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บทคัดยอ 

งานวิจัยนี้มีจุดมุงหมายในการแยกรา Bipolaris maydis ที่กอโรคใบไหมแผลเล็กในขาวโพด และ

คัดกรองแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้งรากอโรคพืชชนิดนี ้โดยใชแบคทีเรีย 10 สายพันธทุี่ไดจาก

งานวิจัยกอนหนา   จากการคัดแยกรากอโรคจากใบขาวโพดที่เปนโรค และตรวจสอบลักษณะทางสัณฐาน

วิทยาพบวาไดราที่มีลักษณะของ B. maydis คือ โคโลนีสีเทาดำ ลักษณะของเสนใยมีสีน้ำตาลดำที่มีผนัง

กั้น คอนิเดียมีรูปรางรียาวโคงเล็กนอย ที่แบงเปน 5-11 เซกเมนต   เมื่อนำมาทดสอบการยับยั้งดวยการ

เลี้ยงรวมกับแบคทีเรียทั้ง 10 สายพันธุดวยเทคนิคการขีดเชื้อ พบวาแบคทีเรียทั้ง 10 สายพันธุแสดง

ความสามารถในการเปนปฏิปกษตอ B. maydis จึงคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุ M22 ที่มีเปอรเซ็นตการ

ยับยั้งสูงท่ีสุดที ่24.77% เพ่ือนำไปทดสอบในขั้นตอไป   เมื่อนำมาทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งของสาร

เมแทบอไลตที่ผลิตออกจาก M22 พบวามีเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงถึง 92.84%   เมื่อนำสายพันธุ M22 ไป

พิสูจนเอกลักษณ โดยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบวาเซลลมีรูปรางเปนแทง ยอมติดสีแกรม

บวก และจากการวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA พบวาสายพันธุ M22 มีความใกลเคียง 

100% กับแบคทีเรีย Bacillus subtilis CAB 1111 (KJ194590.1)   การแปรผันชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ

ที่เหมาะสมในการผลิตสารยับยั้งรา พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อ Luria Bertani (LB) ใหความสามารถในการ

ยับยั้งสูงท่ีสุด โดยมีเปอรเซ็นตการยับยั้งเทากับ 92.84±0.00%   ผลการทดลองท่ีไดนี้จะเปนแนวทางเพ่ือ

นำแบคทีเรียเหลานี้ไปประยุกตใชเพ่ือควบคุมการแพรระบาดของ B. maydis ซึ่งกอโรคใบไหมแผลเล็กใน

ขาวโพดตอไป 
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Abstract 

The objectives of this study were isolation of Bipolaris maydis, which caused 

Southern corn leaf blight in maize, and screening of 10 bacterial isolates that previously 

could inhibit several phytopathogenic fung. By isolating fungi from diseased corn leaf and 

examining morphology of the isolated fungus, it was found that the fungal morphology 

was resemble that of B. maydis which were grey-black colony, dark brown septate hyphae, 

and oval-shape conidia with slightly curve that dividing into 5-10 segments. By testing 

inhibition ability using 10 bacterial isolates by dual culture streak plate technique, the 

result showed that all tested bacteria were able to antagonize against B.  maydis. Isolate 

M22 was selected for further experiment dued to its highest inhibition percentage of 

24.77%. Extracellular metabolites assay showed that M22 had highest inhibition rate, 

92.84%. Morphological study showed that M22 was Gram positive rod shape bacteria. The 

nucleotide analysis of 16S rDNA revealed that M22 has 100% similarity to Bacillus subtilis 

CAB 1111 (KJ194590.1). Suitable culture media for the production of bioactive metabolites 

was evaluated. The test showed that B. subtilis M22 which cultured in Luria Bertani ( LB) 

had highest inhibition rate with its inhibition percentage of 92.84±0.00%   The results from 

this study will be useful and serve as a preliminary data for controlling of Southern corn 

leaf blight in maize caused by B. maydis. 
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กิตติกรรมประกาศ 

โครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณนี้สำเร็จลุลวงไปไดดวยดีดวยความชวยเหลือ

อยางยิ่งจาก รองศาสตราจารย ดร.ปาหนัน เริงสําราญ อาจารยที่ปรึกษาโครงการฯ ที่กรุณาใหความรู 

