจัยวAาป\าชายเลนเปSนระบบนิเวศที่สามารถพบแบคทีเรียได:หลายชนิด รวมถึงแบคทีเรียในกลุAม 
Bacillus  (Chatterjee and Abraham, 2020) ดินจากป\าชายเลนแหลมตะลุมพุก อำเภอปากพนัง 
จังหวัดนครศรีธรรมราช พบแบคทีเรียทั้งหมด 5 ไอโซเลต ดินจากป\าชายเลนศูนย(วิจัยและพัฒนา
ทรัพยากรป\าชายเลน และป\าชายฝpqง อำเภอขนอม จังหวัดนครศรีธรรมราช พบแบคทีเรียทั้งหมด 27 
ไอโซเลต ดินจากป\าชายเลน อำเภอสิชล จังหวัดนครศรีธรรมราช พบแบคทีเรียทั้งหมด 8 ไอโซเลต 

ดินจากป\าชายเลนทAาทอง อำเภอกาญจนดิษฐ( จังหวัดสุราษฎร(ธานี พบแบคทีเรียท้ังหมด 11 ไอโซเลต 

ดินจากป\าชายเลนบางใบไม: อำเภอเมือง จังหวัดสุราษฎร(ธานี พบแบคทีเรียทั้งหมด 13 ไอโซเลต และ
ดินจากป\าชายเลนลีเล็ด อำเภอพุนพิน จังหวัดสุราษฎร(ธานี พบแบคทีเรียท้ังหมด 34 ไอโซเลต ซ่ึงการ
มีจำนวนของแบคทีเรียแตAละแหลAงจะมีความแตกตAางกันโดยแหลAงที่คัดแยกแบคทีเรียได:จำนวนมาก
จะมีความหลากหลายของพันธุ(ไม:ที่หลากหลายชนิดกวAา การเข:าถึงของน้ำทะเล และลักษณะดินก็มี
สAวนในการดำรงชีวิต หรือการอยูAรอดของแบคทีเรีย ในขณะที่แหลAงที่พบจำนวนน:อยจะมีพืชน:อยชนิด 
หรือมีเพียงชนิดเดียว  

ดังนั ้นทางผู :วิจัยได:เห็นความสำคัญของป\าชายเลน เพราะเปSนแหลAงที ่มีความ
หลากหลายทางชีวภาพสูง อีกทั้งยังสามารถพบแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารควบคุมทางชีวภาพเพ่ือ
ยับยั้งรากAอโรคพืชได: โดยชีววิทยาป\าชายเลนแตAละแหลAงตัวอยAางมีความแตกตAางกันทั้งการเข:าถึงของ
น้ำทะเล และความหลากหลายของพืชในพื้นที่ ป\าชายเลนแหลมตะลุมพุก อำเภอปากพนัง จังหวัด
นครศรีธรรมราช จะมีพืชโกงกางใบเล็ก และโกงกางใบใหญA เปSนจำนวนมากตลอดฝpqง ลักษณะดินเลน 
มีพื้นที่ติดชายฝpqงทะเลโดยสAวนใหญA ดินจากป\าชายเลนศูนย(วิจัยและพัฒนาทรัพยากรป\าชายเลน และ
ป\าชายฝpqง อำเภอขนอม จังหวัดนครศรีธรรมราช จะมีพืชโกงกางใบใหญAเปSนจำนวนมาก ลักษณะดิน
เลน มีพื้นที่แนบแถวยาวตลอดชายฝpqงทะเล ดินจากป\าชายเลน อำเภอสิชล จังหวัดนครศรีธรรมราช 
จะมีพืชโกงกางใบเล็ก โกงกางใบใหญA ตีนเปSดทะเล และแสม ลักษณะดินเลน มีพื้นที่เปSนป\าตลอด
ชายฝpqงมีสภาพน้ำเปSนกรAอย เนื่องจากมีการไหลผAานของแมAน้ำ ดินจากป\าชายเลนทAาทอง อำเภอกาญ
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จนดิษฐ( จังหวัดสุราษฎร(ธานีและ ดินจากป\าชายเลนบางใบไม: อำเภอเมือง จังหวัดสุราษฎร(ธานี จะมี
พืชต:นจาก ดินเลน ปนเหนียว มีพื้นที่โดยสAวนใหญAเข:าถึงแหลAงน้ำจืด เนื่องจากเปSนลักษณะคลอง
ปากน้ำ และดินจากป\าชายเลนลีเล็ด อำเภอพุนพิน จังหวัดสุราษฎร(ธานี จะมีพืชต:นโกงกางใบเล็ก 
โกงกางใบใหญA ต:นจากตีนเปSดทะเล ลำพู และแสมทะเล ลักษณะดินเลน มีการเข:าถึงของน้ำทะเล 
และน้ำจืด เน่ืองจากเปSนปากอAาว 

เมื่อนำแบคทีเรียมาย:อมแกรม และศึกษาภายใต:กล:องจุลทรรศน( และทดสอบทาง
ชีวเคมี พบแบคทีเรียติดสีน้ำเงินแกรมบวก รูปรAางแทAง มีการยAอยแปzง สามารถสร:างเอนไซม(คะตาเลส 
และสามารถเคลื่อนที่ได: และไมAสร:างเอนไซม(ออกซิเดส (Foysal and Lisa 2018; Tan et al., 2018; 
Navinchandran et al., 2014) เมื่อนำแบคทีเรียที่คัดแยกได:จากดินป\าชายเลนทั้ง 6 แหลAง ทั้งหมด 
98 ไอโซเลต มาย:อมแกรม และทดสอบทางชีวเคมีพบวAามี 18 ไอโซเลตที่ให:ผลการทดสอบคล:ายกับ
แบคทีเรียในกลุAม Bacillus sp. 

