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บทคัดย่อ 

งานวิจัยนี้มีจุดมุ่งหมายเพื่อค้นหาแบคทีเรียที่มีความสามารถยับยั้ง Pyricularia oryzae ที่ก่อ

โรคไหม้ในข้าว   โดยนำแบคทีเรีย 10 สายพันธุ์ที่คัดแยกมาจากดินและน้ำทะเลจากงานวิจัยก่อนหน้าน้ีมา

ทดสอบความสามารถในการยับยั้งราด้วยวิธี dual culture และพบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ M23, M25 

และ M26 มีความสามารถยับยั้ง P. oryzae ได้สูงที่สุด ด้วยเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 48.33, 50.00 และ 

55.00% ตามลำดับ จึงเลือก 3 สายพันธ์ุข้างต้นไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งราด้วยน้ำเลี้ยงเช้ือ

ปราศจากเซลล์ พบว่าน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียสายพันธุ์ M25 แสดงความสามารถในการ

ยับยั้งสูงที่สุด โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งได้ 54.07%  รองลงมาคือ สายพันธุ์ M26 ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การ

ยับยั้ง 45.53% และสายพันธุ์ M23 ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 36.58%   จากนั้นนำแบคทีเรียทั้ง 3 สาย

พันธุ์ ไปทดสอบเพื่อหาภาวะที่เหมาะสมของแบคทีเรียในการเพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้งรา   จากการ

ทดสอบหาอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม ได้แก่ Luria-Bertani (LB), Nutrient Broth (NB) และ Tryptic 

Soy Broth (TSB) พบว่าเมื่อเล้ียงแบคทีเรียด้วยอาหาร LB มีการยับยั้งรามากที่สุด   โดยน้ำเลี้ยงเชื้อท่ี

ปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียสายพันธุ์ M25 แสดงความสามารถในการยับยั้ง P. oryzae สูงที่สุด โดยมี

เปอร์เซ็นต์การยับยั้งที่ 54.07%  รองลงมาคือ สายพันธุ์ M26 โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 45.53% และ

สายพันธุ์ M23 โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 36.58%   เมื่อผันแปรค่า pH (6, 7 และ 8) ของอาหาร LB 

เพื่อหา pH ที่เหมาะสมต่อประสิทธิภาพในการยับยั้ง P. oryzae ผลที่ได้พบว่าน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจาก

เซลล์ของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ที่เลี้ยงในอาหาร LB ท่ีค่า pH เท่ากับ 7 มีเปอร์เซ็นต์ยับยั้งสูงที่สุด โดย

น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียสายพันธุ์ M25 แสดงความสามารถในการยับยั้ง P. oryzae สูง

ที่สุด โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งที่ 67.92%  รองลงมาคือ สายพันธุ์ M26 โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับย้ัง 

60.42% และสายพันธุ์ M23 โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 59.17%   จากผลการทดลองของงานวิจัยในคร้ัง

นี้ทำให้ได้แบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ที่มีความสามารถสูงในการยับยั้ง P. oryzae ที่ก่อโรคไหม้ในข้าว และ

ทราบถึงภาวะเบ้ืองต้นท่ีช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในยับย้ังรา โดยแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียท้ังสามมีศักยภาพท่ี

จะพัฒนาไปเป็นสารควบคุมชีวภาพ เพ่ือนำไปใช้ควบคุมโรคไหม้ในข้าวได้จริงในอนาคต 
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Abstract 

This research aims to find antagonistic bacteria that have ability to inhibit 

Pyricularia oryzae, the causal agent of rice blast disease. Ten bacterial strains isolated from 

soil and sea water from previous research were tested for their antifungal abilities using 

dual culture method. The results showed that strains M23, M25 and M26 were the top 

three bacteria that showed the highest percentage of inhibition against P. oryzae with 

48.33, 50.00 and 55.00% inhibition, respectively. Thereby, these three bacterial strains were 

selected for evaluating of their antifungal abilities using cell-free supernatant. The results 

found that cell-free supernatant of strain M25 had the highest antifungal ability with 

54.07% inhibition, followed by strain M26 with 45.53% inhibition and strain M23 with 

36.58% inhibition. These 3 strains of bacteria were subjected for optimization to find the 

suitable growth condition of the bacteria to increase the inhibition efficiency. Among the 

cultures media tested which were Luria-Bertani (LB), Nutrient Broth (NB) and Tryptic Soy 

Broth (TSB), it was found that LB medium gave the highest inhibition efficiency. By culturing 

in LB, cell-free supernatant of strain M25 had the highest antifungal ability with 54.07% 

inhibition, followed by strain M26 with 45.53% inhibition and strain M23 with 36.58% 

inhibition. Upon varying pH (6, 7 and 8) of LB medium to find optimal pH to inhibit 

P. oryzae, it was found that cell-free supernatant of all 3 bacterial strains cultured in LB 

medium with pH 7 had the highest percentage of inhibition. The strain M25 showed the 

highest percentage of inhibition with 67.92%, followed by strain M26 with 60.42% and 

strain M23 with 59.17%. The results of this project revealed 3 bacterial strains with superior 

antifungal activity against P. oryzae which is the causal agent of rice blast disease, and 

revealed the growth condition of bacteria that improved their antifungal activities. These 

bacterial strains have potential to be developed into a biological agent for biocontrol of 

rice blast in the future.  
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กิตติกรรมประกาศ 

 โครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณ์นี้สำเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดีด้วยความช่วยเหลือ

อย่างย่ิงจาก รองศาสตราจารย์ ดร.ปาหนัน เริงสำราญ อาจารย์ท่ีปรึกษาโครงการฯ ท่ีกรุณาช้ีแนะแนวทาง

มอบความรู้ คำปรึกษา คำแนะนำ ตลอดจนข้อคิดต่าง ๆ ในการทำโครงการน้ี อีกทั้งยังกรุณาตรวจสอบ

และแก้ไขปรับปรุงโครงการฉบับนี้ให้สมบูรณ์มากขึ้น ซึ่งผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณในความเมตตาของ

อาจารย์เป็นอย่างสูงไว้ ณ ท่ีน้ีด้วย 

 ขอขอบพระคุณคณาจารย์และเจ้าหน้าที่ทุกท่านในภาควิชาจุลชีววิทยา ที่ให้ความรู้ คำแนะนำ

ต่าง ๆ ที่มีประโยชน์ต่อโครงการ ช่วยอำนวยความสะดวกและให้ความช่วยเหลือในเรื่องเครื่องมือและ

อุปกรณ์ต่าง ๆ ในภาควิชาจุลชีววิทยา ทำให้งานวิจัยดำเนินไปอย่างราบรื่นสำเร็จจุล่วงไปอย่างดี และ

รวมถึงประสบการณ์ในการทำงานวิจัยในคร้ังน้ีด้วย 

 ขอขอบคุณ นางสาวสิริตา เสียมไหม นายสิรภพ ภูมิภูติกุล และนายอัษฎาวุธ แกล้วกล้า ซึ่งเป็นพ่ี

ในห้องปฏิบัติการของ รองศาสตราจารย์ ดร.ปาหนัน เริงสำราญ ที่ให้ความช่วยเหลือ ให้คำแนะนำ 

คำปรึกษาช้ีแนะแนวทางการดำเนินงานในการทำโครงการน้ี จนโครงการน้ีสำเร็จไปได้ด้วยดี 

 ขอขอบคุณ นางสาวณัฐมณ วาจรัส นิสิตปริญญาตรีร่วมห้องปฏิบัติการของ รองศาสตราจารย์ 

ดร.ปาหนัน เริงสำราญ ที่เป็นเพื่อนคู่คิด ให้คำปรึกษา ความช่วยเหลือด้วยความเต็มใจเป็นอย่างดี และ

ร่วมกันแก้ปัญหาที่เกิดขึ้น ตลอดการทำโครงการนี้   ขอขอบคุณเพื่อน ๆ ในห้องปฏิบัติชั้น 19 รวมถึงพ่ี ๆ 

ปริญญาเอกและปริญญาโท และเพื่อน ๆ นิสิตปริญญาตรีในภาควิชาจุลชีววิทยาทุกคนที่คอยสนับสนุน 

ตลอดจนเป็นกำลังใจในการทำโครงการน้ีให้สำเร็จลุล่วงด้วยดี 

 ขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา ครอบครัว ตลอดจนเพื่อน ๆ ทุกคน ที่คอยสนับสนุน และเป็น

กำลังใจสำคัญในการทำโครงการน้ี และสุดท้ายขอขอบคุณตนเองที่ตั้งใจศึกษาเล่าเรียน มีความรับผิดชอบ 

และนำความรู้ที่ได้รับจากภาควิชาจุลชีววิทยามาปรับใช้ในการดำเนินงานในการทำโครงการนี้ ส่งผลให้

งานวิจัยฉบับน้ีสำเร็จลุล่วงได้อย่างสมบูรณ์ 
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1 

บทที่1 

บทนำ 

 ราเป็นสิ่งมีชีวิตที่มีบทบาทสำคัญในการเป็นผู้ย่อยสลายในระบบนิเวศ และมีบทบาทที่สำคัญต่อ

สิ่งมีชีวิตอื่น ๆ ด้วย โดยสามารถพบราได้ในแหล่งต่าง ๆ ทั้งในดิน แหล่งน้ำ และในสิ่งมีชีวิตอื่น ซึ่งมีการ

ประมาณการว่าปัจจุบันมีจำนวนสปีชีส์ของราอยู่ถึง 5.1 ล้านสปีชีส์ (Blackwell, 2011)   จากการทดลอง

และการศึกษาราของมนุษย์ทำให้มีการค้นพบประโยชน์มากมาย ทั้งความสามารถในการผลิตสารและ

เอนไซม์ต่าง ๆ ของรา ทำให้มนุษย์ได้มาซึ่งเอนไซม์ ยา และอาหารต่าง ๆ   แต่อย่างไรก็ตาม มีราส่วนหน่ึง

ที่พบว่าก่อโรคในพืช (phytopathogenic fungi) และสามารถผลิตสารที่เป็นพิษต่อพืชได้   ราเหล่าน้ี

ส่งผลเสียต่อผลผลิตทางการเกษตรและสุขภาพของคน ซึ่งผลเสียดังกล่าวอาจนำไปสู่ความเสียหายของ

เศรษฐกิจทางการเกษตร ทำให้การส่งออกผลผลิตทางการเกษตรมีปริมาณลดลง ส่งผลให้เกิดการสูญเสีย

รายได้ที่สำคัญของประเทศ สูญเสียอาหารเพื่อการบริโภค และอาจก่อโรครุนแรงถึงขั้นเสียชีวิตในคนและ

สัตว์ได้ (Wang และคณะ, 2019)   ราก่อโรคพืชเป็นกลุ่มของราที่เป็นสาเหตุของโรคพืช โดยรากลุ่มนี้จะ

ก่อโรคพืชได้หลากหลายรูปแบบ ซึ่งโดยทั่วไปจะแบ่งราก่อโรคพืชเป็น 3 กลุ่ม (Wang และคณะ, 2014) 

ได้แก่ 1) biotrophic pathogen ซึ่งเป็นเชื ้อโรคที่มีปฏิสัมพันธ์กับพืช โดยเชื ้อสามารถอาศัยและใช้

สารอาหารจากเนื้อเยื่อพืชที่มีชีวิตได้ โดยในหลายกรณีแสดงอาการของโรคที่ไม่รุนแรง, 2) necrotrophic 

pathogen ซึ่งเป็นเชื้อโรคที่ฆ่าและทำลายเนื้อเยื่อพืช โดยจะดึงสารอาหารจากเนื้อเยื่อพืชที่ตายแล้ว และ 

3) hemibiotrophic pathogen ซึ่งเป็นเชื้อโรคที่เริ่มต้นด้วยการประพฤติแบบ biotroph แล้วเปลี่ยนไป

เป็น necrotroph   ราโรคพืชทั้ง 3 กลุ่มเป็นเพียงตัวอย่างหลัก ๆ เท่านั้น ซึ่งยังมีการก่อโรคเพิ่มเติมอีก

หลายแบบ   ด้วยความสามารถในการก่อโรคและกลยุทธ์มากมายนี้ ทำให้ราโรคพืชสร้างความเสียหายต่อ

พืชผลผลิตทางการเกษตรได้หลายชนิด อาทิเช่น ข้าว ข้าวบาร์เลย์ ข้าวสาลี และข้าวโพด เป็นต้น 

(Doehlemann และคณะ, 2017) 

 

ข้าวและความสำคัญทางเศรษฐกิจ 

 ผลผลิตทางการเกษตรสำคัญของโลกมีมากมาย หนึ่งในนั้นคือ ข้าว ซึ่งประมาณครึ่งหนึ่งของ

ประชากรโลกใช้ข้าวเป็นวัตถุดิบหลักในการประกอบอาหาร (Song และคณะ, 2018)   เป็นท่ีทราบกันดีว่า

ประเทศไทยเป็นประเทศผู้ผลิตข้าวรายใหญ่ของโลก พื้นที่ปลูกข้าวคิดเป็นมากกว่าครึ่งหนึ่งของพื้นท่ี

เพาะปลูกทั้งหมดของประเทศ   นอกจากนี้ ข้าวยังเป็นอาหารหลักของประชากรไทย รวมถึงเป็นผลผลิต

ทางการเกษตรที่สำคัญในการส่งออกของประเทศอีกด้วย (Kraithong และคณะ, 2018)   ปีพุทธศักราช
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2561 ประเทศไทยส่งออกข้าวเป็นอันดับ 2 ของโลก ด้วยปริมาณส่งออกอยู่ที่ประมาณ 11.0 ล้านตัน และ

ผลิตข้าวเป็นอันดับ 6 ของโลก ด้วยปริมาณผลิต 20.4 ล้านตัน (กระทรวงเกษตรของสหรัฐอเมริกา, 