คำปรึกษา คำแนะนำ ตลอดจนขอคิดตาง ๆ ในการทำโครงการนี้  อีกทั้งยังกรุณาตรวจสอบและแกไข

ปรับปรุงโครงการฉบับนี้ใหสมบูรณมากขึ้น ซึ่งผูวิจัยขอกราบขอบพระคุณในความเมตตาของอาจารยเปน

อยางสูงไว ณ ที่นี้ดวย 

ขอขอบพระคุณคณาจารยในภาควิชาจุลชีววิทยาทุกทาน ที่กรุณาใหความร ูคำปรึกษา คำแนะนำ

ตาง ๆ ที่มีประโยชนตอโครงการ และประสบการณในการทำงานวิจัยในครั้งนี้ดวย 

ขอขอบคุณเจาหนาที ่ทุกทานในภาควิชาจุลชีววิทยาที ่กรุณาอำนวยความสะดวกในการทำ

โครงการนี้ และใหความชวยเหลือในเรื่องเครื่องมือและอุปกรณตาง ๆ ในภาควิชาจุลชีววิทยา 

ขอขอบคุณพี่ ๆ ในหองปฏิบัติการของ รองศาสตราจารย ดร.ปาหนัน เริงสําราญ ซึ ่งไดแก 

นางสาวสิริตา เสียมไหม และนายสิรภพ ภูมิภูติกุล ที่ใหความชวยเหลือ ใหคำแนะนำ คำปรึกษา ขอคิดเห็น

ตาง ๆ ในการทำโครงการนี้ ตลอดจนสนับสนุนการทำโครงการนี้ใหสำเร็จลุลวงไปไดดวยดีมาโดยตลอด 

ขอขอบคุณเพื่อน ๆ นิสิตปริญญาตรีในภาควิชาจุลชีววิทยา ที่ใหคำปรึกษา คำแนะนำ และความ

ชวยเหลือเปนอยางดี ตลอดจนเปนกำลังใจในการทำโครงการนี้ใหสำเร็จลุลวงไดอยางสมบูรณ 

สุดทายนี้ขอกราบขอบพระคุณมารดา และสมาชิกทุกคนในครอบครัวที่คอยสนับสนุน และเปน

กำลังใจในการทำโครงการนี้ใหสำเร็จลุลวงไปไดดวยดีมาโดยตลอด 
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บทท่ี 1 

 

บทนำ 
 

ขาวโพด 

ขาวโพด มีชื่อวิทยาศาสตรวา Zea may Linn. ซึ่งเปนธัญพืชเศรษฐกิจสำคัญที่ใชเปนอาหารของ

มนุษยและสัตว โดยเฉพาะขาวโพดเลี้ยงสัตวเปนวัตถุดิบหลักในอุตสาหกรรมการผลิตอาหารสัตว ทั้งนี้

ความตองการใชขาวโพดเลี้ยงสัตวทั้งตลาดในประเทศและตลาดตางประเทศมีเพิ่มสูงขึ้นอยางตอเนื่อง 

(สถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, 2558)   ในบรรดาพืชอาหารที่ใชเมล็ดดวยกัน

ขาวโพดจัดวาเปนพืชที่มีความสำคัญเปนอันดับ 3 ของโลก มีการผลิตทั่วไปในเขตอบอุน (temperate) 

เขตอากาศกึ่งรอนชื้น (subtropic) และพื้นที่ราบเขตรอน (lowland tropic) โดยขาวโพดสามารถปรับตัว

ไดดีในสภาพแวดลอมที่หลากหลาย (ราเชนทร ถิรพร, 2545)   ในป ค.ศ. 2018 พบวามีการปลูกขาวโพด

ถึง 490,145,927 ไรทั่วโลก คิดเปนผลผลิต 1,147,621,938 ตัน (FAOSTAT, 2018) และในประเทศไทยมี

การปลูกขาวโพดถึง 7,176,972 ไร โดยเปนขาวโพดเลี้ยงสัตว 6,929,904 ไร และขาวโพดหวาน 247,068 

ไร ซึ่งคิดเปนผลผลิตรวม 5,606,900 ตัน โดยเปนขาวโพดเลี้ยงสัตว 5,069,413 ตัน และขาวโพดหวาน 

537,487 ตัน (สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2561) 

 