การทดสอบความสามารถของการยับยั้งรากAอโรคพืชโดยวิธี Dual culture และ 
Culture filtrate มีความแตกตAางในสAวนการนำสารท่ีได:จากแบคทีเรียมาใช: โดยวิธี Dual culture จะ
ใช:เซลล(แบคทีเรียมาทดสอบกับรากAอโรคโดยตรง แตA Culture filtrate จะเลี้ยงเซลล(ในอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลวทำให:สารควบคุมทางชีวภาพถูกปลAอยออกมาสูAภายนอกเซลล( จากการทดสอบความสามารถ
ของการยับยั้งรากAอโรคพืชโดยวิธี Dual culture มีแบคทีเรีย 6 ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งรากAอโรค 
ทั ้ง 5 สายพันธุ ( ได:แกA F. proliferatum, F. solani, F.  moniliforme, C. gloeosporioides และ   
P. palmivora ได: เมื ่อทดสอบความสามารถของการยับยั ้งรากAอโรคพืชโดยวิธี Culture filtrate 
พบวAาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่หลั่งออกนอกเซลล(ของ VIMSH06 แสดงศักยภาพในการยับยั้งรา F. 

solani ได:ดีที่สุดเทAากับ 71.62±2.21 เปอร(เซ็นต( มีรายงานวิจัยได:ทดสอบการยับยั้งรากAอโรคด:วยวิธี 
Dual culture ด : ว ย  Bacillus subtilis V26 พบว A า ส าม า รถย ั บ ย ั ้ ง ร า  F. sambucinum, F. 

oxysporum, F. solani และ F. graminearum สาเหตุโรคหัวเนAา โรคเหี่ยวแห:งบนมันฝรั่งได: โดยมี
คAาการยับยั้งเทAากับ 17.8, 16.7, 19.7 และ 10.8 เปอร(เซ็นต( ตามลำดับ (Khedher et al. 2021) 
และงานวิจัยการทดสอบการยับยั ้งการเจริญเติบโตของราโดยวิธี ใช:สAวนใสปราศจากเซลล(ของ
แบคทีเรีย พบวAา B. subtilis V26 สามารถยับยั้งการเจริญของ F. sambucinum ได:ดีที่สุดถึง 85.3 
เปอร(เซ็นต( และสามารถยับยั้ง F. graminearum, F. solani และ F. oxysporum ได:ถึง 73.6, 72.8 
และ 54.7 เปอร(เซ็นต( ได:ตามลำดับ เมื่อศึกษาถึงชนิดของการสร:างยีน เพื่อผลิตสารควบคุมทาง
ชีวภาพของเซลล(พบวAา B. subtilis V26 มียีน ituC, fenA, fenB, fenD, srfAA, bmy, mnlA, bae 

และ bac ที่สามารถผลิตสารควบคุมทางชีวภาพลิโพเปปไทด( ได:แกA iturin, fengycin, surfactin, 
bacyllomicin, macrolactin, bacillaene และ bacilysin (Khedher et al., 2021) จะเห็นได:วAา
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เชื้อที่เลี้ยงในอาหารเหลวจะมีการเจริญ และสร:างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพได:หลากหลายชนิด และยัง
สามารถยับย้ังการเจริญของราได:สูงกวAาการใช:เซลล(เพียงอยAางเดียว 

เมื่อจําแนกแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 ด:วยลําดับนิวคลีโอไทด(บริเวณ 16S rDNA 
พบวAา VIMSH06 มีความเหมือนกับสปïชีส( Bacillus ถึง 99.93 เปอร(เซ็นต( โดยเพื่อความแมAนยำของ
ผลการวิเคราะห(ต:องมีการสAงวิเคราะห(ใหมA โดยต:องหาลำดับนิวคลีโอไทด(ของหลายยีนที่อนุรักษ(สูง 
แล:ว BLASH เทียบข:อมูลกับหลาย ๆ ยีน และอAานเพิ ่มเติมด:วย key word multilocus gene 
sequencing (MGS) ตAอไป ซึ ่งแบคทีเรียสายพันธุ (น้ี เปSนแบคทีเรียท่ีได:รับการยืนยันวAามีความ
ปลอดภัยในการนำมาใช: และสามารถผลิตสารควบคุมทางชีวภาพในการยับยั้งรากAอโรคพืชได:ทั้งใน
ห:องปฏิบัติการ และภาคสนาม (Torres et al., 2011) ซึ่งกลไกการควบคุมทางชีวภาพของแบคทีเรีย
นั้น สามารถผลิตสารต:านจุลชีพหรือเอนไซม( การแขAงขันด:านสารอาหาร และอากาศ การต:านทานโรค
ในพืช โดยกลไกการควบคุมศัตรูพืชสAวนใหญA มักจะใช:กลไกมากกวAาหน่ึงอยAาง (Wu et al., 2019)  

การหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับแบคทีเรียในการสร:างสารยับยั้งการเจริญของรากAอ
โรคพืช ได:แกA การหาชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม พบวAาแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 เลี้ยง
ในอาหารเหลว NB สามารถสร:างสารยับยั้งการเจริญของรา F. solani ได:ดีที่สุดเทAากับ 67.81±0.41  
เปอร(เซ็นต( จากการทดสอบจะใช:อาหารเลี้ยงเชื้อ 3 ชนิด ได:แกA NB, LB และ TSB ซึ่งอาหารแตAละ
ชนิดจะมีองค(ประกอบที่แตกตAางกัน โดยแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 สามารถใช: Peptone ใน
อาหาร NB เปSนแหลAงไนโตรเจนได:ดีกวAา Tryptone ในอาหาร LB และ TSB ดังนั ้นแบคทีเรียจึง
สามารถใช:องค(ประกอบของอาหาร NB เพื่อการเจริญ และผลิตสารควบคุมทางชีวภาพออกมา เม่ือ
ทดสอบการหาสภาวะกรด-เบส ที่เหมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวAาแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 
ในอาหารเหลว NB ที่สภาวะ pH 7 สามารถสร:างสารยับยั ้งการเจริญของรา F. solani ได:ดีที ่สุด 
76.81 เปอร(เซ็นต( มีรายงานวิจัยศึกษาสภาวะความเปSนกรด-เบสที่เหมาะสมจะทำให:เชื้อสามารถผลิต
สารควบคุมทางชีวภาพชนิด surfactin และ iturin A ที ่ย ับยั ้งรา Fusarium ได: ซ ึ ่ง Bacillus 

subtilis สายพันธ( BZR 336 ท่ีเล้ียงในสภาวะ pH 8 จะมีจำนวนเซลล( (2.7 × 10 9 CFU/ml) และ B. 