2562a)   ในเดือนมกราคมถึงสิงหาคม ปีพุทธศักราช 2562 ประเทศไทยส่งออกข้าวเป็นอันดับ 1 ใน

ประเทศกลุ่มอาเซียน ด้วยปริมาณส่งออกรวม 5,354,661 ตัน มูลค่าส่งออก 2,872.4 ล้านเหรียญสหรัฐฯ 

(กระทรวงเกษตรของสหรัฐอเมริกา, 2562b)   ในปัจจุบันประเทศไทยประสบปัญหาศัตรูพืชทำให้ผลผลิต

ข้าวลดลง ซ่ึงราเป็นศัตรูพืชหลักท่ีก่อให้เกิดความเสียหายระหว่างการเพาะปลูกและการเก็บเก่ียว ส่งผลทำ

ให้มีผลผลิตลดลง   โรคที่เกิดในข้าวมีสาเหตุหลักจากรา ซึ่งมีโรคที่สำคัญมากมาย อาทิเช่น โรคใบจุดสี

น้ำตาล (brown spot disease) ที่มีสาเหตุจาก Biopolaris oryzae โดยอาการของโรคจะพบใบข้าวมีจุด

สีน้ำตาล รอยเป้ือนคล้ายสนิม ซ่ึงอาจเกิดบนเมล็ดข้าวเปลือก ทำให้เมล็ดข้าวเปลือกสกปรก เส่ือมคุณภาพ 

เมื่อนำข้าวสารไปสีเมล็ดจะหักง่าย, โรคใบขีดสีน้ำตาล (narrow brown spot disease) ที่มีสาเหตุจาก 

Cercospora oryzae โดยอาการของโรคจะพบใบข้าวมีสีน้ำตาลเป็นขีด ๆ ทำให้ใบแห้งตาย, โรคกาบใบ

แห้ง (sheath bright disease) ท่ีมีสาเหตุจาก Rhizoctonia solani โดยอาการของโรคจะเกิดแผลสีเขียว

ปนเทาบริเวณกาบใบใกล้ระดับน้ำ ทำให้กาบใบเหี่ยวแห้ง, โรคถอดฟักดาบ (Bakanae disease) ที่มี

สาเหตุจาก Fusarium fujikuroi โดยอาการของโรคต้นข้าวจะมีลักษณะผอมสูงเด่น สีเขียวซีด เกิดราก

แขนงที่ข้อต่อลำต้นตรงระดับน้ำ ทำให้ต้นข้าวตายก่อนออกรวง, และโรคลำต้นเน่า (stem rot disease) 

ที ่ม ีสาเหตุจาก Sclerotium oryzae โดยอาการของโรคจะมีลำต้นจุดสีน้ำตาลดำ ใบล่างต้นข้าว

เปลี่ยนเป็นสีเหลือง ทำให้กาบใบและลำต้นเน่า ต้นข้าวดึงออกจากกอได้ง่าย และล้มตาย (กองวิจัยและ

พัฒนาข้าว กรมการข้าว, 2559)   นอกจากโรคที่ได้กล่าวมาข้างต้นยังมีโรคในข้าวที่เกิดจากราอีกมากมาย 

โดยเฉพาะอย่างยิ่งโรคไหม้ของข้าว (blast rice) ที่เป็นโรคที่สร้างความเสียหายแก่ผลผลิตข้าวมากที่สุดใน

บรรดาโรคของข้าวที่เกิดจากรา   ทั้งนี้มีรายงานพบว่าในแต่ละปีโรคไหม้ของข้าวทำให้สูญเสียผลผลิตข้าว

ประมาณ 10-30% และมีแนวโน้มท่ีจะเพ่ิมสูงข้ึนในทุก ๆ ปีอีกด้วย (Talbot, 2003) 

 

โรคไหม้ของข้าว และ Pyricularia oryzae 

 โรคไหม้ของข้าว (blast rice) เป็นโรคที่พบในข้าว (Oryza sativa) จากการติดเชื้อ Pyricularia 

oryzae ซึ่งสร้างความเสียหายต่อการเพาะปลูกข้าว (Awla และคณะ, 2017) โดยอาการและแผลของโรค

แสดงดังรูปที่ 1 ซึ่งจะพบอาการได้ทั้งบริเวณใบ ข้อต่อใบ ข้อต่อลำต้น และคอรวงข้าว และเข้าทำลายท้ัง

ในระยะต้นกล้าจนถึงระยะออกรวง โดยเฉพาะระยะออกรวงจะทำให้ข้าวมีการติดเมล็ดน้อยลง น้ำหนัก

และขนาดของเมล็ดข้าวลดลงไม่สมบูรณ์ ซึ่งหากข้าวเกิดการติดเชื้อบริเวณใบจะสังเกตเห็นลักษณะแผลจุด

สีน้ำตาลและมีสีเทาตรงกลางแผล (Ariya-anandech และคณะ, 2018) 
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รูปท่ี 1: ลักษณะอาการของข้าวท่ีติดโรคใบไหม้ (Miller, 2018) 

 

 P. oryzae เป็นชื่อเรียกรานี้ในระยะที่มีการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ ส่วนระยะที่มีการสืบพันธุ์

แบบอาศัยเพศมีชื่อว่า Magnaporthe oryzae ซึ่งเป็นราสาเหตุหลักของโรคไหม้ในข้าว (Klaubauf และ

คณะ, 2014)   การสืบพันธ์ุแบบไม่อาศัยเพศสร้างสปอร์ที่เรียกว่า โคนิเดีย (conidia) บนก้านชูสปอร์ 

(conidiophore) โดยโคนิเดียมีลักษณะเป็นสปอรที่ไม่มีเยื่อหุ้ม ใสไม่มีสี (hyaline) มีรูปร่างเป็นทรงลูก

แพร (pear-shaped หรือ pyriform) ปลายยอดแหลม (tapering) แบ่งเป็น 3 เซลล์ และเส้นใยมีผนังก้ัน 

(septate) ดังรูปท่ี 2 (สรินนา อ่ำรุ่ง, 2561)   เมื่อเจริญในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Agar 

(PDA) จะมีลักษณะโคโลนีที่สร้างเส้นใยสีขาวเรียบไปกับผิวหน้าอาหาร ตรงกลางโคโลนีสร้างสปอร์สีเทา

อ่อน หากสังเกตจากด้านล่างของอาหารจะเห็นตรงกลางมีสีเทาเข้มถึงสีดำ ดังรูปท่ี 3 (Castroagudin และ

คณะ, 2016) 
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รูปท่ี 2: เส้นใย, ก้านชูโคนิเดีย [A และ B] และโคนิเดีย [C] ของ P. oryzae (Klaubauf และคณะ, 2014) 

 

  

รูปท่ี 3: ลักษณะโคโลนีของ P. oryzae ด้านบนอาหาร PDA [A] และด้านล่างของอาหาร [B] 

(Castroagudin และคณะ, 2016) 

 

P. oryzae จัดอยู ่ในไฟลัม Ascomycota และจัดเป็นราก่อโรคพืชกลุ ่ม hemibiotrophic 

pathogen โดยในระยะแรกจะได้รับสารอาหารจากเซลล์เนื้อเยื่อพืชที่ยังมีชีวิต หลังจากนั้นจะทำลาย

เนื้อเยื่อพืชเพื่อดึงสารอาหารมาใช้   ในการก่อโรคจะเริ่มขึ้นเมื่อโคนิเดียของราแพร่กระจายไปยังใบข้าว 

ก่อให้เกิดการติดเช้ือและเข้ายึดครองพ้ืนท่ี (colonize)   โคนิเดียจะพัฒนาสร้างเซลล์พิเศษท่ีมีลักษณะเป็น

โดม (dome-shaped) ที่เรียกว่า แอพเพรสสอเรียม (appressorium) ซึ่งราจะใช้โครงสร้างนี้เจาะเข้าไป

A 

C 

B 

A B 
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ภายในเซลล์พืช ดังแสดงในรูปที ่4 (Dagdas และคณะ, 2012)   จากนั้นจะใช้สารอาหารจากเซลล์เนื้อเย่ือ

พืชเพื่อการเจริญและเกิดการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ ซึ่งผลิตโคนิเดียเพิ่มมากขึ้นและแพร่กระจายไปยัง

ข้าวต้นอ่ืนต่อไป 

 

 

รูปท่ี 4: แอพเพรสสอเรียม [AP], เจิร์มทิวบ์ [GT] และโคนิเดีย [CN] (Kong และคณะ, 2013) 

 

ด้วยความสามารถแพร่กระจายได้อย่างกว้างขวางและรวดเร็วเนื่องจากการแพร่กระจายสปอร์

ตามลม ซึ่งส่งผลทำให้เกิดการระบาดของโรคในวงกว้าง ดังนั้นจึงต้องป้องกันหรือรักษาโรคเพื่อลดการ

สูญเสียผลผลิตข้าว (Rong และคณะ, 2020) ซึ่งนำไปสู่การค้นหาวิธีการเพื่อการป้องกันและกำจัดรา โดย

ส่วนใหญ่เกษตรกรนิยมการใช้สารฆ่าแมลงและสารฆ่ารา (fungicide) เน่ืองจากเป็นวิธีท่ีให้ผลท่ีดีอย่างมาก

ภายในเวลาท่ีรวดเร็ว (Choi และคณะ, 2017)   นอกจากนี้ เน่ืองจากประชากรโลกท่ีเพ่ิมขึ้นส่งผลให้ความ

ต้องการอาหารเพิ่มขึ้นตามไปด้วย ดังนั้นเพื่อให้ได้ผลผลิตทางการเกษตรที่เพียงพอต่อความต้องการ สาร

ฆ่าราจึงยิ่งถูกนำมาใช้เพื่อกำจัดราในพืชเพื่อทำให้ได้ผลผลิตมากขึ้น   อย่างไรก็ตาม ผลการใช้สารฆ่าราใน

ระยะสั้นอาจไม่ส่งผลกระทบมาก แต่หากใช้ต่อเนื่องเป็นเวลานานแล้ว สารฆ่าราซึ่งเป็นสารเคมีสามารถ

ตกค้างและปนเปื้อนในอาหารและทำให้เกิดปัญหาต่อผู้บริโภคได้ (Gupta, 2019)   สารฆ่าราบางชนิด

สร้างมลภาวะต่อสิ่งแวดล้อมและยังส่งผลให้รามีพัฒนาการในการต้านทานสารเคมีที่สูงขึ้น ซึ่งยากต่อการ

กำจัดในอนาคต (Choi และคณะ, 2017)   เพื่อลดปัญหาจากการใช้สารฆ่าราที่เป็นสารเคมี จึงมีการศึกษา

เพ่ือค้นหาสารอ่ืน ๆ ท่ีไม่ส่งผลเสียต่อส่ิงแวดล้อมมาทดแทน 
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การควบคุมโรคพืชโดยวิธีทางชีวภาพ 

การควบคุมทางชีวภาพ (biological control) เป็นการนำ สัตว์ พืช แบคทีเรีย หรือรา หรือ

ผลิตภัณฑ์ที่ผลิตโดยสิ่งมีชีวิตเหล่านี้มาใช้เพื่อกำจัดสิ่งมีชีวิตชนิดอื่นที่ไม่เป็นที่ต้องการ ซึ่งวิธีนี้กำลังได้รับ

ความสนใจและศึกษาเป็นอย่างมาก (Deepa และ Sreenivasa, 2019)   ถึงแม้ว่าการศึกษาเกี่ยวกับวิธี

ควบคุมโรคพืชด้วยวิธีทางชีวภาพจะมีนานกว่า 200 ปีแล้ว แต่ทว่างานวิจัยส่วนใหญ่มีจุดประสงค์มุ่งเน้นไป

ยังโรคพืชที่แพร่กระจายมาจากดิน (soilborne plant disease) ไม่ว่าจะมีสาเหตุมาจากแบคทีเรียหรือรา

ในดินก็ตาม   ในทางตรงข้าม งานวิจัยเกี่ยวกับวิธีควบคุมโรคพืชด้วยวิธีทางชีวภาพสำหรับโรคที่แพร่โดย

สปอร์ทางอากาศยังมีรายงานอยู่ไม่มากเท่าท่ีควร (Shimoi และคณะ, 2010) 

 วิธีควบคุมทางชีวภาพเป็นทางเลือกใหม่เพื ่อป้องกันพืชจากการติดเชื ้อรา เนื ่องจากมีความ

ปลอดภัยสูงและไม่ทำให้เกิดสารเคมีตกค้างในผลิตภัณฑ์พืช (Wilgen และคณะ, 2020)   ในปัจจุบันมี

หลายงานวิจัยศึกษาเกี่ยวกับการควบคุมทางชีวภาพ ยกตัวอย่างเช่น การศึกษาการเป็นปฏิปักษ์ของ 

Lysinibacillus sp. ต่อ Ralstonia solanacearum ที ่ เป ็นสาเหตุโรคเหี ่ยวบนมันฝรั ่ง (Solanum 

tuberosum L.) ผลการวิจัยแสดงให้ถึงประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืช โดยการตรึงแบคทีเรีย

ไว้บนแกรไฟต์และซิลิกานาโนพาร์ทิเคิล (Djaya และคณะ, 2019), ความสามารถของ Bacillus subtilis 

EDR4 ในการยับยั้งการเจริญเส้นใยของ Sclerotinia sclerotiorum ซึ่งก่อโรคในผักกาดก้านขาว (rape 

seed) (Chen และคณะ , 2014), และการศึกษาการเป็นปฏิป ักษ์ของ Pseudomonas spp. และ 

Trichoderma spp. ในการยับยั ้งโรค Panama ซึ ่งทำให้กล้วยเหี ่ยว โดยมีสาเหตุจาก Fusarium 

oxysporum f.sp. cubense (Foc) ผลที่ได้แสดงให้เห็นถึงความสามารถของสารเมแทบอไลต์ที่จุลินทรีย์