โรคของขาวโพดท่ีมีสาเหตุจากรา 

ในกลุมของจุลชีพที่เปนสาเหตุโรคพืช ราเปนสาเหตุที่สำคัญที่กอความเสียหายใหแกพืชผลมาก

ที่สุด   โรคท่ีมักพบในขาวโพดมีดังนี ้

 

โรคราน้ำคาง (downy mildew) 

โรคราน้ำคางมีสาเหตุจากรา Peronosclerospora sorghi ซึ่งจะเขาทำลายขาวโพดไดตั ้งแต

ระยะตนกลาจนถึงระยะออกดอก 

อาการ 

ระยะแรกอาการจะเปนแบบเฉพาะที่ (local lesion) โดยตนกลาจะพบจุดสีขาวหรือสีเหลืองออน

บนใบเลี้ยงและใบจริง 2-3 ใบแรก ตอจากนั้นจุดนี้จะขยายออกเปนสีขาวลุกลามไปยังโคนใบ (รูปที่ 1.1) 

ระยะที่สองอาการจะเปนแบบทั่วทั้งตน (systemic symptom) ซึ่งจะพบบนใบที่ผลิออกมาใหม

โดยพบลักษณะลายทางสีขาว เขียวออน หรือเหลืองออนที่เกิดขึ้นจากโคนใบถึงปลายใบ ซึ่งอาจยาว

ติดตอกันไปหรือขาดเปนชวง บางครั้งอาจพบลักษณะอาการเปนปนสีขาวจากโคนใบไปยังปลายใบ อาการ

ระยะที่สองเปนระยะที่ขาวโพดเกิดความเสียหายอยางมาก (วารีรัตน สมประทุม, 2563) 
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รูปที่ 1.1 โรคราน้ำคาง (downy mildew) 

ที่มา: https://www.forestryimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=5573578 

 

โรคราสนิม (Southern corn rust) 

โรคราสน ิมในขาวโพดมี 3 แบบ คือ 1) common rust เก ิดจากเช ื ้อ Puccinia sorghi 2) 

Southern rust เกิดจากเช ื ้อ Puccinia polysora และ 3) Tropical rust เกิดจากเช ื ้อ Physopella 

zeae   สำหรับประเทศไทยมีรายงานพบราสนิม 2 แบบ คือ common rust และ Southern rust 

อาการ 

พบเกือบทุกสวนของตนขาวโพด โดยแสดงอาการเปนจุดนูนเล็กสีน้ำตาลแดง ขนาดของแผล 0.2-

2.0 มิลลิเมตร แผลจะเกิดดานบนใบมากกวาดานลางของใบ เม่ือเปนโรคในระยะแรกจะพบเปนจุดนูนเล็ก 

ตอมาแผลจะแตกออกมองเห็นเปนผงสีสนิมเหล็ก (รูปที่ 1.2)   ในกรณทีี่เปนโรครุนแรงจะทำใหใบแหงตาย

ในที่สุด (วารีรัตน สมประทุม, 2563) 

 
รูปที่ 1.2 โรคราสนิม (Southern corn rust) 

ที่มา: https://www.mississippi-crops.com/2014/08/01/what-should-you-do-about-late-southern-corn-rust/ 

 

โรคใบไหมแผลเล็ก (Southern corn leaf blight) 

โรคใบไหมแผลเล็กมีสาเหตุเกิดจากรา Bipolaris maydis โดยพบการระบาดทั่วไปในแหลงที่มี

การปลูกขาวโพด และระบาดเพิ่มมากขึ้นในหลายพื้นที่   โรคนี้นับวาเปนหนึ่งในโรคที่มีความสำคัญทาง

เศรษฐกิจทั่วโลก 
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อาการ 

ระยะแรกจะเกิดจุดเล็กสีเขียวออน ฉ่ำน้ำ ตอมาจุดจะขยายออกตามความยาวของใบ โดยแผล

ขนานไปตามเสนใบ ตรงกลางแผลจะมีสีเทา ขอบแผลมีสีเทาน้ำตาล ขนาดของแผลไมแนนอน แผลที่ขยาย

ใหญเต็มที่มีขนาดกวาง 6-12 มิลลิเมตร ยาว 6-27 มิลลิเมตร (รูปที่ 1.3)   ใบขาวโพดที่เปนโรครนุแรงแผล