subtilis BZR 517 ท่ีเลี ้ยงในสภาวะ pH 6 ถึง pH 8 มีจำนวนเซลล( (1.0 × 10 9 CFU/ml) ดังน้ัน
สภาวะกรด-เบสที่ตAางกัน ก็จะทำให:การเจริญ และจำนวนเชื้อตAางกัน สAงผลในการสร:างปริมาณสาร
ยับย้ังรากAอโรคพืชได:ท่ีแตกตAางกันอีกด:วย (Sidorova et al., 2020) 

เมื ่อทดสอบหาอุณหภูมิที ่เหมาะสมสำหรับการบAมแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 
พบวAาอาหารเหลว NB ที่สภาวะ pH 7 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สามารถสร:างสารยับยั้งการเจริญ
ของ F. solani ได:ดีที่สุด 73.00±0.20 เปอร(เซ็นต( อุณหภูมิถือเปSนปpจจัยที่สำคัญที่ทำให:เชื้อสามารถ
ผลิตสารควบคุมทางชีวภาพออกมาได: เนื ่องจากแตAละอุณหภูมิสามารถผลิตสารได:แตกตAางกัน         
ดังตัวอยAาง Bacillus amyloliquefaciens สามารถผลิต iturin A ได:เมื ่อเลี ้ยงเชื ้อที ่อ ุณหภูมิ              
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37 องศาเซลเซียส (Kumar et al., 2017) Bacillus subtilis เลี้ยงในอาหาร LB ท่ีอุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส สามารถผลิต chitinase ในการยับยั้งเชื้อรา Aspergillus niger, Aspergillus flavus และ 
Penicillium chrysogenum ได: (Karunya et al., 2011) และเมื ่อนำสAวนใสปราศจากเซลล(ของ 

Bacillus pseudomycoides MT32 มาเลี้ยงในอาหาร NB อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวAาความ
เข:มข:นต่ำสุดในการยับยั้ง (MIC) เทAากับ 8 µg/ml สามารถยับยั้งรา Penicillum digitatum และ 
Aspergillus niger ได: (El-Saadony et al., 2019) 

และจากการทดสอบหาระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม พบวAาแบคทีเรียไอโซ
เลต VIMSH06 ที่เลี้ยงในอาหารเหลว NB ที่สภาวะ pH 7 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 21 
ชั ่วโมง สามารถสร:างสารยับยั ้งการเจริญของ F. solani ได:ด ีท ี ่ส ุด 73.99±0.42 เปอร(เซ ็นต(            
จากรายงานวิจัยได:นำ Bacillus subtilis สายพันธุ( N3 ท่ีเล้ียงในอาหารเหลว TSB, pH6, อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปSนเวลา 21 ชั ่วโมง สามารถผลิตสารควบคุมทางชีวภาพสำหรับต:านเชื ้อรา 
Curvularia lunata ซึ่งเปSนสาเหตุของโรคจุดขึ้นสนิมของดอกไม:ในกล:วยไม:ได: โดยมีโซนการยับย้ัง 
7.69±0.24 มิลลิเมตรจากการวิเคราะห(ชนิดของสารที่แบคทีเรียสามารถสร:าง และยับยั้งการเจริญ
ของราได:ดีที่สุดชั่วโมงท่ี 21 ซึ่งเปSนชAวงที่เชื้ออยูAในระยะ Stationary phase นั้นพบวAาเปSน flagellin 
A ซ ึ ่ งโปรต ีนชน ิดน ี ้ทำให :ล ักษณะของเส :นใยรา และสปอร (บวม จนไม Aสามารถเจร ิญได:  
(Sowanpreecha et al., 2018) แ ล ะ ง านว ิ จ ั ย น ำ  B. amyloliquefaciens ส า ยพ ั น ธุ(  N3.2,                
B. amyloliquefaciens สายพันธุ( D747 และ B. velezensis สายพันธุ( QST713 ท่ีมีศักยภาพในการ
ยับยั้งเชื้อรา Xylella fastidiosa ได: ตั้งแตAระยะเวลาที่ 18 ชั่วโมง และเมื่อเวลาผAานไป 90 ชั่วโมง 
การยับยั้งราโดยแบคทีเรียจะลดลง แสดงวAาในชAวง Stationary phase แบคทีเรียสามารถสร:างสาร
ยับย้ังรากAอโรคพืชได: แตAเม่ือเวลาผAานไปจะทำให:ศักยภาพการยับย้ังลดลงเร่ือย ๆ อาจเน่ืองมาจากเช้ือ
มีปริมาณน:อยและคAอย ๆ เข:าสูAระยะ Death phase (Zicca et al., 2020) 

และจากการทดลองยังพบวAา สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของแบคทีเรีย VIMSH06 ยัง
สามารถหลั่งออกมาได:ตั้งแตAชั่วโมงที่ 3 เปSนต:นไป และผลิตสารได:มากขึ้น สAงผลให:เปอร(เซ็นต(การ
ยับย้ังรา F. solani สูงข้ึนด:วย  

การทดสอบความเสถียรตAอความเปSนกรด-เบส และอุณหภูมิของน้ำเลี้ยงเชื้อจาก
แบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 มีศักยภาพในการยับยั ้งรา F. solani โดยมีคAาระหวAาง 60 ถึง 80 
เปอร(เซ็นต( ที่ pH 2 ถึง pH 9 และอุณหภูมิ 20 ถึง 121 องศาเซลเซียส จะเห็นได:วAาสารออกฤทธิ์จาก
แบคทีเรีย VIMSH06 สามารถทนความร:อนได:มากกวAา 100 องศาเซลเซียส นอกจากน้ี Bacillus 