สร้างข้ึนในการยับย้ังราดังกล่าว (Bubici และคณะ, 2019) 

 

Bacillus 

แบคทีเรียสกุล Bacillus เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างเป็นแท่ง เคลื่อนที่ได้ มีการสร้างเอนโด

สปอร์ พบมากในธรรมชาติ ไม่ว่าจะเป็นในดิน น้ำ อากาศ และทางเดินอาหารของสัตว์ ส่วนใหญ่อาศัยอยู่

ในดิน (Foysal และ Lisa, 2018)   เอนโดสปอร์ของ Bacillus สามารถทนต่อสภาพแวดล้อมต่าง ๆ ได้ดี 

และบางชนิดเป็นแบคทีเรียไม่ก่อโรค จึงเป็นสาเหตุหลักที่ทำให้ Bacillus ได้รับความสนใจในการศึกษา

เป็นอย่างมากเพื่อนำมาใช้เป็นแบคทีเรียที ่ผลิตสารควบคุมทางชีวภาพ (Gautam และคณะ, 2019)   

นอกจากนี้ Bacillus ยังเป็นแบคทีเรียที่เจริญได้ทั้งในภาวะที่มีออกซิเจนและในภาวะที่มีออกซิเจนจำกัด 

และมีความสามารถปกป้องพืชจากการติดเชื้อจุลินทรีย์ได้ โดยหลั่งเอนไซม์ สารระเหย หรือสารออกฤทธ์ิ
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ทางชีวภาพต่าง ๆ ได้หลายชนิด ตัวอย่างสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับยั้งรา ได้แก่ สารกลุ่มแบคทีริโอซิน 

(bateriocin), สารกลุ่มพอลิคีไทด์ (polyketide) และสารกลุ่มลิโพเปปไทด์ (lipopeptide) เป็นต้น (Fira 

และคณะ, 2018) 

ปัจจุบัน Bacillus สายพันธุ์ต่าง ๆ ถูกนำมาศึกษาเพื่อยับยั้งราที่ก่อโรคไหม้ในข้าว โดยมีรายงาน

ว่า Bacillus subtilis T429 ที่แยกได้จากดินบริเวณรากพืชของต้นข้าว สามารถยับยั้ง Magnaporthe 

grisea ที่ก่อโรคใบไหม้ในข้าว ทำให้สูญเสียผลผลิตข้าว  โดยพบว่า B. subtilis T429 สามารถยับยั้งการ

สร้างเอนไซม์ไมโทคอนเดรียลดีไฮโดรจีเนส (mitochondrial dehydrogenase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่สำคัญ

ในการสร้าง ATP และนอกจากนี ้แบคทีเรียดังกล่าวยังสามารถยับยั ้งการสร้างเออร์โกสเตอรอล 

(ergosterol) ที่เป็นองค์ประกอบสำคัญในเส้นใยของรา ซึ่งส่งผลต่อผนังเซลล์และเยื่อหุ้มเซลล์ ทำให้เกิด

การร่ัวของเส้นใยราได้ และงานวิจัยน้ียังพัฒนาต่อยอดโดยนำน้ำเล้ียงเช้ือไปผ่านกระบวนการสเปรย์ดรายด์ 

(spray drying) เพื่อยืดอายุการทำงานและเพิ่มความกระจายตัวของสารเมแทบอไลต์ เมื่อนำไปทดสอบ

การควบคุมโรคพบว่ามีประสิทธิภาพที่สูงกว่าการใช้ไตรไซคลาโซล (tricyclazole) ซึ่งเป็นสารเคมีกำจัด

ศัตรูพืช (Meng และคณะ, 2015) 

Bacillus safebsis B21 ที่แยกได้จากผลของต้นหอมหมื่นลี้ (Osmanthus fragrans Lour.) มี

ความสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพยับยั้งการเจริญเส้นใยของ Magnaporthe oryzae ซึ่งเป็น

สาเหตุของโรคไหม้ในข้าว โดยจากการวิเคราะห์สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ พบว่าเป็นสารกลุ่มลิโพเปปไทด์ 

ซึ่งได้แก่ สารอิทูริน (iturin) A2 และอิทูริน A6 โดยสารชนิดนี้สามารถยับยั้งการเจริญเส้นใยรา โดย

ปรับเปลี่ยนสมบัติการเลือกผ่านของเยื่อหุ้มเซลล์รา ทำให้เกิดการเลือกผ่านสารเข้าเซลล์ผิดปกติ เส้นใยมี

ลักษณะบวม และส่งผลทำให้ไม่สามารถเจริญได้ (Rong และคณะ, 2020) 

Bacillus methylotrophicus สายพันธุ์ BC79 ที่แยกได้จากดิน พบว่ามีความสามารถผลิตกรด

เฟนอะมิโนเมธิลอะซีติก (phenaminomethylacetic acid) ซึ่งมีสมบัติยับยั้งการเจริญของเส้นใย และ

การงอกสปอร์ของ M. oryzae   นอกจากนี้พบว่ากรดชนิดนี้ ยังช่วยส่งเสริมการเจริญของต้นข้าว ทำให้

ได้ผลผลิตข้าวท่ีสูงข้ึนอีกด้วย (Shan และคณะ, 2013) 

 จากศักยภาพในการควบคุมโรคพืชที่มีสาเหตุจากราของแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus ทำให้ถูกนำไป

ทำเป็นผลิตภัณฑ์ซึ่งสะดวกต่อการใช้งาน อีกทั้งยังสามารถสร้างรายได้ และเป็นการรณรงค์ให้เกษตรกรใช้

ผลิตภัณฑ์ทางชีวภาพแทนการใช้สารเคมีอีกด้วย โดยผลิตภัณฑ์อยู่ในรูปของผงสำเร็จ ตัวอย่างเช่น การทำ

ผงสำเร็จของ Bacillus เพ่ือนำไปควบคุมโรคเห่ียวในมันฝร่ัง ท่ีพบว่าสามารถเก็บรักษาได้นานถึง 12 เดือน

ท่ีอุณหภูมิห้อง และสามารถเก็บได้นาน 15 เดือนในตู้เย็น (บูรณี พ่ัววงษ์แพทย์ และคณะ, 2555) 
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ปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตสารยับย้ัง 

การค้นหาภาวะที่เพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้งถือได้ว่าเป็นอีกหนึ่งสิ่งที่สำคัญ โดยเฉพาะอย่างย่ิง

การนำไปปรับใช้งานจริงในระดับอุตสาหกรรม ดังนั้นจึงต้องมีการประเมินความต้องการในการเจริญของ

แบคทีเรียปฏิปักษ์ รวมถึงการเจริญของรา และส่ิงแวดล้อมท่ีต้นพืชเจริญอยู่ด้วย (Yi และคณะ, 2015) 

 โดยปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตสารยับยั้งของแบคทีเรียโดยทั่วไป ได้แก่ อุณหภูมิ, สารอาหาร, pH 

และเวลาที่แบคทีเรียใช้ในการเจริญ เป็นต้น   ตัวอย่างงานวิจัยที่มีการศึกษาภาวะต่าง ๆ เพื่อหาภาวะท่ี

แบคทีเรียสามารถผลิตสารยับย้ังราได้ท่ีสุด ได้แก่  

 Bacillus amyloliquefaciens BLB371 ที่แยกได้จากดินของประเทศตูนีเซีย พบว่ามีศักยภาพ

ยับยั้ง Botrytis cinerea ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคราเทา (grey mold disease) ในมะเขือเทศ   คณะผู้วิจัย

ศึกษาการเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีส่วนประกอบของ เพปโทน, ซูโครส และสารสกัดจากยีสต์ท่ี

ความเข้มข้นที่แตกต่างกัน ได้ผลว่าที่ความเข้มข้นของเพปโทน, ซูโครส และสารสกัดยีสต์ที่เหมาะสมที่ 20 

กรัม/ลิตร, 25 กรัม/ลิตร, และ 4.5 กรัม/ลิตร ตามลำดับ เป็นส่วนประกอบอาหารเลี ้ยงเชื ้อที ่ทำให้

แบคทีเรียผลิตสารยับย้ังราได้ดีท่ีสุด (Mezghanni และคณะ, 2012) 

Bacillus megaterium ที่แยกได้จากดินบริเวณรากของขมิ้น พบว่ามีประสิทธิภาพในการยับย้ัง

ราที่ก่อโรคในเผือก Cocoyam (Colocasia esculentus) ซึ่งเป็นพืชผลผลิตที่สำคัญของประเทศไนจีเรีย 

โดยผู้วิจัยศึกษาหาภาวะการเลี้ยงแบคทีเรียที่ค่า pH 3, 4, 5, 6, 7 และ 8, แหล่งคาร์บอนต่าง ๆ ได้แก่ 

ไซโลส, ซูโครส, กลูโคส และแลคโตส, อายุของเช้ือท่ี 24 – 120 ช่ัวโมง, และอุณหภูมิเล้ียงเช้ือต่าง ๆ ได้แก่ 

20, 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส ผลการทดลองพบว่าที่ภาวะค่า pH 6 โดยมีกลูโคสเป็นแหล่ง

คาร์บอน, อายุของเชื้อ 96 ชั่วโมง และบ่มที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ทำให้แบคทีเรียสามารถยับย้ัง 

Fusarium sp. ได้ดีท่ีสุด (Mbajiuka และคณะ, 2019) 

Bacillus subtilis CCMI 355 ที่แยกได้จากดิน พบว่ามีศักยภาพยับยั้งการเจริญของราก่อโรคพืช

ไ ด ้ ห ล า ย ช น ิ ด  เ ช ่ น  B.  cinerea, Penicillium expansum, Trichoderma sp, Trichoderma 

harzianum, Trichoderma koningii และTrichoderma virgatum   ผู้วิจัยศึกษาภาวะที่แบคทีเรียมี

ประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งการเจริญของรา โดยศึกษาทั้งหมด 3 ปัจจัย ได้แก่ ค่า pH (pH = 6, 7 

และ 8 ), อุณหภูมิบ่ม (23, 30 และ 37 องศาเซลเซียส), และความเร็วการกวน (0, 60 และ 120 rpm)   

ผลการทดลองพบว่าที่ภาวะค่า pH 8, บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และไม่มีการกวน เป็นภาวะท่ี 

B. subtilis CCMI 355 ผลิตสารยับย้ังราได้มีประสิทธิภาพท่ีสุด (Moita และคณะ, 2005) 

 ในการทดลองนี้ จะศึกษาการควบคุมทางชีวภาพสำหรับ P. oryzae ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคไหม้ใน

ข้าว โดยการค้นหาแบคทีเรียปฏิปักษ์จากแบคทีเรียที่คัดแยกมาจากตัวอย่างดินในจังหวัดกาญจนบุรี (คง
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ยุทธ เลิศมงคลธรรม, 2549) และคัดแยกมาจากตัวอย่างน้ำทะเลบริเวณเกาะสีชัง (ดรุณี จิวเจริญ, 2555) 

ท้ังหมด 10 สายพันธ์ุ ท่ีมีรายงานว่าสามารถยับย้ังราได้หลายชนิด นำมาทดสอบความสามารถในการยับย้ัง

ราสาเหตุของการเกิดโรคไหม้ในข้าว จากนั้นหาภาวะที่เหมาะสมเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้งราของ

แบคทีเรีย 

 

วัตถุประสงค์การทดลอง 

เพื่อหาแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้ง Pyricularia oryzae ที่ก่อโรคไหม้ในข้าว และหา

ภาวะที่แบคทีเรียมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งรา โดยมีเป้าหมายเพื่อนำไปใช้เป็นสารควบคุมทาง

ชีวภาพต่อราโรคพืชแทนการใช้ยาฆ่าราในปัจจุบัน 
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บทที่ 2 

เครื่องมือ, เคมีภัณฑ์ และลำดับนิวคลีโอไทด์ 

2.1 เคร่ืองมือ  
1. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 5 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 

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

3. เคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิ รุ่น Innova 4330 ของบริษัท New Brunswick Scienctific, US 

4. เคร่ืองช่ังละเอียด รุ่น A 200s ของบริษัท Forma Science, USA 

5. เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือ (autoclave) รุ่น SS-325 ของบริษัท TOMY Seiko, Japan 

6. เคร่ืองป่ันเหว่ียงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุ่น T-42K ของบริษัท Beckman, 

USA 

7. เคร่ืองผสมสาร (vortex-Genie2) รุ่น G560E ของบริษัท Scientific Industries., USA  

8. เคร่ืองวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) และหลอดใส่ตัวอย่าง (cuvette) รุ่น 

Genesys 20 ของบริษัท Thermo Spectronic, USA  

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

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

11. ตู้แช่แข็ง (deep freeze) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุ่น F0535 ของบริษัท Sanyo 

Electronic Co., Japan 

12. ตู้ถ่ายเช้ือแบบ laminar flow รุ่น j2-21 ของบริษัท ISSCO, USA 

13. ตู้บ่มเช้ือ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany 

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

15. ไมโครปิเปตและทิปรุ่น P200 และ P1000 มิลลิลิตร ของบริษัท Nichiryo, Japan 

16. ชุดกรองสารตัวอย่างให้ปราศจากเช้ือขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2.5 เซนติเมตร ขนาดรู 0.45 

ไมครอน ของบริษัท Millipore, USA 

17. Cock Borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร 
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2.2 เคมีภัณฑ์ 

1. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany  

2. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA  

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

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

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

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

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

 

2.3 ลำดับนิวคลีโอไทด์  
ไพเมอร์ ลำดับนิวคลีโอไทด์ เอกสารอ้างอิง 

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

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

วิธีการทดลอง 

1. การเตรียมแบคทีเรีย  

 นำแบคทีเรียจากงานวิจัยก่อนหน้า ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่คัดแยกมาจากตัวอย่างดินใน