จะขยายตัวรวมกันเปนแผลใหญ และทำใหใบแหงตายในที่สุด   ในตนกลาจะพบอาการเกิดข้ึนพรอมกันทุก

ใบ ซึ่งอาจจะเห่ียวและแหงตายภายใน 3-4 สัปดาห หลังปลูก   แตถาเกิดกับตนแกอาการจะเกิดบนใบลาง

กอน ทั้งนี้อาการสามารถปรากฏไดทั้งบนตน กาบใบ ฝก และเมล็ด (วารีรัตน สมประทุม, 2563) 

 
รูปที่ 1.3 โรคใบไหมแผลเล็ก (Southern corn leaf blight) 

ที่มา: https://cropprotectionnetwork.org/resources/articles/diseases/southern-corn-leaf-blight-of-corn 

 

โรคใบไหมแผลใหญ (Northern corn leaf blight) 

โรคใบไหมแผลใหญมีสาเหตุเกิดจากรา Exserohilum turcicum ซึ่งพบการระบาดในบางพื้นที่ที่

มีการปลูกขาวโพด โดยมคีวามสำคัญรองจากโรคใบไหมแผลเล็ก 

อาการ 

การเกิดโรคจะพบไดกับทุกสวนของขาวโพด โดยเฉพาะบนใบ กาบใบ ลำตน และฝก โดยเกิดเปน

แผลขนาดใหญสีเทา หรือสีน้ำตาล มีลักษณะยาวตามใบ หัวทายเรียวคลายรูปกระสวย อาการจะเกิดกับใบ

ลางกอน ขนาดแผลยาว 2.5-15 เซนติเมตร (รูปที่ 1.4)   ใบที่มีอาการรุนแรงแผลจะขยายตัวรวมกันเปน

แผลใหญทำใหใบไหมและแหงตายในที่สุด (วารีรัตน สมประทุม, 2563) 

 
รูปที่ 1.4 โรคใบไหมแผลใหญ (Northern corn leaf blight) 

ที่มา: https://www.ipmimages.org/browse/subthumb.cfm?sub=16546 



4 

 

 

โรคใบจุด (leaf spot) 

โรคใบจุดในขาวโพดมีสาเหตุเกิดจากรา Curvularia lunata ซึ่งพบไดทั่วไปในแหลงที่มีการปลูก

ขาวโพด 

อาการ 

สวนใหญจะปรากฏบนใบ แตบางครั้งอาจพบบนกาบใบ และฝก   ระยะแรกเกิดเปนจุดเล็กขนาด

เทาหัวเข็มหมุดสีเขียวออน ตอมาตรงกลางจุดจะแหงมีสีเทาหรือน้ำตาลออน ขอบแผลสีน้ำตาลแดง ใน

ที่สุดเปลี่ยนเปนสีน้ำตาลไหม และจะมีวงแหวนสีเหลืองลอมรอบ จุดใหญสุดมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 3 

มิลลิเมตร (รูปที่ 1.5) (วารีรัตน สมประทุม, 2563) 

 
รูปที่ 1.5 โรคใบจุด (leaf spot) 

ที่มา: https://cropprotectionnetwork.org/resources/articles/diseases/curvularia-leaf-spot-of-corn 

 

โรคแอนแทรคโนส (anthracnose) 

โรคแอนแทรคโนสในขาวโพดมีสาเหตุเกิดจากรา Colletotrichum graminicola ซึ ่งจะเขา

ทำลายขาวโพดในระยะออกดอก   สวนของพืชที่ถูกทำลาย ไดแก ใบ เมล็ด และลำตน   พืชอาศัยหลักที่

สำคัญของรานี้อยูในวงศ Poaceae เชน ขาวโพด ขาวฟาง ขาวสาลี   ราชนิดนี้พบในพื้นที่ที่มีอากาศเย็น

หรือพ้ืนที่สูง 

อาการ 

พบลักษณะใบเปนจุดกระจายทั่วจากเสนกลางใบ อาการใบจุดจะแผขยายกวางในทุกใบที่ราเขา

ทำลาย บริเวณก่ึงกลางจุดพบเปนสีเทาหรือสีฟางขาว ตอมาจะเปลี่ยนเปนสีน้ำตาล เทาถึงสีดำ วงซอนกัน