amyloliquefaciens CJW15 และ Bacillus amyloliquefaciens SSD8 สามารถทนตAอความเปSน
กรด-เบส ในชAวง 3 ถึง 11 และอุณหภูมิ ที่ 50 ถึง 100 องซาเซลเซียส ได: เมื่อวิเคราะห(เพื่อหาชนิด
ของสารพบว A า เป Sนไลโปเปปไทด(  ชน ิด  Surfactin, fengycin และ iturin (Liu et al., 2016)               
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จากรายงานวิจัยศึกษา B. subtilis สายพันธุ( N3 สามารถเสถียรตAอ pH 2 ถึง 10 และที่อุณหภูมิ 20 
ถ ึ ง  121 องศาเซลเซ ียส (Sowanpreecha et al., 2018) จากรายงานว ิจ ัย ได :นำ  Bacillus 

safensis สายพันธุ( B21 มาเลี้ยงในอาหารเหลว และนำสAวนใสของแบคทีเรียมาทดสอบความเสถียร
ตAอคAา กรด-เบส pH 1, pH 3, pH 5, pH 7, pH 9, pH 11 และ pH 13 และคAาอุณหภูมิ 40, 60, 80, 
100 and 120 องศาเซลเซียส พบวAา สามารถทน และยังม ีศ ักยภาพในการยับยั ้งรากAอโรค 
Magnaporthe oryzae ได:ต้ังแตA pH 1ถึง pH 9 และอุณหภูมิ 40-100 องศาเซลเซียส เม่ือจัดจำแนก
ชนิดของสารพบวAาเปSน iturin A2 และiturin A6 (Rong et al., 2020) ซึ่งสารออกฤทธิ์ของแบคทีเรีย
ที่สามารถทนตAอคAาความเปSนกรด-เบสและอุณหภูมิได: อีกทั้งยังมีศักยภาพในการยับยั้งรากAอโรคพืชได:
ดี โดยจากรายงานวิจัยข:างต:นแบคทีเรียกลุAม Bacillus สามารถสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ทนตAอคAา
ดังกลAาวถือเปSนข:อได:เปรียบในการนำไปประยุกต(ใช:ให:เกิดประโยชน(ในการเก็บรักษา หรือมุAงเน:นใน
การนำไปใช:เพ่ือยับย้ังรากAอโรคพืชได:หลายแนวทาง  

การตรวจดูลักษณะเส:นใยราภายใต:กล:องจุลทรรศน(อิเล็กตรอน สังเกตเห็นวAาเส:นใย
รา F. solani โดนทำลายโดยสารออกฤทธิ์จากแบคทีเรีย VIMSH06 ทำให:ปลายเส:นใยราผิดปกติ คือ 
เห่ียว แฟบลงอยAางเห็นได:ชัด เม่ือเทียบกับชุดควบคุมท่ีมีราเพียงอยAางเดียว จากงานวิจัยท่ีใช: Bacillus 
sp. สายพันธุ ( CCeRi1-002 เพื ่อยับยั ้งรา Fusarium solani และ Fusarium kuroshium พบวAา
ลักษณะเส:นใยที่ผิดปกติ มีการบวม เมื่อวิเคราะห(ชนิดของสารที่แบคทีเรียผลิตออกมาพบวAาเปSนกลุAม
ของ lipopeptide ได:แกA iturin, surfactin and fengycin (Vallejo et al., 2020) 

การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการยับยั้งรากAอโรคบนเมล็ดข:าวโพดใน
จานเพาะเลี้ยง (In vivo) พบวAาแบคทีเรีย VIMSH06 มีศักยภาพในการปzองกันการเข:าทำลายของรา
กAอโรคตAอเมล็ดข:าวโพดได: โดยไมAพบโคนิเดียของราในชุดที่แชAเมล็ดข:าวโพดรAวมกับแบคทีเรียกAอนโคนิ
เดีย และเมื่อวัดการเจริญของต:นกล:าข:าวโพด เปอร(เซ็นต(การงอก และเปอร(เซ็นต(การติดเชื้อของเมล็ด
ข:าวโพดในชุดการทดลองตAาง ๆ พบวAาแบคทีเรียชAวยลดเปอร(เซ็นต(การติดเชื้อ เมื่อเทียบกับชุดควบคุม 
ซึ่งจากรายงานวิจัยศึกษา Bacillus velezensis ท่ีเปSนแบคทีเรียเอนโดไฟต( เมื่อนำเมล็ดข:าวโพดแชA
ด:วยแบคทีเรียจะลดโอกาสการติดเชื้อในรากของข:าวโพดได: และเมื่อสAองดูเซลล(รากภายใต:กล:อง
จุลทรรศน(ไมAพบการเข:าทำลาย และอาศัยของรากAอโรค ที่มีศักยภาพในการสAงเสริมการสร:างกล:าไม: 
และปzองกันโรคเช้ือรา Fusarium verticillioides (Pal et al., 2020) 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัยและข:อเสนอแนะ 

 