จังหวัดกาญจนบุรี (คงยุทธ เลิศมงคลธรรม, 2549) และคัดแยกมาจากตัวอย่างน้ำทะเลบริเวณ

เกาะสีชัง (ดรุณี จิวเจริญ, 2555) ท้ังหมด 10 สายพันธ์ุ มาเล้ียงบนอาหารแข็ง Potato dextrose 

agar (PDA) (ภาคผนวก ก1) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 

 

2. การตรวจสอบความสามารถในการยับย้ังการเจริญของ P. oryzae  

2.1 การเตรียมแบคทีเรียสายพันธ์ุต่าง ๆ 

นำแบคทีเรียสายพันธุ์ต่าง ๆ จากงานวิจัยก่อนหน้า ซึ่งได้แก่สายพันธุ์ N1, N3, TW1-

1ng, TD12-11, M10, M22, M23, M25, M26 และ M27 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง Luria-Bertani 

(LB) (ภาคผนวก ก2) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

2.2 การเตรียม P. oryzae 

เล้ียงรา P. oryzae บนอาหาร PDA บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 4-5 วัน 

2.3  การตรวจสอบความสามารถของแบคทีเรียสายพันธุ ์ต่าง ๆ ในการยับยั ้งการเจริญของ 
P. oryzae ด้วยวิธี dual culture 

ทดสอบการยับยั้งราด้วยวิธี dual culture โดยนำแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ข้างต้นมา

เลี้ยงร่วมกับราบนอาหารแข็ง PDA   เจาะชิ้นวุ้นของรา (agar plug) บริเวณขอบของโคโลนีรา 

โดยใช้ cork borer เบอร์ 3 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร นำมาวางบนอาหาร PDA โดย

ให้วุ้นด้านที่มีราสัมผัสกับผิวหน้าอาหาร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน   จากนั้นขีดแบคทีเรีย

สายพันธุ์ต่าง ๆ โดยใช้ห่วงเขี่ยเชื้อ (loop) ลงบนอาหารที่มีชิ้นวุ้นรา ยาว 2 เซนติเมตร โดยให้

ตำแหน่งการขีดแบคทีเรียห่างจากช้ินวุ้นของรา 2.5 เซนติเมตร ดังรูปท่ี 5   สำหรับชุดควบคุม นำ

ช้ินวุ้นของราวางไว้ตำแหน่งเดียวกันกับชุดทดสอบ โดยไม่มีการขีดแบคทีเรีย 

บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5-6 วัน วัดขนาดรัศมีการเจริญของราโดยมีหน่วยเป็น

มิลลิเมตร โดยวัดต้ังแต่บริเวณปลายสุดของโคโลนีราท่ีมีการเจริญ จากด้านท่ีขีดแบคทีเรีย ผ่านจุด
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กึ่งกลางชิ้นวุ้นรา จนถึงปลายสุดของโคโลนีอีกด้านหนึ่ง และนำไปคำนวณหาเปอร์เซ็นต์การยับย้ัง

ตามสูตรด้านล่าง (ธารทิพย์ รัตนะ, 2016)   โดยทำการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ำ   เลือกแบคทีเรียท่ี

ยับยั้งการเจริญของราได้ดีที่สุด 3 อันดับแรก เพื่อนำไปทดสอบการยับยั้งราด้วยน้ำเลี้ยงเช้ือ

ปราศจากเซลล์ต่อไป 

สูตรคำนวณเปอร์เซ็นต์การยับย้ังการเจริญของรา 

เปอร์เซ็นต์การยับย้ัง = 
A - B

A
×100 

เม่ือ A คือ เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีราของชุดควบคุม (มิลลิเมตร) 

      B คือ เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีราของชุดทดสอบ (มิลลิเมตร) 

 

รูปท่ี 5: การตรวจสอบความสามารถของแบคทีเรียในการยับย้ังการเจริญของ P. oryzae ด้วยวิธี 

dual culture 

 

2.4 การทดสอบความสามารถในการยับยั ้งราของน้ำเลี ้ยงเชื ้อปราศจากเซลล์ (cell free 

supernatant) 

นำแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ที่แสดงความสามารถในการยับยั้งราได้ดีที่สุด ซึ่งได้จากการ

ทดสอบด้วยวิธี dual cuture มาใช้ในการทดสอบน้ี 

 

 

ช้ินวุ้นของ P. oryzae 

ขีดของแบคทีเรีย 
2.5 ซม. 

2 ซม. 
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2.4.1 การเตรียมแบคทีเรีย 
นำโคโลนีของแบคทีเรียบนอาหารแข็ง LB ไปเลี้ยงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 

50 มิลลิลิตร บ่มเขย่า 200 รอบต่อนาทีที ่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 

ชั่วโมง นำไปวัดความหนาแน่นของเซลล์โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 

นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมีเตอร์ ให้มีค่าประมาณ 0.5  จากนั้นนำน้ำเลี้ยงเช้ือ

มา 1 มิลลิลิตร ใส่ในอาหารเหลว LB ขวดใหม่ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มเขย่า 200 

รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง  นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 

รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  จากนั้นนำส่วนใสของน้ำ

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไปกรองเซลล์ โดยใช้ชุดกรองสารตัวอย่างให้ปราศจากเชื้อ Millipore 

filter ขนาดความกว้างรู 0.45 ไมครอน ซ่ึงจะได้น้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ 

2.4.2 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งราของน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์ผสมกับ
อาหารแข็ง 

นำน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียมาผสมกับ PDA ที่หลอมเหลวไว้ท่ี

อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ในอัตราส่วน 2:10   โดยใช้น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลล์ 10 

มิลลิลิตร ผสมกับ PDA ที่หลอมเหลวปริมาตร 40 มิลลิลิตร  จากนั้นเทลงจานเพาะเช้ือ 

ตั้งไว้ให้อาหารแข็ง  แล้วเจาะชิ้นวุ้นของราบริเวณขอบของโคโลนีรา โดยใช้ cork borer 

เบอร์ 3 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร และนำชิ้นวุ้นของราวางลงบนจุดกึ่งกลาง

อาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่ผสมกับน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลล์ ดังรูปที่ 6   สำหรับชุด

ควบคุม นำช้ินวุ้นของราวางไว้ตรงกลางอาหารเพียงอย่างเดียว 

บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 6-7 วัน   วัดขนาดรัศมีการเจริญของราโดยมีหน่วย

เป็นมิลลิเมตร โดยวัดตั้งแต่บริเวณปลายสุดของโคโลนีราที่มีการเจริญ จากด้านที่ขีด

แบคทีเรีย ผ่านจุดกึ่งกลางชิ้นวุ้นรา จนถึงปลายสุดของโคโลนีอีกด้านหนึ่ง และนำไป

คำนวณหาเปอร์เซ็นต์ โดยทำการทดลองท้ังหมด 3 ซ้ำ 
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รูปท่ี 6: การทดสอบความสามารถในการยับย้ังราของน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ 

 

3. การทดสอบหาภาวะท่ีเหมาะสมของแบคทีเรียเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการยับย้ัง P. oryzae 

 หาภาวะที่เหมาะสมเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้งราของแบคทีเรีย โดยภาวะที่ใช้ 

ได้แก่ อาหารเล้ียงเช้ือ, pH และอุณหภูมิ 

3.1 การทดสอบหาอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการยับย้ังราของแบคทีเรีย 
อาหารเลี้ยงเชื้อที่เลือกนำมาทดสอบได้แก่ Luria-Bertani (LB), Nutrient Broth (NB) 

(ภาคผนวก ก3) และ Tryptic Soy Broth (TSB) (ภาคผนวก ก4) 

3.1.1 การเตรียมแบคทีเรีย 

นำโคโลนีของแบคทีเรียบนอาหารแข็ง LB ไปเลี้ยงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 

50 มิลลิลิตร บ่มเขย่า 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 

ชั่วโมง นำไปวัดความหนาแน่นของเซลล์โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 

นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมีเตอร์ ให้มีค่าประมาณ 0.5  จากนั้นนำน้ำเลี้ยงเช้ือ

มา 1 มิลลิลิตร ใส่ในอาหารเหลว LB, NB และ TSB ขวดใหม่ แต่ละขวดมีปริมาตร 100 

มิลลิลิตร บ่มเขย่า 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง  

นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

จากนั้นนำน้ำเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไปกรองเซลล์ โดยใช้ชุดกรองสารตัวอย่างให้ปราศจาก

เชื้อ Millipore filter ขนาดความกว้างรู 0.45 ไมครอน จะได้น้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์

ของแต่ละอาหารเล้ียงเช้ือ 

ช้ินวุ้นของ P. oryzae 

PDA ท่ีผสมกับน้ำเล้ียง

เช้ือท่ีปราศจากเซลล; 
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3.1.2 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งราของน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์ที่เลี้ยงใน

อาหารเหลว LB, NB และ TSB แบบผสมกับอาหารแข็ง 

นำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์ที่เลี้ยงในอาหารเหลว LB, NB และ TSB ผสมกับ 

PDA ที่หลอมเหลวไว้ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ในอัตราส่วน 2:10  โดยใช้น้ำเลี้ยง

เชื้อที่ปราศจากเซลล์ 10 มิลลิลิตร ผสมกับ PDA ที่หลอมเหลวปริมาตร 40 มิลลิลิตร  

จากนั้นเทลงจานเพาะเชื้อ ตั้งไว้ให้อาหารแข็ง  วางชิ้นวุ้นของราลงบนจุดกึ่งกลางอาหาร

เล้ียงเช้ือ PDA ท่ีผสมกับน้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลล์ ดังรูปท่ี 6   สำหรับชุดควบคุม วาง

ช้ินวุ้นของราลงกลางอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีไม่ผสมน้ำเล้ียงเช้ือจากแบคทีเรีย 

บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 6-7 วัน  วัดขนาดรัศมีการเจริญของราหน่วยเป็น

มิลลิเมตร และคำนวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง   เลือกอาหารเลี้ยงเชื้อที่เพิ่มประสิทธิภาพ

การยับย้ังราได้ดีท่ีสุดไปศึกษาต่อไป 

 

3.2 การทดสอบหาค่า pH ท่ีเหมาะสมเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการยับย้ังราของแบคทีเรีย 

เลือกอาหารเลี้ยงเชื้อที่เพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้งราที่ดีที่สุดจากข้อ 3.1.2 มาปรับค่า 

pH เพื่อหา pH ที่เหมาะสมในการเพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้งรา โดยค่า pH ที่นำมาทดสอบ

ได้แก่ 6, 7 และ 8 

3.2.1 การเตรียมอาหารเหลวท่ีปรับค่า pH เป็น 6, 7 และ 8 

เตรียมอาหารเหลวท่ีเหมาะสม ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ให้มีค่า pH ท่ี 6, 7, และ 

8 ด้วย 1M HCl และ 1M NaOH 

3.2.2 การเตรียมแบคทีเรีย 

นำโคโลนีของแบคทีเรียบนอาหารแข็ง LB ไปเลี้ยงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 

50 มิลลิลิตร บ่มเขย่า 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 

ชั่วโมง นำไปวัดความหนาแน่นของเซลล์โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 

นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมีเตอร์ ให้มีค่าประมาณ 0.5  จากนั้นนำน้ำเลี้ยงเช้ือ

มา 1 มิลลิลิตร ใส่ในอาหารเหลวที่เหมาะสม ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่ปรับ pH เป็น 6, 

7 และ 8  บ่มเขย่า 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง 

นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  

จากนั้นนำน้ำเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียไปกรองเซลล์ โดยใช้ชุดกรองสารตัวอย่างให้ปราศจาก
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เชื้อ Millipore filter ขนาดความกว้างรู 0.45 ไมครอน จะได้น้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์

ของแต่ละอาหารเล้ียงเช้ือ 

3.2.3 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งราของน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์ที่เลี้ยงใน

อาหารเหลวท่ีเหมาะสมท่ีปรับค่า pH 6, 7 หรือ 8 แบบผสมกับอาหารแข็ง 

นำน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์ที่เลี้ยงในอาหารเหลวที่เหมาะสมที่ปรับค่า pH 6, 

7 หรือ 8 ผสมกับ PDA ในอัตราส่วน 2:10  โดยใช้น้ำเลี ้ยงเชื ้อที่ปราศจากเซลล์ 10 

มิลลิลิตร ผสมกับ PDA ที่หลอมเหลวปริมาตร 40 มิลลิลิตร จากนั้นเทลงจานเพาะเช้ือ 

ตั้งไว้ให้อาหารแข็ง  วางชิ้นวุ้นของราลงบนจุดกึ่งกลางอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่ผสมกับน้ำ

เลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลล์ ดังรูปที่ 6   สำหรับชุดควบคุม วางชิ้นวุ ้นของราลงกลาง

อาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีไม่ผสมน้ำเล้ียงเช้ือจากแบคทีเรีย 

บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 6-7 วัน  วัดขนาดรัศมีการเจริญของราหน่วยเป็น

มิลลิเมตร และคำนวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง   เลือกภาวะค่า pH ที่เพิ่มประสิทธิภาพการ

ยับย้ังราได้ดีท่ีสุดไปศึกษาต่อไป 

 

3.3 การทดสอบหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการยับย้ังราของแบคทีเรีย 
เตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมจากข้อ 3.1.2 ซึ่งมีค่า pH ที่เหมาะสมจากข้อ 3.2.3 ท่ี

เพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้งราได้ดีที่สุด นำมาหาอุณหภูมิที่เหมาะสมเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ

การยับย้ังรา โดยอุณหภูมิท่ีนำมาทดสอบได้แก่ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส 

3.3.1 การเตรียมแบคทีเรีย 

นำโคโลนีของแบคทีเรียบนอาหารแข็ง LB ไปเลี้ยงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 

50 มิลลิลิตร บ่มเขย่า 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 

ชั่วโมง นำไปวัดความหนาแน่นของเซลล์โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 

นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมีเตอร์ ให้มีค่าประมาณ 0.5  จากนั้นนำน้ำเลี้ยงเช้ือ

มา 1 มิลลิลิตร ใส่ในอาหารเหลวที่เหมาะสม ที่มีค่า pH ที่เหมาะสม ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร บ่มเขย่า 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 18 ชั่วโมง  นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 10 นาที  จากน้ันนำน้ำเล้ียงเช้ือแบคทีเรียไปกรองเซลล์ โดยใช้ชุดกรองสารตัวอย่าง
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ให้ปราศจากเชื้อ Millipore filter ขนาดความกว้างรู 0.45 ไมครอน จะได้น้ำเลี้ยงเช้ือ

ปราศจากเซลล์ท่ีแต่ละอุณหภูมิ 

3.3.2 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งราของน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์จากการ

เล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส แบบผสมกับกับอาหารแข็ง 

นำน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์ในอาหารเหลวที่เหมาะสม ที่ pH ที่เหมาะสม ท่ี

เลี้ยงที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส ผสมกับ PDA ในอัตราส่วน 2:10  โดย

ใช้น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลล์ 10 มิลลิลิตร ผสมกับ PDA ที่หลอมเหลวปริมาตร 40 

มิลลิลิตร  จากนั้นเทลงจานเพาะเชื้อ ตั้งไว้ให้อาหารแข็ง  วางชิ้นวุ้นของราลงบนจุด

ก่ึงกลางอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีผสมกับน้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลล์ ดังรูปท่ี 6   สำหรับ

ชุดควบคุม วางชิ้นวุ้นของราลงกลางอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ที่ไม่ผสมน้ำเลี้ยงเชื้อจาก

แบคทีเรีย 

บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 6-7 วัน  วัดขนาดรัศมีการเจริญของราหน่วยเป็น

มิลลิเมตร และคำนวณเปอร์เซ็นต์การยับย้ัง 

 

4. การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย 

   เลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ P. oryzae ได้ดีที่สุด นำมา

ระบุเอกลักษณ์ ดังน้ี 

4.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
สังเกตลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที ่เลี ้ยงบนอาหารแข็ง LB ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ต่อมาศึกษาลักษณะรูปร่างและการติดสีแกรมของเซลล์โดยการย้อม

แกรม (Gram stain) 

4.2 การทดสอบทางชีวเคมี 
4.2.1 ทดสอบความสามารถการใช้ออกซิเจนในการเจริญของแบคทีเรีย 

4.2.2 ทดสอบความสามารถในการใช้น้ำตาลกลูโคส 

4.2.3 ทดสอบสมบัติในการสร้างเอนไซม์คะตะเลส 
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4.3 การพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยวิธีทางชีววิทยาระดับโมเลกุล 

โดยสกัดดีเอ็นเอ แล้วเพิ่มจำนวนดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอ

เรส (polymerase chain reaction, PCR)   จากน้ันส่งหาลำดับนิวคลีโอไทด์ แล้วนำลำดับนิวคลี

โอไทด์ท่ีได้เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลเพ่ือระบุเอกลักษณ์ของแบคทีเรีย  

พิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียด้วยวิธีทางชีววิทยาระดับโมเลกุลโดยการเปรียบเทียบ

ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ที่ได้มาจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ 9F 

และ 1510R  

4.3.1 การเตรียมดีเอ็นเอแม่แบบของแบคทีเรีย 

สกัดดีเอ็นเอแม่แบบของแบคทีเรียโดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ E.Z.N.A.® Bacterial 

DNA Kit เลี้ยงแบคทีเรียให้อยู่ในช่วง log phase ในอาหารเหลว LB  ถ่ายน้ำเลี้ยงเช้ือ

ครั้งละ 1 มิลลิลิตร ปริมาตรรวม 3 มิลลิลิตร นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 4,000 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 10 นาที  ดูดส่วนใสทิ้ง  เติม TE Buffer 100 ไมโครลิตร ลงในตะกอนเซลล์ ผสม

ให้เข้ากันด้วยเครื ่องเขย่าสาร (vortex mixer) และเติมไลโซไซม์ (lysozyme) 10 

ไมโครลิตร นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  นำไปเติม TE 

buffer 100 ไมโครลิตร ที่ผสมกับโปรตีเนสเค (Proteinase K) 20 ไมโครลิตร ผสมให้

เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสาร จากนั้นนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 

ชั่วโมง จากนั้นเติม RNase A 5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็น

เวลา 5 นาที นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที  ย้ายส่วนใสใส่

หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม BL buffer 220 ไมโครลิตร ผสมให้เข้า

กันบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เติม 100% เอทานอล 220 

ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสารที่ความเร็วสูงสุดเป็นเวลา 20 วินาที 

จากน้ันใส่สารละลายลงใน HiBind® DNA Mini Column ซ่ึงวางซ้อนอยู่กับหลอดขนาด 

2 มิลลิลิตร นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที  เทส่วนสารละลาย

ที ่กรองได้ออก  นำ HiBind® DNA Mini Column ใส่ซ้อนกลับไปที ่หลอดขนาด 2 

มิลลิลิตร และเติม HBC buffer 500 ไมโครลิตร นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 1 นาที  เทส่วนสารละลายที่กรองได้ออก  จากนั้นเติม DNA Wash buffer 

700 ไมโครลิตร นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที  เทส่วนที่กรอง

ได้ออก และใส่คอลัมน์กลับไปที่หลอดเดิม ล้างด้วย DNA Wash buffer 700 ไมโครลิตร

ซ้ำ และนำไปปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เทส่วนสารละลายออก 
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แล้วนำคอลัมน์ใส่กลับไปที่หลอดเดิม ปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที 

เพื่อทำให้คอลัมน์แห้ง  จากนั้นนำ HiBind® DNA Mini Column ไปใส่หลอดไมโครเซน

ตริฟิวจ์หลอดใหม่ขนาด 1.5 ไมโครลิตร จากนั้นเติม elution buffer ที่อุณหภูมิ 65 

องศาเซลเซียส ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 

จากน้ันนำไปป่ันเหว่ียงท่ี 10,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาที จากน้ันเก็บรักษาดีเอ็นเอ

ไว้ท่ี -20 องศาเซลเซียส 

4.3.2 การทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

ใช้ดีเอ็นเอแม่แบบของแบคทีเรียที่ได้จากข้อ 4.3.1 มาทำปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอ

เรส ซ่ึงในหลอดปฏิกิริยาปริมาตรสุดท้าย 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วยส่วนประกอบ ดังน้ี 

5X PCR buffer      10 ไมโครลิตร 

50 µM 8F (forward primer)    1.0 ไมโครลิตร 

50 µM 1492R (reverse primer)    1.0 ไมโครลิตร 

20 mM dNTPs      1.0 ไมโครลิตร 

ดีเอ็นเอแม่แบบ      1.0 ไมโครลิตร  

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

หลังจากนั ้นนำไปเพิ ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ด้วยเครื ่อง PCR 

(Biorad) และปรับอุณหภูมิตามโปรแกรมท่ีกำหนด (Kaewklom และคณะ, 2014) ดังน้ี  

Initial denaturation   ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 5 นาที  

Denaturation           ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 1 นาที   

Annealing                ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 1 นาที         30 รอบ 

Extension                ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 3 นาที  

Final extension        ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 10 นาที 
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4.3.3 การทำอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส 

นำผลิตภัณฑ์ที ่ได้จากข้อ 4.3.2 มาทำอีเล็กโทรโฟเรซิสบนอะกาโรสเจลใน

บัฟเฟอร์ 1X Tris-acetate (TAE) (ภาคผนวก ข1)  โดยเตรียม 0.9% อะกาโรสเจลที่มีสี

ย ้อมดีเอ ็นเอ SERVA DNA stain G (Serva Electrophoresis Gmbh, Germany) 

(ภาคผนวก ข2)  โหลดดีเอ็นเอและดีเอ็นเอมาตรฐาน ซึ่งใช้เป็น 1kb DNA Ladder 

(Thermo Fisher Scientific) ลงในช ่องใส ่ต ัวอย ่าง ทำอ ี เล ็กโทรโฟเรซ ิสโดยใช้ 

กระแสไฟฟ้าความต่างศักย์ 100 โวลต์ จนกระทั่งสีเคลื่อนที่มาเกือบถึงปลายสุดของอะ

กาโรสเจล นำเจลออก แล้วนำไปส่องใต้ UV ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอเทียบกับดีเอ็นเอ

มาตรฐาน 

4.3.4 การทำบริสุทธ์ิแถบดีเอ็นเอออกจากเจล 

ทำบริสุทธิ ์ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้ชุด

สำหรับทำบริสุทธิ์ ดีเอ็นเอจากเจลสำเร็จรูป GeneJet Gel extraction kit (Thermo 

Scientific, USA) โดยตัดเจล บริเวณที่มีชิ้นดีเอ็นเอขนาดที่ต้องการละลายใน binding 

buffer ปริมาตรเท่ากับเจล ที ่อ ุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

ประกอบคอลัมน์สำหรับทำบริสุทธิ์เข้ากับหลอดเก็บสารละลาย จากนั้นใส่สารละลาย

เจลลงในคอลัมน์ ปั่นเหวี่ยงที่ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายใน

หลอดเก็บสารละลายทิ้ง แล้วเติม wash buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน์ 

ปั ่นเหวี ่ยงที ่ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที  เทสารละลายในหลอดเก็บ

สารละลายทิ้ง แล้วปั่นเหวี่ยงต่ออีก 1 นาที เทสารละลายในหลอดเก็บสารละลายท้ิง 

แล้วนำหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์เปล่ามาประกอบเข้ากับคอลัมน์แทนหลอดเก็บ

สารละลาย  ใส่ elution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน์ และปั่นเหวี่ยงท่ี 

13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เก็บสารละลายดีเอ็นเอ แล้ววัดความเข้มข้นของดี

เอ็นเอที ่ได้ด้วยเครื ่องวัดปริมาณสารพันธุกรรมแบบนาโน (Nanodrop; Thermo 

Scientific, USA) 

4.3.5 การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ 

 ส่งผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอที่ทำให้บริสุทธิ์แล้วในข้อ 4.3.4 ไปวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอ

ไทด์บริเวณ 16S rDNA โดยบริษัท 1st Base ประเทศมาเลเซีย แล้วนำข้อมูลที่ได้ไป

เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม BLASTN 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

1. การเตรียมแบคทีเรีย 

จากการนำแบคทีเรียจากงานวิจัยก่อนหน้า ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่คัดแยกมาจากตัวอย่างดิน

ในจังหวัดกาญจนบุรี (คงยุทธ เลิศมงคลธรรม, 2549) และคัดแยกมาจากตัวอย่างน้ำทะเลบริเวณ

เกาะสีชัง (ดรุณี จิวเจริญ, 2555) ท้ังหมด 10 สายพันธ์ุ มาเล้ียงบนอาหารแข็ง PDA บ่มท่ีอุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ได้แบคทีเรียทั้งหมด 10 สายพันธุ์ ได้แก่สายพันธุ์ N1, 

N3, TW1-1ng, TD12-11, M10, M22, M23, M25, M26 และ M27 

 

2. การตรวจสอบความสามารถในการยับย้ังการเจริญของ P. oryzae 

นำแบคทีเรียสายพันธุ์ต่าง ๆ จากข้อ 1 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง LB บ่มที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง พบว่า แบคทีเรียทุกสายพันธ์ุสามารถเจริญได้ จึงนำแบคทีเรีย

เหล่าน้ีไปตรวจสอบความสามารถในการยับย้ังการเจริญของ P. oryzae 

2.1 การตรวจสอบความสามารถของแบคทีเรียสายพันธุ ์ต่าง ๆ ในการยับยั ้งการเจริญของ 
P. oryzae ด้วยวิธี dual culture 

จากการนำแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ข้างต้นมาเลี้ยงร่วมกับราบนอาหารแข็ง PDA   โดย

การนำชิ ้นวุ ้นรามาวางบนอาหาร PDA โดยให้วุ ้นด้านที ่มีราสัมผัสกับผิวหน้าอาหาร บ่มท่ี

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน   จากนั้นขีดแบคทีเรียสายพันธุ์ต่าง ๆ ยาว 2 เซนติเมตร โดยให้

ตำแหน่งการขีดแบคทีเรียห่างจากชิ้นวุ้นของรา 2.5 เซนติเมตร บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5-6 

วัน เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ซึ่งนำชิ้นวุ้นของราวางไว้ตำแหน่งเดียวกันกับชุดทดสอบ โดยไม่มี

การขีดแบคทีเรีย  วัดขนาดรัศมีการเจริญของราโดยมีหน่วยเป็นมิลลิเมตร และนำไปคำนวณหา

เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง พบว่า แบคทีเรียทั้ง 10 สายพันธุ์สามารถยับยั้งการเจริญของราได้ ดังแสดง

ในตารางท่ี 1 และรูปท่ี 7-16 
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ตารางท่ี 1: ค่าเฉล่ียเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับย้ังและเปอร์เซ็นต์การยับย้ัง P. oryzae โดย

แบคทีเรียสายพันธ์ุต่าง ๆ ด้วยวิธี dual culture 

สายพันธ์ุแบคทีเรีย 
เส้นผ่านศูนย์กลางเฉล่ีย (มิลลิเมตร) 

เปอร์เซ็นต์การยับย้ัง 
ชุดควบคุม ชุดทดสอบ 

N1 40 ± 0.41 22.7 ± 1.23 43.33 

N3 40 ± 0.41 21.3 ± 1.25 46.67 

TW1-1ng 40 ± 0.41 22.0 ± 1.63 45.00 

TD12-11 40 ± 0.41 24.7 ± 1.70 38.33 

M10 40 ± 0.41 22.3 ± 0.94 44.07 

M22 40 ± 0.41 21.0 ± 2.16 47.50 

M23 40 ± 0.41 20.7 ± 0.94 48.33 

M25 40 ± 0.41 20.0 ± 0.82 50.00 

M26 40 ± 0.41 18.0 ± 1.63 55.00 

M27 40 ± 0.41 21.0 ± 2.16 47.50 
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รูปท่ี 7: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยสายพันธ์ุ N1 (ขวา) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 