เปนชั้น (concentric ring)   ในพื้นที่ที่มีการเขาทำลายของราอยางรุนแรงอาจทำใหใบแหงตายได อาการ

ที่ลำตนพบวาเนื้อเยื่อดานในมีลักษณะฉ่ำน้ำและมีสีผิดปกติ (รูปที่ 1.6)   เมื่อราเพิ ่มปริมาณจะทำให

เนื้อเยื่อของลำตนพอง ทำใหลำตนแตก สวนกลางลำตนเปนสีแดงขอบสีน้ำตาล สวนของเปลือกมีสีแดง ทำ

ใหเมล็ดเล็กรูปรางผิดปกต ิ(วารีรัตน สมประทุม, 2563) 
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รูปที่ 1.6 โรคแอนแทรคโนส (anthracnose) 

ที่มา: https://www.canr.msu.edu/resources/anthracnose-leaf-blight-of-corn 

 

โรคกาบและใบไหม (banded leaf and sheath blight) 

โรคกาบและใบไหมมีสาเหตุจากรา Rhizoctonia solani มีการระบาดสรางความเสียหายรุนแรง

เปนบริเวณกวาง 

อาการ 

ทำใหตนกลาเนาหักลมทั้งที่สวนยอดยังเขียว โคนตนระดับคอดินมีรอยฉ่ำน้ำสีเขียวอมเทา อาจ

พบเสนใยสีขาวเจริญปกคลุมที่ราก (รูปที่ 1.7)   ราสามารถเขาทำลายสวนตาง ๆ ของขาวโพดได เชน ลำ

ตน ใบ กาบใบ กาบฝก และฝก (วารีรัตน สมประทุม, 2563) 

 
รูปที่ 1.7 โรคกาบและใบไหม (banded leaf and sheath blight) 

ที่มา: http://nsfcrc-news.blogspot.com/2017/07/blog-post.html 

 

โรคตนเนาดำ (charcoal rot) 

โรคตนเนาดำมีสาเหตุเกิดจากรา Macrophomina phaseolina โดยโรคตนเนาดำพบทั่วไปใน

บริเวณพ้ืนที่ปลูกที่มีอุณหภูมิคอนขางสูง หรืออยใูนชวงแลง  ซึ่งรานี้มีพืชอาศัยหลายชนิดนอกจากขาวโพด 

เชน ขาวฟาง ถั่วเขียว ถั่วเหลือง ทานตะวัน งา ผัก และผลไมหลายชนิด 
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อาการ 

ราเขาทำลายขาวโพดตั้งแตระยะกลา หรือระยะที่ขาวโพดเริ่มแก โดยจะแสดงอาการที่รากโดย

เกิดเปนรอยฉ่ำน้ำสีน้ำตาล ตอมาเปลี่ยนเปนสีดำ (รูปที่ 1.8)   เมื่อขาวโพดแกราจะแพรระบาดเขาไปในลำ

ตน ทำใหขาวโพดแกกอนกำหนด ใบเหี่ยว โคนตนแตก ตนขาวโพดจะหักลมงาย ราเขาทำลายเมล็ดทำให

เมล็ดเปนสีดำ (วารีรัตน สมประทุม, 2563) 

 
รูปที่ 1.8 โรคตนเนาที่เกิดจากเชื้อรา (charcoal rot) 

ที่มา: https://www.forestryimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=5366647 

 

งานวิจัยนี้มุงเนนที่ Bipolaris maydis หรือ Cochliobolus heterostrophus (teleomorph) 

(Balint-Kurti และคณะ, 2006) ที่กอโรคใบไหมแผลเล็ก   รานี้จัดอยูใน Phylum Ascomycota, Class 

Dothideomycetes, Order Pleosporales, Family Pleosporaceae (Pereira, 2014)   ก า รศ ึ ก ษ า

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ B. maydis ภายใตกลองจุลทรรศน พบลักษณะคอนิเดียสีน้ำตาลออน 

รูปรางยาวรีโคงเล็กนอย ที่มีการแบงเปน 5-11 เซกเมนต (รูปที่ 1.9) (Pál และคณะ, 2015) 

 
รูปที่ 1.9 คอนิเดียของ Bipolaris maydis 

ที่มา: https://www.forestryimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=5564509 

 