 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

จากการคัดแยกแบคทีเรียจากตัวอยAางดินบริเวณป\าชายเลนทั้ง 6 แหลAง พบวAา
สามารถคัดแยกได:ทั้งหมด 98 ไอโซเลต โดยมี 36  ไอโซเลต ที่ติดสีแกรมบวก รูปรAางแทAง และมี 18 
ไอโซเลต ที่ให:ผลการทดสอบทางชีวเคมีตรงกับการทดสอบแบคทีเรียในกลุAมบาซิลลัส นําแบคทีเรียท้ัง 
18 ไอโซเลตมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งรากAอโรคโดยวิธี Dual culture กับราทั้ง 5 สาย
พ ั น ธ ุ (  ไ ด : แ ก A  F. proliferatum, F. solani, F.  moniliforme, C. gloeosporioides แ ล ะ                      
P. palmivora พบวAา มี 6 ไอโซเลตที่สามารถยับยั้งรากAอโรคได: และ VIMSH06 ไอโซเลตเดียว ท่ี
สามารถยับยั้งการเจริญของราทั้ง 5 สายพันธุ(ได: นำแบคทีเรีย 6 ไอโซเลตที่สามารถยับยั้งรากAอโรคใน
พืชได:มาทดสอบความสามารถของการยับยั ้งรากAอโรคด:วย Culture filtrate พบวAาไอโซเลต 
VIMSH06 สามารถยับยั้งการเจริญของรา F. solani ได:ดี ดังนั้นจึงนำไอโซเลต VIMSH06 ไปศึกษา
เพื่อจัดจําแนกด:วยลําดับนิวคลีโอไทด(บริเวณ 16S rDNA พบวAามีความคล:ายคลึงกับหลายสปïชีส(ใน
สกุล Bacillus มากถึง 99.93 เปอร(เซ็นต( และนำไปหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับแบคทีเรียในการ
สร:างสารยับยั้งการเจริญของรากAอโรคพืช โดยพบวAาแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 ที่เลี้ยงในอาหาร
เหลว NB ที่สภาวะ pH 7 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 21 ชั่วโมง สามารถสร:างสารยับย้ัง
การเจริญของ F. solani ได:ดีที่สุด ถึง 73.99±0.42 เปอร(เซ็นต( เมื่อทดสอบความเสถียรตAอคAาความ
เปSนกรด-เบส และอุณหภูมิของน้ำเลี้ยงเชื้อของ VIMSH06 กับการยับยั้งรา F. solani พบวAาน้ำเลี้ยง
เชื้อของแบคทีเรียสามารถทนที่ pH2 ถึง pH9 และอุณหภูมิได:ตั้งแตA 20 ถึง 121 โดยยังมีศักยภาพใน
การยับยั้งรากAอโรค ซึ่งพบวAาสารที่ผลิตโดย VIMSH06 สามารถทนความเปSนกรด-เบส และทนความ
ร:อนได: เมื่อตรวจดูลักษณะเส:นใยราภายใต:กล:องจุลทรรศน(อิเล็กตรอน ระหวAางแบคทีเรีย VIMSH06 
และรา F. solani พบวAาปลายเส:นใยของรา ผิดปกติอยAางเห็นได:ชัด เมื่อเทียบกับชุดควบคุม อาจ
เนื่องมาจากสารออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย และนำไปทดสอบความสามารถของแบคทีเรีย
ในการยับยั้งรากAอโรคบนเมล็ดข:าวโพดในจานเพาะเชื้อ พบวAาแบคทีเรีย VIMSH06 มีศักยภาพในการ
ปzองกันการเข:าทำลายของรากAอโรคตAอรากพืชได: และเมื่อทดสอบหาอัตราการงอกและอัตราการติด
เชื้อของเมล็ดข:าวโพดในกลAองปลูก พบวAาแบคทีเรียชAวยลดการติดเชื้อของเมล็ดสAงผลให:อัตราการงอก
ของเมล็ดดีขึ ้นเมื่อมีการติดเชื้อรา และ ดังนั้นแบคทีเรีย VIMSH06 อาจนำไปประยุกต(ใช:ให:เกิด
ประโยชน(สำหรับการยับย้ังรากAอโรคพืชทางด:านเกษตรย่ังยืนได: 
 



 
 

69 

5.2 ข;อเสนอแนะ 

5.2.1 ควรเพิ่มการทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรียตAอการสร:างสารอื่น ๆ เพิ่มเติมเชAน การ
ทดสอบเอนไซม(ไฮโดรไลติก, Siderophores, การตรึงไนโตรเจน, การละลายฟอสเฟต, การสร:าง
เอนไซม( protease, β-glucanase, cellulase และ pectinase 

5.2.1 ควรมีการตรวจหายีนที่สามารถสร:างสารควบคุมทางชีวภาพด:วย เพื่อจะได:ระบุชนิดของ
สาร 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

1. Nutrient Agar (NA) ย่ีห;อ HIMEDIA 

วิธีการเตรียม ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อสำเร็จรูปปริมาตร 28.0 กรัม เติมน้ำกลั่นปริมาตร 1 ลิตร ผสมให:
เข:ากัน บรรจุในขวดดูแรน ปæดฝาให:สนิทนำไปฆAาเช้ือด:วยหม:อน่ึงความดันไอน้ำ ความดันไอ 15 ปอนด(
ตAอตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 15 นาที ในอาหาร NA ประกอบไปด:วย 

Peptone 5.00 กรัมตAอลิตร 
HM peptone B# 1.50 กรัมตAอลิตร 
Yeast extract 1.50 กรัมตAอลิตร 
Sodium chloride 5.00 กรัมตAอลิตร 
Agar 15.00 กรัมตAอลิตร 
pH 7.4±0.2, 25°C   

 

2. Nutrient Broth (NB) ย่ีห;อ HIMEDIA 

    วิธีการเตรียม ช่ังอาหารเล้ียงเช้ือสำเร็จรูปปริมาตร 13.0 กรัม เติมน้ำกล่ันปริมาตร 1 ลิตร ผสมให:
เข:ากัน นำไปฆAาเชื้อด:วยหม:อนึ่งความดันไอน้ำ ความดันไอ 15 ปอนด(ตAอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ระยะเวลา 15 นาที ในอาหาร NB ประกอบไปด:วย 

Peptone 5.00 กรัมตAอลิตร 
HM peptone B# 1.50 กรัมตAอลิตร 
Yeast extract 1.50 กรัมตAอลิตร 
Sodium chloride 5.00 กรัมตAอลิตร 
pH 7.4±0.2, 25°C   

 

3. Luria Bertani Broth, Miller (LB) ย่ีห;อ HIMEDIA 

    วิธีการเตรียม ช่ังอาหารเล้ียงเช้ือสำเร็จรูปปริมาตร 25.0 กรัม เติมน้ำกล่ันปริมาตร 1 ลิตร ผสมให:
เข:ากัน นำไปฆAาเชื้อด:วยหม:อนึ่งความดันไอน้ำ ความดันไอ 15 ปอนด(ตAอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ระยะเวลา 15 นาที ในอาหาร LB ประกอบไปด:วย 

Tryptone 10.00 กรัมตAอลิตร 
Yeast extract 5.00 กรัมตAอลิตร 
Sodium chloride 10.00 กรัมตAอลิตร 
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pH 7.5±0.2, 25°C   
 