   

รูปท่ี 8: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยสายพันธ์ุ N3 (ขวา) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 

   

รูปท่ี 9: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยสายพันธ์ุ TW1-1ng (ขวา) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 
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รูปท่ี 10: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยสายพันธ์ุ TD12-11 (ขวา) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 

   

รูปท่ี 11: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยสายพันธ์ุ M10 (ขวา) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 

   

รูปท่ี 12: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยสายพันธ์ุ M22 (ขวา) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 
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รูปท่ี 13: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยสายพันธ์ุ M23 (ขวา) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 

   

รูปท่ี 14: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยสายพันธ์ุ M25 (ขวา) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 

   

รูปท่ี 15: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยสายพันธ์ุ M26 (ขวา) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 
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รูปท่ี 16: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยสายพันธ์ุ M27 (ขวา) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 

จากตารางที่ 1 แสดงค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งและเปอร์เซ็นต์การ

ยับยั ้ง P. oryzae ของแบคทีเรียทั ้ง 10 สายพันธุ ์ ซึ ่งพบว่าแบคทีเรีย 3 สายพันธุ ์ที ่แสดง

ความสามารถยับยั้งราได้สูงที่สุด ได้แก่ สายพันธุ์ M23, M25 และ M26 โดยให้เปอร์เซ็นต์การ

ยับยั้ง 48.33, 50.00 และ 55.00% ตามลำดับ   จึงเลือก 3 สายพันธุ์ดังกล่าวเพื่อนำไปศึกษา

ความสามารถในการยับยั้งราของน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์ (cell free supernatant) ในการ

ทดลองต่อไป 

2.2 การทดสอบความสามารถในการยับยั ้งราของน้ำเลี ้ยงเชื ้อปราศจากเซลล์ (cell free 

supernatant) 

จากการนำน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ ซึ่งได้แก่ M23, 

M25 และ M26 ที่ให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งราสูงสุดในการทดลองด้วยวิธี dual culture มาผสม

กับ PDA ที่หลอมเหลวไว้ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ในอัตราส่วน 2:10  เปรียบเทียบกับชุด

ควบคุมที่วางชิ้นวุ้นของราไว้ตรงกลางอาหารเพียงอย่างเดียว  เมื่อวัดขนาดรัศมีการเจริญของรา

โดยมีหน่วยเป็นมิลลิเมตร และนำไปคำนวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั ้ง พบว่าน้ำเลี ้ยงเชื ้อท่ี

ปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์สามารถยับยั้ง P. oryzae ได้ ดังแสดงในตารางท่ี 2 

และรูปท่ี 17-19 
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ตารางท่ี 2: ค่าเฉล่ียเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับย้ังและเปอร์เซ็นต์การยับย้ัง P. oryzae โดยน้ำเล้ียง

เช้ือปราศจากเซลล์ของของแบคทีเรีย 3 สายพันธ์ุ 

สายพันธ์ุแบคทีเรีย 
เส้นผ่านศูนย์กลางเฉล่ีย (มิลลิเมตร) 

เปอร์เซ็นต์การยับย้ัง 
ชุดควบคุม ชุดทดสอบ 

M23 41 ± 0.82 26.0 ± 0.41 36.58 

M25 41 ± 0.82 18.8 ± 0.47 54.07 

M26 41 ± 0.82 22.2 ± 0.85 45.53 

 

 

   

รูปท่ี 17: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M23 (ขวา) เปรียบเทียบกับชุด

ควบคุม (ซ้าย) 

   

รูปท่ี 18: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M25 (ขวา) เปรียบเทียบกับชุด

ควบคุม (ซ้าย) 
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รูปท่ี 19: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M26 (ขวา) เปรียบเทียบกับชุด

ควบคุม (ซ้าย) 

จากตารางที่ 2 ซึ่งแสดงค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งและเปอร์เซ็นต์การ

ยับยั้ง P. oryzae พบว่าน้ำเลี ้ยงเชื ้อที่ปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียสายพันธุ์ M25 แสดงถึง

ความสามารถในการยับยั้ง P. oryzae สูงที่สุด โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งได้ 54.07% รองลงมา

คือ สายพันธุ์ M26 ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 45.53% และสายพันธุ์ M23 ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การ

ยับย้ัง 36.58%   จึงนำแบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธ์ุ ไปทดสอบเพ่ือหาภาวะท่ีเหมาะสมของแบคทีเรีย

ในการเพิ่มประสิทธิภาพการยับยั ้ง P. oryzae ซึ่งได้แก่ ชนิดของอาหารเลี ้ยงเชื ้อ, pH และ

อุณหภูมิ 

 

3. การทดสอบหาภาวะท่ีเหมาะสมของแบคทีเรียเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการยับย้ัง P. oryzae 

3.1 การทดสอบหาอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการยับย้ังราของแบคทีเรีย 
จากการนำน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ ที่เลี้ยงในอาหาร

เหลว LB, NB และ TSB มาผสมกับ PDA ในอัตราส่วน 2:10  เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่นำช้ิน

วุ้นของราวางไว้ตรงกลางอาหารเพียงอย่างเดียว   จากการวัดขนาดรัศมีการเจริญของราโดยมี

หน่วยเป็นมิลลิเมตร และนำไปคำนวณหาเปอร์เซ็นต์การยับย้ัง พบว่าน้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลล์

แบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธ์ุสามารถยับย้ัง P. oryzae ดังแสดงในตารางท่ี 3 และรูปท่ี 20-28 
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ตารางที่ 3: ค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งและเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง P. oryzae ด้วยน้ำเลี้ยง

เช้ือท่ีปราศจากเซลล์ของแบคทีเรีย 3 สายพันธ์ุท่ีเล้ียงในอาหาร LB, NB และ TSB 

 

  

อาหารเล้ียงเช้ือ 
สายพันธ์ุ

แบคทีเรีย 

เส้นผ่านศูนย์กลางเฉล่ีย (มิลลิเมตร) 
เปอร์เซ็นต์การยับย้ัง 

ชุดควบคุม ชุดทดสอบ 

LB 

M23 41 ± 1.08 26.0 ± 0.41 36.58 

M25 41 ± 1.08 18.8 ± 0.47 54.07 

M26 41 ± 1.08 22.2 ± 0.85 45.53 

NB 

M23 41 ± 1.08 35.3 ± 0.24 13.82 

M25 41 ± 1.08 30.5 ± 0.41 25.61 

M26 41 ± 1.08 26.8 ± 0.62 34.55 

TSB 

M23 41 ± 1.08 33.2 ± 0.62 19.10 

M25 41 ± 1.08 28.5 ± 0.41 30.49 

M26 41 ± 1.08 28.0 ± 0.41 31.71 
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รูปท่ี 20: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M23 ท่ีเล้ียงในอาหาร LB (ขวา) 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 

   

รูปท่ี 21: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M25 ท่ีเล้ียงในอาหาร LB (ขวา) 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 

   

รูปท่ี 22: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M26 ท่ีเล้ียงในอาหาร LB (ขวา) 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 
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รูปท่ี 23: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M23 ท่ีเล้ียงในอาหาร NB (ขวา) 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 

   

รูปท่ี 24: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M25 ท่ีเล้ียงในอาหาร NB (ขวา) 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 

   

รูปท่ี 25: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M26 ท่ีเล้ียงในอาหาร NB (ขวา) 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 
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รูปท่ี 26: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M23 ท่ีเล้ียงในอาหาร TSB (ขวา) 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 

   

รูปท่ี 27: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M25 ท่ีเล้ียงในอาหาร TSB (ขวา) 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 

   

รูปท่ี 28: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M26 ท่ีเล้ียงในอาหาร TSB (ขวา) 

เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 

  



 

34 

จากตารางที่ 3 ซึ่งแสดงค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งและเปอร์เซ็นต์การ

ยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธ์ุ ท่ีเล้ียงในอาหาร 

LB, NB และ TSB แสดงให้เห็นว่า ความสามารถในการยับยั้งราของน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์

ของทั้ง 3 สายพันธุ์ ที่เลี้ยงในอาหาร LB มีเปอร์เซ็นต์ยับยั้งสูงที่สุด โดยน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจาก

เซลล์ของแบคทีเรียสายพันธุ์ M25 แสดงความสามารถในการยับยั้ง P. oryzae สูงที่สุด โดยมี

เปอร์เซ็นต์การยับยั้งที่ 54.07% รองลงมาคือ สายพันธุ์ M26 โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 45.53% 

และสายพันธุ์ M23 โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 36.58%   ความสามารถในการยับยั้งราของน้ำ

เลี ้ยงเชื ้อปราศจากเซลล์ของทั ้ง 3 สายพันธุ ์ ที่เลี ้ยงในอาหาร NB พบว่า สายพันธุ ์ M26 มี

เปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูงที่สุด รองลงมาเป็นสายพันธุ์ M25 และสายพันธุ์ M23 มีเปอร์เซ็นต์การ

ย ับย ั ้งต ่ำท ี ่ส ุด โดยมีเปอร ์เซ ็นต ์การย ับย ั ้งเป ็น 34.55, 25.61 และ 13.82% ตามลำดับ   

ความสามารถในการยับยั้งราของน้ำเลี้ยงเชื้อท่ีปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธุ์ท่ีเลี้ยง

ในอาหาร TSB มีอันดับเปอร์เซ็นต์การยับยั้งราจากมากไปน้อยคือ สายพันธุ์ M26 มีเปอร์เซ็นต์

การยับยั้งเท่ากับ 31.71% รองลงมาคือสายพันธุ์ M25 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 30.49% 

และสุดท้ายคือสายพันธุ์ M23 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 19.10%   จากผลการทดลองแสดง

ว่าอาหาร LB ให้ประสิทธิภาพการยับยั้งราได้ดีที่สุด ซึ่งในการทดลองนี้ไม่มีการปรับค่า pH ของ

อาหาร จึงเลือกใช้อาหาร LB เพ่ือศึกษาภาวะค่า pH และอุณหภูมิเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการยับย้ัง

ราต่อไป  

3.2 การทดสอบหาค่า pH ท่ีเหมาะสมเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการยับย้ังราของแบคทีเรีย 

จากการนำน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลล์ของแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ ที่เลี้ยงในอาหาร LB 

ที่ปรับค่า pH ให้เป็น pH 6, 7 และ 8 ด้วย 1M HCl หรือ 1M NaOH ผสมกับ PDA ในอัตราส่วน 

2:10  เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีนำช้ินวุ้นของราวางไว้ตรงกลางอาหารเพียงอย่างเดียว   เม่ือวัด

ขนาดรัศมีการเจริญของราโดยมีหน่วยเป็นมิลลิเมตร และนำไปคำนวณหาเปอร์เซ็นต์การยับย้ัง 

เพื่อหาค่า pH ที่เพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้งราได้ดีที่สุด พบว่าน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลล์

แบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ในอาหารที่ค่า pH ทั้ง 3 ค่า สามารถยับยั้ง P. oryzae ได้ ดังแสดงใน

ตารางท่ี 4 และรูปท่ี 29-37 

  



 

35 

ตารางที่ 4: ค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งและเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง P. oryzae ด้วยน้ำเลี้ยง

เช้ือท่ีปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธ์ุท่ีเล้ียงในอาหาร LB ค่า pH 6, 7 และ 8 

 

  

pH 
สายพันธ์ุ

แบคทีเรีย 

เส้นผ่านศูนย์กลางเฉล่ีย (มิลลิเมตร) 
เปอร์เซ็นต์การยับย้ัง 

ชุดควบคุม ชุดทดสอบ 

6 

M23 40 ± 0.82 37.2 ± 0.24 7.08 

M25 40 ± 0.82 33.5 ± 0.41 16.25 

M26 40 ± 0.82 38.2 ± 0.24 4.58 

7 

M23 40 ± 0.82 16.3 ± 0.24 59.17 

M25 40 ± 0.82 12.8 ± 0.24 67.92 

M26 40 ± 0.82 15.8 ± 0.24 60.42 

8 

M23 40 ± 0.82 36.0 ± 0.82 10.00 

M25 40 ± 0.82 33.5 ± 0.41 16.25 

M26 40 ± 0.82 35.7 ± 0.62 10.83 
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รูปท่ี 29: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M23 ท่ีเล้ียงในอาหาร LB ค่า pH 6 

(ขวา) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 

   

รูปท่ี 30: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M25 ท่ีเล้ียงในอาหาร LB ค่า pH 6 

(ขวา) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 

   

รูปท่ี 31: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M26 ท่ีเล้ียงในอาหาร LB ค่า pH 6 

(ขวา) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 
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รูปท่ี 32: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M23 ท่ีเล้ียงในอาหาร LB ค่า pH 7 

(ขวา) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 

   

รูปท่ี 33: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M25 ท่ีเล้ียงในอาหาร LB ค่า pH 7 

(ขวา) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 

   

รูปท่ี 34: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M26 ท่ีเล้ียงในอาหาร LB ค่า pH 7 

(ขวา) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 
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รูปท่ี 35: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M23 ท่ีเล้ียงในอาหาร LB ค่า pH 8 

(ขวา) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 

   

รูปท่ี 36: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M25 ท่ีเล้ียงในอาหาร LB ค่า pH 8 

(ขวา) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 

  

รูปท่ี 37: การยับย้ัง P. oryzae ด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ของ M26 ท่ีเล้ียงในอาหาร LB ค่า pH 8 