การควบคุมโรคท่ีเกิดในขาวโพด 

การปองกันโรคโดยทั่วไปมักใชการถอนและเผาทำลายพืชหรือชิ้นสวนของพืชที่เปนโรค หรือใช

สารเคมีปองกันรา เชน ไตรโฟรีน 20 (ซาพรอล) หรือ ซีเน็บ เปนตน (กรมสงเสริมการเกษตร, 2560)   แต

การใชสารเคมีมักมีผลกระทบที่ตามมาคือ เกิดการตกคางของสารเคมี เกิดมลพิษในสิ่งแวดลอม (รังสิมา 

เกงการพานิช, 2558)   ดังนั้นจึงมีการศึกษาคนควาวิธีการควบคุมโรคดวยวิธีการทางชีวภาพ เชน การใช
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จุลินทรียปฏิปกษที่มีอยูในธรรมชาติมายับยั้งการเจริญเติบโตของรา ซึ่งวิธีนี้ไมเปนอันตรายตอเกษตรกร 

ผูบริโภค และสิ่งแวดลอม (นิพนธ ทวีชัย, 2553) 

 

การควบคุมโรคดวยวิธีทางชีวภาพ 

วิธีทางชีวภาพ (biocontrol) เปนวิธีทางเลือกในการกำจัดสิ่งมีชีวิตที่เปนสาเหตุของโรคพืช เชน 

รา แบคทีเรีย หรือหนอนแมลงที่ทำใหเกิดโรคพืช (Pal และ Gardener, 2006)   การใชแบคทีเรียในการ

ควบคุมโรคพืชสามารถใชไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ โดยแบคทีเรียแกรมบวกที่มีรายงานวา

สามารถใชเพื่อการควบคุมทางชีวภาพได ไดแก Bacillus sp., Streptococcus sp., Lactobacillus sp., 

Leuconostoc sp., และ Lactococcus sp. เปนตน  สวนแบคทีเรียแกรมลบ ไดแก Pseudomonas 

sp., Enterococcus sp., Pediococcus sp., Serratia sp. และ Acetobacter sp. (Deketelaere และ

คณะ, 2017) ซึ่งการควบคุมราที่กอโรคในพืชสามารถเกิดไดดวยหลายกลไก 

 

กลไกการยับยั้งรา 

1. ภาวะแขงขัน (competition) 

เปนการแขงขันระหวางแบคทีเรียและรากอโรคพืช โดยจะแขงขันกันในดานอาหารและ

องคประกอบที่จำเปนในการเจริญเติบโตในดินและรอบ ๆ รากของพืช เนื่องจากแบคทีเรียมีการเจริญเร็ว

กวารากอโรคพืช จึงทำใหแบคทีเรียใชสารอาหารบางชนิดไปอยางรวดเร็ว  อีกทั้งแบคทีเรียมีการแยงใช

องคประกอบสำคัญบางอยางในดิน เชน ธาตุเหล็กที่เปนองคประกอบสำคัญที่พบไดทั่วไปในดิน มักพบใน

รูปที่ไมละลายน้ำ แบคทีเรียสามารถผลิตสารไซเดอรโรฟอร (siderophores) ที่สามารถจับกับไอออนของ

ธาตุเหล็กและดูดซึมเขาสูเซลลได ทำใหรากอโรคพืชขาดธาตุเหล็กที่ใชในการเจริญเติบโต (Chet และคณะ

, 1990) 

2. ภาวะหลั่งสารยับยั้งการเจริญ (antibiosis) 

ภาวะหลั ่งสารยับยั้งการเจริญมีบทบาทสำคัญในการยับยั ้งโรคในแบคทีเรียบางสายพันธุ 

โดยแบคทีเรียจะผลิตสารปฏิชีวนะที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรียกอโรคออกมา (Chet และคณะ, 1990) เชน 

การย ับย ั ้ ง  Rhizoctonia solani ในด ินดวยการใช เกลดาโนไมซ ิน (geldanomycin) ท ี ่ผล ิตจาก 

Streptomyces hygroscopicus (Rothrock และ Gottlieb, 1984) 

3. ภาวะปรสิตและการยอยสลาย (parasitism and lysis) 

จุลินทรียที่สามารถยอยสลายสิ่งมีชีวิตอื่นไดมีอยูทั่วไปในระบบนิเวศ   จุลินทรียเหลานี้มี