4. Soya Casein Digest Medium (Tryptone Soya Broth) (TSB) ย่ีห;อ HIMEDIA 

วิธีการเตรียม ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อสำเร็จรูปปริมาตร 30.0 กรัม เติมน้ำกลั่นปริมาตร 1 ลิตร ผสมให:
เข:ากัน นำไปฆAาเชื้อด:วยหม:อนึ่งความดันไอน้ำ ความดันไอ 15 ปอนด(ตAอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ระยะเวลา 15 นาที ในอาหาร TSB ประกอบไปด:วย 

Tryptone 17.00 กรัมตAอลิตร 
Soya peptone 3.00 กรัมตAอลิตร 
Sodium chloride 5.00 กรัมตAอลิตร 
Dipotassium  hydrogen phosphate 2.50 กรัมตAอลิตร 
Dextrose (Glucose) 2.50 กรัมตAอลิตร 
pH 7.3±0.2, 25°C   

 

5. Potato Dextrose Agar (PDA) 

วิธีการเตรียม ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อสำเร็จรูปปริมาตร 39.0 กรัม เติมน้ำกลั่นปริมาตร 1 ลิตร ผสมให:
เข:ากัน นำไปฆAาเชื้อด:วยหม:อนึ่งความดันไอน้ำ ความดันไอ 15 ปอนด(ตAอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ระยะเวลา 15 นาที ในอาหาร PDA ประกอบไปด:วย 

Potatoes, infusion from 200.00 กรัมตAอลิตร 
Dextrose (Glucose) 20.00 กรัมตAอลิตร 
Agar 15.00 กรัมตAอลิตร 
pH 5.6±0.2, 25°C   

 

6. Potato Dextrose Broth (PDB) 

วิธีการเตรียม ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อสำเร็จรูปปริมาตร 24.0 กรัม เติมน้ำกลั่นปริมาตร 1 ลิตร ผสมให:
เข:ากัน นำไปฆAาเชื้อด:วยหม:อนึ่งความดันไอน้ำ ความดันไอ 15 ปอนด(ตAอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ระยะเวลา 15 นาที ในอาหาร PDB ประกอบไปด:วย 

Potatoes, infusion from 200.00 กรัมตAอลิตร 
Dextrose (Glucose) 20.00 กรัมตAอลิตร 
pH 5.1±0.2, 25°C   
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7. Motility Test Medium 

วิธีการเตรียม ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อสำเร็จรูปปริมาตร 22 กรัม เติมน้ำกลั่นปริมาตร 1 ลิตร ผสมให:
เข:ากัน นำไปฆAาเชื้อด:วยหม:อนึ่งความดันไอน้ำ ความดันไอ 15 ปอนด(ตAอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ระยะเวลา 15 นาที ในอาหาร Motility Test Medium ประกอบไปด:วย 

 

Approximate Formula  3.0 กรัมตAอลิตร 
Beef Extract 10.0 กรัมตAอลิตร 
Pancreatic Digest of Gelatin 5.0 กรัมตAอลิตร 
Agar 4.0 กรัมตAอลิตร 
pH 7.3 ± 0.2 25˚C   

 

8. Starch hydrolysis test 

วิธีการเตรียม ชั่งอาหารเลี้ยงเชื้อสำเร็จรูปปริมาตร 24 กรัม เติมน้ำกลั่นปริมาตร 1 ลิตร ผสมให:
เข:ากัน นำไปฆAาเชื้อด:วยหม:อนึ่งความดันไอน้ำ ความดันไอ 15 ปอนด(ตAอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ระยะเวลา 15 นาที ในอาหาร Starch hydrolysis test ประกอบไปด:วย 

Beef extract                     2.0 กรัมตAอลิตร 
Peptone 5.0 กรัมตAอลิตร 
Starch soluble 2.0 กรัมตAอลิตร 
Agar  15.0 กรัมตAอลิตร 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมทดสอบทางชีวเคม ี
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมทดสอบทางชีวเคม ี
การย;อมสีเซลลlแบคทีเรียโดยวิธี Gram stain 

1. การเตรียมสไลด( และย:อมสีเซลล(แบคทีเรียโดยวิธี Gram stain 
นำสไลด(มาเช็ดทำความสะอาด และนำแบคทีเรียที่ต:องการทดสอบมาปzายให:กระจายบน

สไลด(สะอาด ทำให:แห:งในอากาศ และผAานเปลวไฟ ย:อมด:วยสี Crystal violet เปSนเวลา 1 นาที ล:าง
ด:วยน้ำ ย:อมทับด:วย สารละลาย Iodine เปSนเวลา 1 นาที ล:างด:วยน้ำ ล:างสีออก โดยการเอียงสไลด(
แล:วเทราดด:วย Decolorizer หยุดปฏิกิริยา โดยการจุAมสไลด(ลงในน้ำ ย:อมด:วยสี safranin เปSนเวลา 
1 นาที ล:างด:วยน้ำ และซับให:แห:ง นำตัวอยAางไปสAองดูด:วยกล:องจุลทรรศน(  
 

 
 

ภาพภาคผนวกท่ี1 การย:อมสีเซลล(แบคทีเรียโดยวิธี Gram stain 
ท่ีมา: https://ib.bioninja.com.au/options/untitled/b1-microbiology-organisms/gram-

staining.html 
(สืบค:นเม่ือ 23 พฤษภาคม 2564) 

 
การทดสอบทางชีวเคมี 
1. ทดสอบปฏิกิริยาออกซิเดส 

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียท่ีต:องการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA บAมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากการบAมนำมาทดสอบปฏิกิยาโดยหยด Kovac’s oxidase reagent ลง
บนกระดาษกรอง และขีดเชื้อแบคทีเรียปzายลงบนกระดาษ สังเกตปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น โดยผลบวก จะมี
การเปล่ียนสีเปSนสีมAวง ผลลบจะไมAมีการเปล่ียนสี 
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ภาพภาคผนวกท่ี 2 การทดสอบปฏิกิริยาออกซิเดส 
ท่ีมา: https://microbiologyinfo.com/oxidase-test-principle-uses-procedure-types-result-

interpretation-examples-and-limitations/ 
(สืบค:นเม่ือ 23 พฤษภาคม 2564) 