(ขวา) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ซ้าย) 
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จากตารางที่ 4 ซึ่งแสดงค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งและเปอร์เซ็นต์การ

ยับยั้ง P. oryzae ด้วยน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ที่เลี้ยงในอาหาร 

LB ค่า pH 6, 7 และ 8 แสดงให้เห็นว่า น้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียท้ัง 3 สายพันธ์ุ

ท่ีเล้ียงในอาหาร LB ค่า pH เท่ากับ 7 มีเปอร์เซ็นต์ยับย้ังสูงท่ีสุด โดยน้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลล์

ของแบคทีเรียสายพันธุ ์ M25 แสดงความสามารถในการยับยั ้ง P. oryzae สูงที ่ส ุด โดยมี

เปอร์เซ็นต์การยับยั้งที่ 67.92% รองลงมาคือสายพันธุ์ M26 โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 60.42% 

และสายพันธุ์ M23 โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 59.17%   ความสามารถในการยับยั้งราของน้ำ

เลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์ของทั้ง 3 สายพันธุ์ ที่เลี้ยงในอาหาร LB ค่า pH 6 พบว่า สายพันธุ์ M25 

มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูงที่สุดเช่นเดียวกับ ที่ pH 7 รองลงมาเป็นสายพันธุ์ M23 และสายพันธ์ุ 

M26 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งต่ำที่สุด โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเป็น 16.25, 7.08 และ 4.58% 

ตามลำดับ   ความสามารถในการยับยั้งราของน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียทั้ง 3 

สายพันธุ์ที่เลี้ยงในอาหาร LB ค่า pH 8 มีอันดับเปอร์เซ็นต์การยับยั้งราจากมากไปน้อยคือ สาย

พันธุ์ M25 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 16.25% รองลงมาคือสายพันธุ์ M26 มีเปอร์เซ็นต์การ

ยับยั้งเท่ากับ 10.83% และสุดท้ายคือสายพันธุ์ M23 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 10.00% ซ่ึง

ลำดับความสามารถในการยับยั้งเหมือนที ่pH 7   จากผลการทดลองแสดงให้เห็นชัดเจนว่า ภาวะ

อาหาร LB ที่ pH เท่ากับ 7 ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้งราได้ดีที่สุด จึงเลือกใช้อาหาร LB ท่ี

ปรับภาวะเป็น pH 7 ในการเลี้ยงเชื้อเพื่อศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมและเพิ่มประสิทธิภาพการ

ยับย้ังราต่อไป 

 

ผลการทดลองที่คาดว่าจะได้รับหากทำการทดลองครบ 

สำหรับการทดลองที่เหลือ คือการทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมสำหรับเลี้ยงแบคทีเรียเพื่อเพ่ิม

ประสิทธิภาพการยับย้ังราของแบคทีเรีย และการพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย   ผลการทดลองที่มีทำให้

ทราบถึงอาหารและค่า pH ของอาหารที่ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้งราของแบคทีเรีย หากทำการ

ทดลองหาอุณหภูมิที่เหมาะสม คาดว่าสามารถทำให้แบคทีเรียมีประสิทธิภาพในการยับยั้งราที่ดีขึ้นได้ และ

เมื่อทราบอุณหภูมิที่แบคทีเรียต้องการทำให้ได้ข้อมูลภาวะอาหาร ค่า pH และอุณหภูมิที่ใช้เลี้ยงแบคทีเรีย

ทั้ง 3 สายพันธุ์ สามารถนำภาวะที่ได้ไปศึกษาหาช่วงเวลาในการบ่มแบคทีเรียว่าที่ช่วงเวลาใดที่แบคทีเรีย

สามารถผลิตสารชีวภาพที่มีประสิทธิภาพการยับยั้งราสูงที่สุด   หลังจากที่ได้ความสามารถในการยับยั้งรา

ของแบคทีเรีย ซึ่งแสดงออกมาในรูปแบบเปอร์เซ็นต์การยับยั้งของทั้ง 3 สายพันธุ์ ต้องพิจารณาเปอร์เซ็นต์

ยับยั้งที่ได้ว่า จากแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์นั้น สายพันธุ์ใดให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งที่โดดเด่น แตกต่างกัน
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อย่างไร เพื่อคัดเลือกไปพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย โดยจะเลือกสายพันธุ์ที่มีความสามารถโดดเด่น

ที่สุด หรือหากมีสายพันธุ์ที ่มีความสามารถสูงใกล้เคียงกันก็อาจนำไปพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย

ท้ังหมด 

ผลการทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมสำหรับเลี้ยงแบคทีเรียเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้งรา

ของแบคทีเรียที่คาดว่าจะได้ คาดว่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส น่าจะเป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุด 

เนื่องจากเป็นอุณหภูมิที่แบคทีเรียทั่วไปเจริญเติบโตได้ดี ซึ่งหากแบคทีเรียเจริญเติบโตได้ดีก็อาจนำไปสู่ 

ความสามารถในการยับยั้งราที่ดี ทั้งนี้เป็นเพียงแค่การคาดการณ์เท่านั้น ยังมีความจำเป็นท่ีจะต้องทดลอง

เพื่อผลที่แน่ชัดต่อการนำไปใช้ประโยชน์ได้ต่อไป   เปอร์เซ็นต์การยับยั้งราที่ได้จากแบคทีเรียที่เลี้ยงที่ภาวะ

ที่เหมาะสม ผลที่ได้คาดว่าทั้ง 3 สายพันธุ์ มีแนวโน้มที่จะให้เปอร์เซ็นต์การยับยั้งที่ใกล้เคียงกัน การ

คาดการณ์นี ้มาจากผลการทดลองก่อนหน้า ที่แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียมีประสิทธิภาพการยับยั ้งรา

ใกล้เคียงกัน ซึ่งหากผลการทดลองเป็นตามที่คาดนี้ จะนำแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ ไปพิสูจน์เอกลักษณ์

เพ่ือระบุชนิดของแบคทีเรียต่อไป 

จากงานวิจัยก่อนหน้าได้มีการพิสูจน์เอกลักษณ์เพื่อระบุชนิดของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ไว้

เบื้องต้นแล้ว โดยเป็นการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาด้วยกล้องจุลทรรศน์พบว่าทั้ง 3 สายพันธ์ุมี

รูปร่างเป็นแท่ง (bacilli) เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ย้อมติดสีน้ำเงินของคริสตัลไวโอเลต ไม่มีเอนโดสปอร์ 

และการทดสอบทางชีวเคมี พบว่าทั้ง 3 สายพันธุ์ ต้องการออกซิเจนเพื่อการเจริญ สามารถใช้น้ำตาล

กลูโคสได้ และจากการศึกษาการสร้างเอนไซม์คะตะเลส พบว่าสายพันธ์ุ M25 และ M26 มีสมบัติในการ

สร้างเอนไซม์คะตะเลส ซึ่งเมื่อนำผลการทดลองที่ได้ไปเปรียบเทียบคู่มือ Practical Atlas for Bacterial 

Identification สามารถจัดกลุ่มแบคทีเรียได้ว่า สายพันธุ์ M23 คาดว่าอยู่ในสกุล Lactobacillus sp., 

สายพันธุ ์ M25 คาดว่าอยู ่ในสกุล Corynebacterium sp. และสายพันธุ ์ M26 คาดว่าอยู ่ในสกุล 

Coryophanon sp. (คงยุทธ เลิศมงคลธรรม, 2549) ซึ่งผลการทดลองดังกล่าวเป็นเพียงการคาดการณ์

เท่าน้ัน และควรพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยวิธีทางชีววิทยาระดับโมเลกุลของแบคทีเรียเหล่าน้ีต่อไป 
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บทที่ 5 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

จากการนำแบคทีเรียจากงานวิจัยก่อนหน้า ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่คัดแยกมาจากตัวอย่างดินใน

จังหวัดกาญจนบุรี (คงยุทธ เลิศมงคลธรรม, 2549) และคัดแยกมาจากตัวอย่างน้ำทะเลบริเวณเกาะสีชัง 

(ดรุณี จิวเจริญ, 2555) ทั้งหมด 10 สายพันธุ ์ มาตรวจสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ 

Pyricularia oryzae ด้วยวิธี dual culture โดยนำแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ข้างต้นมาเลี้ยงร่วมกับราบน

อาหารแข็ง PDA โดยวางชิ ้นวุ ้นราบ่มที ่อุณหภูมิห้องก่อนขีดแบคทีเรีย เป็นเวลา 3 วัน เนื ่องจาก 

P. oryzae เป็นราที่โตช้า หากขีดแบคทีเรียพร้อมกับวางชิ้นวุ้นรา จะทำให้โคโลนีแบคทีเรียเจริญมาถึงช้ิน

วุ้นราก่อนที่ราจะเจริญ ทำให้ราไม่สามารถเจริญได้ เมื่อวางชิ้นวุ้นราครบ 3 วัน โคโลนีราเกิดการเจริญ จึง

ขีดแบคทีเรียแล้วบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลาอีก 5-6 วัน พบว่าทั้ง 10 สายพันธุ์มีความสามารถยับย้ัง 

P. oryzae โดยสายพันธุ ์ M23, M25 และ M26 เป็นสายพันธุ ์ที ่มีความสามารถยับย้ังสูงที ่สุด ซึ ่งมี

เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 48.33, 50.00 และ 55.00% ตามลำดับ   ดังนั้นจึงเลือกแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์นี้มา

ทดสอบความสามารถในการยับย้ังราด้วยน้ำเล้ียงเช้ือปราศจากเซลล์ผสมกับอาหารแข็ง โดยนำน้ำเล้ียงเช้ือ

ท่ีปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียมาผสมกับ PDA ท่ีหลอมเหลวไว้ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ในอัตราส่วน 

2:10 ซึ ่งผลของการทดสอบพบว่าน้ำเลี ้ยงเชื ้อที ่ปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียสายพันธุ ์ M25 แสดง

ความสามารถในการยับยั้ง P. oryzae สูงที่สุด โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 54.07% รองลงมาคือ สายพันธ์ุ 

M26 ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 45.53% และสายพันธุ์ M23 ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 36.58%   จากการ

ทดสอบความสามารถในการยับยั้งราด้วยน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์ผสมกับอาหารแข็ง สามารถกล่าวได้

ว่าแบคทีเรียทั้งสามสายพันธุ์มีความสามารถในการสร้างสารต้านราและสามารถหลั่งสารต้านราที่สร้างข้ึน

ออกมานอกเซลล์ได้ แต่จากการทดลองนี้ยังไม่สามารถระบุได้ว่าสารต้านราที่สร้างขึ้นแล้วหลั่งออกมานอก

เซลล์เป็นสารประเภทใด และมีกลไกในการควบคุมราอย่างไร จึงต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไป 

จากการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ P. oryzae ด้วยวิธี dual culture และ

ทดสอบความสามารถในการยับยั้งราด้วยน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์ผสมกับอาหารแข็ง พบว่าแบคทีเรีย

ทั้ง 3 สายพันธุ์ของการทดสอบ 2 วิธี ให้ผลการทดลองที่แตกต่างกัน โดยวิธี dual culture นั้น มีลำดับ

การยับยั้งมากไปน้อยโดยสายพันธุ์ M26, M25 และ M23  ส่วนวิธีการทดสอบด้วยน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจาก

เซลล์ มีลำดับการยับยั้งมากไปน้อยโดยสายพันธ์ุ M25, M26 และ M23 ซึ่งความแตกต่างของผลการ

ทดลองนี้สามารถพบได้ทั่วไป เนื่องจากในบางกรณี แบคทีเรียบางชนิดอาจมีการผลิตสารยับยั้งราประเภท

สารระเหย (volatile compound) ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งรา (Islam และคณะ, 2018) ซึ่งกรณีนี้อาจพบว่า

ผลการยับย้ังด้วยวิธี dual culture มีแนวโน้มให้ผลการยับยั้งที่สูงกว่าเมื่อใช้น้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์   

นอกจากนี้อาจพบว่าราถูกยับยั้งได้ดีกว่าเมื่อเลี้ยงร่วมกับแบคทีเรียที่มีความสามารถเข้ายึดครองแย่งพื้นท่ี

ในการเจริญได้ดีของแบคทีเรีย (กาญจนา มณีศรี, 2557)   อย่างไรก็ตาม มีหลายกรณีที่การยับยั้งราด้วย
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สารต้านราที่ผลิตออกมาในน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์แสดงผลการยับยั้งที่สูงกว่า ยกตัวอย่างเช่น ใน

งานวิจัยซึ่งศึกษาความสามารถในการยับยั้งการเจริญเส้นใยราที่ก่อโรคในข้าวได้แก่ Curvularia lunata, 

Fusarium semitectum และ  Helminthosporium oryzae โ ด ยแบคท ี เ ร ี ย ปฏ ิ ป ั กษ ์  Bacillus 

amyloliquefaciens BAS23 พบว่าผลการยับยั้งด้วยวิธีการทดสอบด้วยน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์ให้

เปอร์เซ็นต์การยับย้ังสูงกว่าทดสอบวิธี dual culture  อีกท้ังลำดับความสามารถการยับย้ังราก็แตกต่างกัน 

(Saechow และคณะ, 2018) 

จากการทดสอบหาภาวะที่เหมาะสมของแบคทีเรียเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้ง P. oryzae 

โดยข้ันแรกทดสอบอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม โดยใช้น้ำเล้ียงเช้ือท่ีปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียท้ัง 3 สาย

พันธุ์ ที่เลี้ยงในอาหารเหลว LB, NB และ TSB มาผสมกับ PDA ในอัตราส่วน 2:10 ทดสอบหาเปอร์เซ็นต์

การยับยั้ง พบว่าอาหารเหลว LB ทำให้แบคทีเรียมีประสิทธิภาพการยับยั้งดีที ่สุด โดยน้ำเลี ้ยงเชื ้อท่ี

ปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียสายพันธุ์ M25 แสดงความสามารถในการยับยั้ง P. oryzae สูงที่สุด โดยมี

เปอร์เซ็นต์การยับย้ังท่ี 54.07% รองลงมาคือ สายพันธ์ุ M26 โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับย้ัง 45.53% และสาย

พันธุ์ M23 โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 36.58% ซึ่งลำดับความสามารถในการยับยั้งราของ 3 สายพันธ์ุ

เป็นไปในแนวทางเดียวกันกับการทดสอบความสามารถในการยับยั้งราของน้ำเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลล์ก่อน

หน้า 

จากนั้นทดสอบหาค่า pH ที่เหมาะสมของอาหารเหลว LB ในการเพิ่มประสิทธิภาพการยับย้ัง 

P. oryzae พบว่าน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ที่เลี้ยงในอาหาร LB ค่า pH 

เท่ากับ 7 มีเปอร์เซ็นต์ยับยั้งสูงที่สุด โดยน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลล์ของแบคทีเรียสายพันธุ์ M25 แสดง

ความสามารถในการยับยั้ง P. oryzae สูงที่สุด โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งที่ 67.92% รองลงมาคือ สาย

พันธุ์ M26 โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 60.42% และสายพันธุ์ M23 โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 59.17%   

จากการทดลองสรุปผลได้ว่า ภาวะที่เหมาะสมของแบคทีเรียเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้ง P. oryzae 

คืออาหาร LB ท่ีปรับค่า pH เท่ากับ 7 

แบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ที่มีความสามารถสูงสุดในการยับยั้ง P. oryzae เป็นแบคทีเรียที่คัดแยก

มาจากตัวอย่างดินในจังหวัดกาญจนบุรี ซึ่งผู้เก็บตัวอย่างได้พิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย โดยการศึกษา

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ซึ่งได้แก่ การศึกษาลักษณะรูปร่างและการติดสีแกรมของเซลล์โดยการย้อมแก

รมและการตรวจสอบการสร้างสปอร์ พบว่ามีรูปร่างเป็นแท่ง เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไม่มีเอนโดสปอร์ 

และการทดสอบทางชีวเคมี พบว่าแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ จำเป็นต้องใช้ออกซิเจนเพื่อการเจริญ สามารถ

ใช้น้ำตาลกลูโคสได้ และจากการศึกษาการสร้างเอนไซม์คะตะเลส พบว่าสายพันธ์ุ M25 และ M26 มี

สมบัติในการสร้างเอนไซม์คะตะเลส ซึ่งเมื่อนำผลไปเปรียบเทียบกับคู่มือ Practical Atlas for Bacterial 

Identification ได้คาดว่าสายพันธ์ุ M23 อยู่ในสกุล Lactobacillus sp.  สายพันธ์ุ M25 คาดว่าอยู่ในสกุล 
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Corynebacterium sp. และสายพันธุ์ M26 คาดว่าอยู่ในสกุล Coryophanon sp. (คงยุทธ เลิศมงคล

ธรรม, 2549)   ผลการทดลองดังกล่าวเป็นเพียงการคาดการณ์เท่าน้ัน และควรพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยวิธี

ทางชีววิทยาระดับโมเลกุลของแบคทีเรียเหล่าน้ีต่อไป 

สำหรับแบคทีเรียสกุล Lactobacillus มีงานวิจัยเกี่ยวกับการยับยั้งราโรคพืช โดยมีรายงานว่า 

Lactobacillus ท ี ่ค ัดแยกได ้จากหญ้าหม ักข ้าวโพด  ม ีความสามารถในการย ับย ั ้ ง  Fusarium 

verticillioides ซึ่งเป็นราผลิตสารพิษ (mycotoxigenic fungus) โดยพบว่า Lactobacillus จะผลิตกรด

แลกติกทำให้ค่า pH ลดลง และสามารถยับยั้งการเจริญของราได้ (Kharazian และคณะ, 2017)   ส่วน

แบคทีเรียสกุล Corynebacterium sp. มีรายงานว่า Corynebacterium sp. ที่แยกได้จากดินตะกอนท่ี

เก็บจากอ่าวเมนเนอร์ประเทศอินเดีย มีความสามารถยับยั ้งราก่อโรคในพืชได้หลายชนิด อาทิ 

Colletotrichum musae, Sclerotium rofsii, Rhizoctonia solani แ ล ะ  Alternaria alternata 

(Dhinakaran และคณะ, 2012)   แบคทีเรียในสกุล Corynebacterium เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่าง

เป็นแท่ง จำเป็นต้องใช้ออกซิเจนในการเจริญ และมีความสามารถในการแย่งพื้นที่เพื่อยับยั้งราได้หลาย

รูปแบบ เช่น การแย่งอาหาร และการผลิตแอนติไบโอซิสไซเดอโรฟอร์ (antibiosis siderophore) ซึ่งเป็น

สารที่มีโมเลกุลขนาดเล็กที่แบคทีเรียสร้างและปล่อยออกมาเพื่อช่วยในการแย่งจับไอออนของเหล็ก 

(Rosales และคณะ, 1995) ซึ่งใกล้เคียงจากลักษณะที่คาดไว้ รวมถึงมีความสามารถยับยั้งราจึงมีโอกาสท่ี

สายพันธุ์ M25 อาจจะอยู่ในสกุล Corynebacterium sp. แต่ยังจำเป็นที่จะต้องทำการพิสูจน์เพื่อความ

ถูกต้อง 

อย่างไรก็ตาม จากผลการสังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยผู้วิจัยนี้ พบว่าลักษณะโดยทั่วไป

ของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ์ มีลักษณะใกล้เคียงกับแบคทีเรียสกุล Bacillus ซ่ึงมีความเป็นไปได้สูงท่ี

แบคทีเรียเหล่านี้จะมีความสามารถในการยับยั้งราเช่นเดียวกับสกุล Bacillus ที่มีงานวิจัยมากมายที่ศึกษา

และพบว่าสามารถยับยั้งราก่อโรคในพืชได้ ยกตัวอย่างเช่น มีรายงานเกี่ยวกับ Bacillus subtilis T429 ท่ี

แยกได้จากดินบริเวณรากพืชของต้นข้าว สามารถยับยั้ง Magnaporthe grisea ท่ีก่อโรคใบไหม้ในข้าว ทำ

ให้สูญเสียผลผลิตข้าว โดยพบว่า B. subtilis T429 ยับยั้งการสร้างเอนไซม์ไมโทคอนเดรียลดีไฮโดรจีเนส 

(mitochondrial dehydrogenase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่สำคัญในการสร้าง ATP และนอกจากนี้แบคทีเรีย

ดังกล่าวยังสามารถยับยั้งการสร้างเออร์โกสเตอรอล (ergosterol) ที่เป็นองค์ประกอบสำคัญในเส้นใยของ

รา ซึ่งส่งผลต่อผนังเซลล์และเยื่อหุ้มเซลล์ ทำให้เกิดการรั่วของเส้นใยราได้ และงานวิจัยนี้ยังพัฒนาต่อยอด

โดยนำน้ำเลี้ยงเชื้อไปผ่านกระบวนการสเปรย์ดรายด์ (spray drying) เพื่อยืดอายุการทำงานและเพิ่มความ

กระจายตัวของสารเมแทบอไลต์ เมื่อนำไปทดสอบการควบคุมโรคพบว่ามีประสิทธิภาพที่สูงกว่าการใช้ไตร

ไซคลาโซล (tricyclazole) ซึ่งเป็นสารเคมีกำจัดศัตรูพืช (Meng และคณะ, 2015)   นอกจากนี้ยังมี

งานวิจัยท่ีรายงานว่า Bacillus safebsis B21 ท่ีแยกได้จากผลของต้นหอมหม่ืนล้ี (Osmanthus fragrans 
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Lour.) มีความสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สามารถยับยั้งการเจริญเส้นใยของ M. oryzae โดย

จากการวิเคราะห์สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ พบว่าเป็นสารกลุ่มลิโพเปปไทด์ ซ่ึงได้แก่ สารอิทูริน A2 และอิทู

ริน A6 โดยสารชนิดนี้สามารถยับยั้งการเจริญเส้นใยรา โดยปรับเปลี่ยนสมบัติการเลือกผ่านของเยื่อหุ้ม

เซลล์รา ทำให้เกิดการเลือกผ่านสารเข้าเซลล์ผิดปกติ เส้นใยมีลักษณะบวม และส่งผลทำให้ไม่สามารถ

เจร ิญได ้ของ  (Rong และคณะ , 2020)   และย ั งม ีว ิจ ัยท ี ่ รายงานเก ี ่ ยวก ับการใช ้  Bacillus 

methylotrophicus สายพันธุ์ BC79 ที่แยกได้จากดิน และพบว่ามีความสามารถผลิตกรดเฟนอะมิโน

เมธิลอะซีติก (phenaminomethylacetic acid) ซึ่งมีสมบัติยับยั้งการเจริญของเส้นใย และการงอกสปอร์

ของ M. oryzae (Shan และคณะ, 2013)   งานวิจัยที ่กล่าวถึงเป็นเพียงตัวอย่างรายงานเกี ่ยวกับ

ความสามารถการยับยั้งราของ Bacillus เท่านั้นโดยเน้นไปที่ราก่อโรคในข้าวที่สอดคล้องกับงานวิจัยน้ี   

ดังนั้นการพิสูจน์เอกลักษณ์ด้วยวิธีทางชีววิทยาระดับโมเลกุลโดยการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์

บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ยังคงมีความจำเป็น เพื่อให้ได้ชนิดของแบคทีเรียที่มีความ

น่าเช่ือถือมากย่ิงข้ึน 

งานวิจัยครั้งนี้ได้แบคทีเรีย 3 สายพันธุ์ที่มีความสามารถในการยับยั้ง P. oryzae ซึ่งเป็นสาเหตุ

ของโรคไหม้ในข้าว และทราบชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อและค่า pH ที่เพิ่มประสิทธิภาพการยับยั้งรา แต่

อย่างไรก็ตาม งานวิจัยนี้ยังจำเป็นต้องหาภาวะอื่นที่เหมาะสม เช่น เวลาในการผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งรา 

รวมทั้งต้องระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียที่แน่ชัด   นอกจากนี้ ยังจำเป็นต้องศึกษาสารต้านราที่แบคทีเรีย

ผลิตออกมาว่าเป็นสารชนิดใด รวมไปถึงกลไกการทำงานของสารต้านรานั้น ซึ่งเป็นส่วนที่จำเป็นจะต้อง

ศึกษาหากต้องการที่จะพัฒนานำแบคทีเรียไปใช้จริงในอนาคต เพื่อเสริมสร้างความเข้าใจและความ

ปลอดภัยของแบคทีเรียต่อการนำไปใช้จริง   ผลการทดลองที่ได้ในงานวิจัยนี้เป็นผลที่ได้จากการทดลอง

ภายในห้องปฏิบัติการเท่านั้น จึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติม เช่น การศึกษาบนต้นข้าว หรือการศึกษาในนา

ข้าวต่อไป รวมท้ังควรมีการศึกษาว่าสารต้านราไม่ส่งผลต่อส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ อีกด้วย 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. อาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA)  

อาหารสำเร็จรูป Potato Dextrose broth                                         24   กรัม  

Agar                                                                                      15   กรัม  

ผสมส่วนประกอบท้ังหมดตามลำดับในน้ำปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมให้เข้า

กัน แล้วเติมน้ำปลอดประจุจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความ

ดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

2. อาหารเหลว Luria-Bertani Agar (LB) 

Tryptone                                                                                10    กรัม  

Yeast extract                                                                            5    กรัม  

NaCl                                                                                      10    กรัม  

Agar                                                                                       15    กรัม 

ผสมส่วนประกอบท้ังหมดตามลำดับในน้ำปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมให้เข้า

กัน แล้วเติมน้ำปลอดประจุจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความ

ดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

3. อาหารเหลว Nutrient broth (NB) 

อาหารสำเร็จรูป Nutrient broth (NB)                                             24   กรัม  

ละลายส่วนผสมในน้ำปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วเติมน้ำ

ปลอดประจุจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์

ต่อตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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4. อาหารเหลว Tryptic soy broth (TSB)  

อาหารสำเร็จรูป Tryptic soy broth                                                24   กรัม  

ละลายส่วนผสมในน้ำปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วเติมน้ำ

ปลอดประจุจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์

ต่อตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

  



 

52 

ภาคผนวก ข 

1. บัฟเฟอร์ 1X Tris-acetate (TAE)  

Trizma base                                                                      121       กรัม  

กรดอะซิติกเข้มข้น                                                                 28.55    กรัม  

สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์                                           50   มิลลิลิิตร  

ผสมส่วนประกอบทั้งหมดตามลำดับในน้ำปลอดประจุปริมาตร 300 มิลลิลิตร แล้วเติม

น้ำปลอดประจุจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 

ปอนด์ ต่อตารางน้ิว ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

2.  0.9% อะกาโรสเจล  

ผงอะกาโรสเจล                                                                     0.18     กรัม  

บัฟเฟอร์ 1X TAE                                                                   20  มิลลิลิิตร  

ใส่ผงอะกาโรสเจลใน 1X TAE บัฟเฟอร์ กระจายให้เข้ากันก่อนนำไปอุ่นให้เจลละลาย  ต้ัง

ไว้ให้มีอุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส จากน้ันเติมสารละลายสำหรับย้อมดีเอ็นเอ SERVA 

DNA stain G (Serva Electrophoresis Gmbh, Germany) ปริมาตร 2% (ปริมาตร/ปริมาตร) 

ผสมให้เข้ากัน  จากน้ันนำไปเทลงในถาดแม่พิมพ์สำหรับข้ึนเจล โดยระวังอย่าให้มีฟอง และต้ังไว้

จนอะกาโรสแข็งตัว  
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