บทบาทสำคัญในดานความสมดุลทางจุลชีววิทยาในดิน และยังเปนเครื่องมือที่มีประสิทธิภาพในการ

ควบคุมทางชีวภาพ (Henis และ Chet, 1975)   ผนังเซลลของราหลายสายพันธุประกอบไปดวยไคติน 

(chitin) แบคทีเรียจะผลิตเอนไซมบางชนิดที ่มีสมบัติในการยอยสลายผนังเซลลของรา (cell wall 

digesting enzyme) หรือเอนไซมที่สามารถไฮโดรไลซซับสเตรตที่เปนสวนประกอบของผนังเซลลของรา 

(hydrolytic enzyme) นำไปสูการสลายตัวของโครงสรางของรา   เอนไซมเหลานี ้ เชน ไคทิเนส 
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(chitinase), กลูแคเนส (glucanase) และโปรต ีเอส (protease) เปนต น (Chet และคณะ, 1990; 

Rahman และคณะ, 2018) 

4. การชักนำใหเกิดความตานทานโรค (induced host resistance) 

เปนการชักนำใหพืชเกิดความตานทานทางสรีรวิทยา เพื่อเพิ่มความสามารถในการปองกัน

โรคพืช โดยพืชจะไดรับการกระตุนจากสิ่งเราในสิ่งแวดลอม โดยสารหรือจุลินทรียบางชนิด แลวทำใหเกิด

การกระตุนเพื่อเพิ่มความทนทานตอการติดโรคพืชทางออมได   การกระตุนภูมิคุมกันมี 2 ประเภท ไดแก 

systemic acquired resistance (SAR) ที ่ถ ูกกระตุนดวยจุลินทรียกอโรค และ induced systemic 

resistance (ISR) ที่ถูกกระตนุดวยจุลินทรียไมกอโรค (Singh, 2014) 

 

ปจจัยที่มีผลตอการควบคุมทางชีวภาพ 

1. แหลงคารบอน 

คารบอนมีบทบาททั้งในดานการสังเคราะหทางชีวภาพและดานการสรางพลังงานในสื่งมีช ีวิต   

การศึกษาเกี่ยวกับผลของแหลงคารบอนที่มีตอการเจริญของ Pantoea agglomerans สายพันธุ CPA-2 

ของ Costa และคณะ (2002) โดยมีแหลงคารบอนทั้งหมด 9 ชนิด ไดแก กลูโคส, ฟรุกโทส, กาแลคโทส, 

มอลโทส, ซูโครส, แลคโทส, ทรีฮาโลส, แปงที่ละลายน้ำได, และเด็กซทริน พบวาฟรุกโทส, ซูโครส, ทรี

ฮาโลส, และมอลโทสเปนแหลงคารบอนท่ีดี โดยใหปริมาณเซลลอยทูี่ 5.1-5.5×109 cfu/ml 

2. ความเปนกรดเบส 

จุลินทรียแตละชนิดมีภาวะความเปนกรดเบสที่เหมาะสมกับการเจริญแตกตางกัน   Abeyratne 

และ Deshappriya (2018) ไดศึกษาชวงของความเปนกรดเบสที่มีผลตอการควบคุมทางชีวภาพของ 

Trichoderma sp. ตอ Fusarium sp. โดยศึกษาในชวงความเปนกรดเบสระหวาง 4, 5, 6, และ 7 พบวา

ในดินที่มีความเปนกรดเบสในชวง 4-5 เหมาะสำหรับการอยูรอดของ Trichoderma sp. ในดิน และ

ในชวงที่ความเปนกรดเบสเทากับ 6 เปนภาวะที่เหมาะสมสำหรับการสรางสปอรและการผลิตสารยับยั้งรา

ตอ Fusarium sp. 