2. ทดสอบปฏิกิริยาคะตะเลส 

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ต:องการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA บAมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 24 ชั ่วโมง หลังจากการบAมนำมาทดสอบปฏิกิยาโดยขีดเชื ้อลงบนกระจกสไลด( หยด
ไฮโดรเจนเปอร(ออกไซด( (H2O2) สังเกตปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น โดยผลบวก จะมีการสร:างฟองแกƒส ผลลบ
จะไมAมีการเปล่ียนแปลง 
 

  
 

 
ภาพภาคผนวกท่ี 3 การทดสอบปฏิกิริยาคะตะเลส 

ท่ีมา: https://www.quora.com/What-does-catalase-positive-mean-in-microbiology 

(สืบค:นเม่ือ 23 พฤษภาคม 2564) 
 
3. ทดสอบการเคล่ือนท่ี 

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ต:องการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA บAมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากการบAมนำมาทดสอบการเคลื่อนที่โดยวิธีการแทงลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ 
Motility Medium บAมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากการบAมสังเกตผล
ท่ีเกิดข้ึน โดยผลบวก จะมีการเจริญของเช้ือออกจากรอยแทง ผลลบจะไมAมีการเปล่ียนแปลง 

ผลบวก ผลลบ 

ผลลบ 

ผลบวก 
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ภาพภาคผนวกท่ี 4 การทดสอบการเคล่ือนท่ี 
ท่ีมา: https://germsandworms.wordpress.com/2013/03/09/motility/ 

(สืบค:นเม่ือ 23 พฤษภาคม 2564) 
 

4. ทดสอบการสร;างเอนไซมlอะไมเลส 

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ต:องการทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA บAมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากการบAมนำมาทดสอบการสร:างเอนไซม(อะไมเลส โดยขีดเชื้อลงบน
ผิวหน:าอาหาร Starch Agar บAมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากการบAม
หยดสารละลายไอโอดีนให:ทAวมผิวหน:าอาหาร และสังเกตผลที่เกิดขึ้น โดยผลบวก จะมีโซนการยAอย
แปzงลักษณะสีขาวใส ผลลบอาหารจะเปSนสีน้ำเงิน และไมAเกิดโซนการยAอยแปzง 

 

 
 

 

ภาพภาคผนวกท่ี 5 การทดสอบการสร:างเอนไซม(อะไมเลส 
ท่ีมา: https://www.researchgate.net/figure/Starch-hydrolysis 

(สืบค:นเม่ือ 23 พฤษภาคม 2564) 
 

 
 

 
 
 
 

ผลบวก ผลลบ 

ผลลบ ผลบวก 
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ภาคผนวก ค 

ผลการทดลอง



 
 

ตารางภาคผนวกท่ี 1 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได7จากดินป<าชายเลน 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ต1อ) ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได7จากดินป<าชายเลน 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ต1อ) ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได7จากดินป<าชายเลน 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ต1อ) ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได7จากดินป<าชายเลน 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ต1อ) ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได7จากดินป<าชายเลน 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ต1อ) ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได7จากดินป<าชายเลน 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ต1อ) ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได7จากดินป<าชายเลน 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ต1อ) ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได7จากดินป<าชายเลน 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ต1อ) ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได7จากดินป<าชายเลน 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ต1อ) ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได7จากดินป<าชายเลน 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ต1อ) ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได7จากดินป<าชายเลน 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ต1อ) ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได7จากดินป<าชายเลน 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ต1อ) ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได7จากดินป<าชายเลน 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ต1อ) ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได7จากดินป<าชายเลน 

 
 
 
 
 

104 



 
 

ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ต1อ) ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได7จากดินป<าชายเลน 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ต1อ) ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได7จากดินป<าชายเลน 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ต1อ) ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได7จากดินป<าชายเลน 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ต1อ) ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได7จากดินป<าชายเลน 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ต1อ) ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได7จากดินป<าชายเลน 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 (ต1อ) ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียท่ีคัดแยกได7จากดินป<าชายเลน 
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111 

ตารางภาคผนวกท่ี 2  การทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียกลุ 7มบาซิลลัสที ่คัดแยกได=จากดิน         

ปAาชายเลน 

ไอโซเลต 
การทดสอบทางชีวเคมี 

คะตะเลส ออกซิเดส การย>อยแปAง การเคล่ือนท่ี 

LMSH02 + + - - 

VIMSH11 - + - - 

TMSH20 - + - + 

TMSH22 - - - - 

TMSH24 + - - + 

TMSH25 - + + + 

TMSH26 + - - - 

TMSH29 - + - - 

BMSH07 + + - + 

BMSH08 + + - + 

BMSH09 + - + - 

BMSH10 + + + + 

BMST13 + - + - 

BMST16 - + + - 

LEMSH07 - - - - 

LEMSH18 + - + - 

LEMST20 + - + + 

LEMST28 + + - - 

หมายเหตุ : สัญลักษณY + หมายถึง ผลการทดสอบทางชีวเคมีเป̂นบวก  

 สัญลักษณY – หมายถึง ผลการทดสอบทางชีวเคมีเป̂นลบ  

 ผลทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียกลุ7มบาซิลลัส คือ คะตะเลส การเคลื่อนที่ และการ
ย7อยแปcง ให=ผลเป̂นบวก ส7วนการทดสอบออกซิเดส ให=ผลเป̂นลบ  

 
 
 



  

ตารางภาคผนวกท่ี 3 ข#อมูลการเปรียบเทียบความเหมือนของลำดับนิวคลีโอไทด=ของไอโซเลต VIMSH06 
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ตารางภาคผนวกท่ี 3 (ต1อ) ข#อมูลการเปรียบเทียบความเหมือนของลำดับนิวคลีโอไทด=ของไอโซเลต VIMSH06 

 

113 



  

ตารางภาคผนวกท่ี 4 การทดสอบความสามารถของการยับย้ังรากMอโรคพืชโดยวิธี Dual culture 

 

114 



  

ตารางภาคผนวกท่ี 4 (ต1อ) การทดสอบความสามารถของการยับย้ังรากMอโรคพืชโดยวิธี Dual culture 
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ตารางภาคผนวกท่ี 5 การทดสอบความสามารถของการยับย้ังรากMอโรคพืชด#วย Culture filtrate 
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ตารางภาคผนวกท่ี 5 (ต1อ) การทดสอบความสามารถของการยับย้ังรากMอโรคพืชด#วย Culture filtrate
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ตารางภาคผนวกท่ี 6 การหาความเหมาะสมของอาหารเล้ียงเช้ือชนิดตMาง ๆ สำหรับการสร#างสารในการยับย้ังรากMอโรคพืชของแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 

 

118 



  

ตารางภาคผนวกท่ี 7 การหาความเหมาะสมของความเปdนกรด-เบส ของอาหารเล้ียงเช้ือสำหรับการสร#างสารในการยับย้ังรากMอโรคพืชของแบคทีเรียไอโซเลต 

VIMSH06 
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ตารางภาคผนวกที่ 7 (ต1อ) การหาความเหมาะสมของความเปdนกรด-เบส ของอาหารเลี้ยงเชื้อสำหรับการสร#างสารในการยับยั้งรากMอโรคพืชของแบคทีเรีย         

ไอโซเลต VIMSH06 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

120 



  

ตารางภาคผนวกท่ี 8 การหาความเหมาะสมท่ีอุณหภูมิตMาง ๆ สำหรับการสร#างสารในการยับย้ังรากMอโรคพืชของแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06

 
 121 



  

ตารางภาคผนวกท่ี 9 การหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมของแบคทีเรีย สำหรับการสร#างสารในการยับย้ังรากMอโรคพืชของแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 
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ตารางภาคผนวกที ่ 10 การทดสอบความเสถียรตMอคMาความเปdนกรด-เบส ของน้ำเลี ้ยงเชื ้อตMอการสร#างสารในการยับยั ้งรากMอโรคพืชของแบคทีเรีย                     

ไอโซเลต VIMSH06 

 
ตารางภาคผนวกท่ี 11 การทดสอบความเสถียรตMออุณหภูมิ ของน้ำเล้ียงเช้ือตMอการสร#างสารในการยับย้ังรากMอโรคพืชของแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 
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ตารางภาคผนวกท่ี 12 การทดสอบการก-อโรคของรา F. solani ในข4าวโพด 
 

ชุดการทดลอง ภาพการทดลอง 

ชุดท่ี 1 เมล็ดข4าวโพด แช-ร-วมกับ

น้ำกล่ันปราศจากเช้ือ 

 

ชุดท่ี 2 เมล็ดข4าวโพด แช-ร-วมกับ

สารแขวนลอยโคนิเดียของรา 

F. solani 

 

ชุดที่ 3 เมล็ดข4าวโพด แช-ร-วมกับ

สารแขวนลอยแบคทีเรีย 

 

ชุดที่ 4 เมล็ดข4าวโพด แช-ร-วมกับ

ส-วนใสปราศจากเซลลIแบคทีเรีย 
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ตารางภาคผนวกท่ี 12 (ต:อ) การทดสอบการก-อโรคของรา F. solani ในข4าวโพด 

ชุดการทดลอง ภาพการทดลอง 

ชุดท่ี 5 เมล็ดข4าวโพด แช-ร-วมกับโค

นิเดียและสารแขวนลอยแบคทีเรีย 

 

ชุดท่ี 6 เมล็ดข4าวโพด แช-ร-วมกับโค

นิเดียและส-วนใสปราศจากเซลลI

แบคทีเรีย 

 

ชุดท่ี 7 เมล็ดข4าวโพด แช-ร-วมกับเซลลI

แบคทีเรียและสารแขวนลอยโคนิเดีย

ของรา 

F. solani 

 

ชุดท่ี 8 เมล็ดข4าวโพด แช-ร-วมกับส-วน

ใสปราศจากเซลลIแบคทีเรีย และสาร

แขวนลอยโคนิเดียของรา F. solani 
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ภาพภาคผนวกท่ี 1 การทดสอบความสามารถของการยับย้ังราก-อโรคพืชด4วยวิธี Culture filtrate 

หมายเหตุ : ตัวอักษร abcdef ที่แตกต4างกันในแท4งกราฟแต4ละสีแสดงค4าที่มีความแตกต4างอย4างมีนัยสําคัญ ที่ความ

เชื่อมั่น 95 เปอรIเซ็นตI (P<0.05) ค4าที่แสดงในกราฟเปRน X ̅ ± Standard Error  

 

 
ภาพภาคผนวกที่ 2 การหาความเหมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดต-าง ๆ สำหรับการสร4างสารใน

การยับย้ังราก-อโรคพืชของแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 

หมายเหตุ : ตัวอักษร abc ที่แตกต4างกันในแท4งกราฟแต4ละสีแสดงค4าที่มีความแตกต4างอย4างมีนัยสําคัญ ที่ความ

เชื่อมั่น 95 เปอรIเซ็นตI (P<0.05) ค4าที่แสดงในกราฟเปRน X ̅ ± Standard Error  
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ภาพภาคผนวกที่ 3 การหาความเหมาะสมของความเปcนกรด-เบส ของอาหารเลี้ยงเชื้อสำหรับการ

สร4างสารในการยับย้ังราก-อโรคพืชของแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 

หมายเหตุ : ตัวอักษร abcdef ที่แตกต4างกันในแท4งกราฟแต4ละสีแสดงค4าที่มีความแตกต4างอย4างมีนัยสําคัญ ที่ความ

เชื่อมั่น 95 เปอรIเซ็นตI (P<0.05) ค4าที่แสดงในกราฟเปRน X ̅ ± Standard Error  

 

 
 

ภาพภาคผนวกที่ 4 การหาความเหมาะสมที่อุณหภูมิต-าง ๆ สำหรับการสร4างสารในการยับยั้งราก-อ

โรคพืชของแบคทีเรียไอโซเลต VIMSH06 

หมายเหตุ : ตัวอักษร abc ที่แตกต4างกันในแท4งกราฟแต4ละสีแสดงค4าที่มีความแตกต4างอย4างมีนัยสําคัญ ที่ความ

เชื่อมั่น 95 เปอรIเซ็นตI (P<0.05) ค4าที่แสดงในกราฟเปRน X ̅ ± Standard Error  
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