3. อุณหภูม ิ

อุณหภูมิมีผลตอการเจริญและกิจกรรมเมแทบลิซึมของจุลินทรีย   การศึกษาของ Zeinat และ

คณะ (2010) เกี่ยวกับการหาภาวะที่เหมาะสมตอการเพิ่มปริมาณชีวมวลที่ใชเปนสารควบคุมทางชีวภาพ

ตอไสเดือนฝอยที่ทำใหเกิดโรครากปมในถั่วปากอา โดยแปรผันอุณหภูมิที่ใชบม Serratia marcescens 

แ ล ะ  Pseudomonas fluorescens ต ั ้ ง แ ต  2 0 , 25 , 30, 35 แล ะ  4 0  อ ง ศ า เ ซล เ ซ ี ย ส  พบว า 

S. marcescens และ P. fluorescens สามารถเจริญไดในชวง 25-35 องศาเซลเซียส โดยเจริญไดดีที่สุด

ที่ 30 องศาเซลเซียส และเจริญไดนอยลงท่ี 20 และ 40 องศาเซลเซียส 

4. อัตราการไดรับออกซิเจน 

จุลินทรียแตละชนิดมีความตองการออกซิเจนไมเทากัน   Zeinat และคณะ (2010) ยังศึกษา

เกี ่ยวกับอัตราการดูดซับออกซิเจนที ่ม ีผลตอปริมาณการผลิตชีวมวลของ S. marcescens และ 
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P. fluorescens โดยแปรผันรอบการเขยาที่ 80, 120 และ 160 รอบตอนาที พบวาที่ 120 และ 160 รอบ

ตอนาทีนั ้น S. marcescens และ P. fluorescens สามารถลดความหนาแนนประชากรของตัวออน

ไสเดือนฝอยไดมากถึง 100 เปอรเซ็นต โดย S. marcescens สามารถเจริญไดดีที่สุดที่รอบการเขยา 160 

รอบตอนาที และ P. fluorescens สามารถเจริญไดดีที่รอบการเขยา 120 รอบตอนาที 

 

มีงานวิจัยจำนวนหนึ่งที่พยายามยับยั้งการเจริญเติบโตของรา การติดเชื้อเพิ่ม รวมทั้งการทำให

ขาวโพดมีความตานทานการติดโรคใบไหมแผลเล็ก เชน การใช Pseudomonas fluorescens สายพันธุ 

PJ0210 ที่มีความสามารถยับยั้ง B. maydis ไดดวยกลไกการแยงสารอาหารที่จำเปน (Mohamed และ 

Caunter, 1995), การใชโปรตีนที่ผลิตจาก Bacillus subtilis สายพันธุ N3 ที่สามารถยับยั้ง Bipolaris 

sp. ที่กอโรคใบไหมแผลเล็กในขาวโพดได 65% หรือปองกันการรุกรานของ Bipolaris sp. ไดมากกวา 

89% (สุดารัตน นุชวงษ, 2556) เปนตน 

 

ในการทดลองครั้งนี้ จะคัดแยก B. maydis ที่กอโรคใบไหมแผลเล็กจากใบขาวโพด จากนั้นคนหา

จุลินทรียปฏิปกษตอ B. maydis โดยจะใชแบคทีเรียทั้งหมด 10 สายพันธุ ที่ไดมาจากงานวิจัยกอนหนานี้ 

ซึ่งแบคทีเรีย 8 สายพันธุคัดแยกมาจากตัวอยางดินในจังหวัดกาญจนบุรี และพบวามีประสิทธิภาพในการ

ควบคุมการเจริญของรากอโรคไดหลายชนิด (คงยุทธ เลิศมงคลธรรม, 2549) และอีก 2 สายพันธุคัดแยก

มาจากน้ำทะเลบริเวณเกาะสีชัง และพบวาทั้ง 2 สายพันธุมีความสามารถในการยับยั้งรากอโรคไดหลาย

ชนิด (ดรุณี จิวเจริญ, 2552)   ดังนั้นแบคทีเรียทั้ง 10 สายพันธุจึงเปนตัวเลือกที่นาสนใจและคาดวาจะมี

ความสามารถในการยับยั้ง B. maydis ได จึงนำมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งราดังกลาวและหา

ภาวะที่เหมาะสมสำหรับแบคทีเรียที่ใหประสิทธิภาพการยับยั้ง B. maydis ไดสูงสุด 

 

วัตถุประสงคของโครงการ 

งานวิจัยนี้มงุแยก Bipolaris maydis ที่กอโรคใบไหมแผลเล็กในขาวโพด จากนั้นหาแบคทีเรียที่มี

ความสามารถในการยับยั้ง B. maydis แลวพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรีย และหาภาวะที่แบคทีเรีย

สามารถยับยั้งราไดโดยมีประสิทธิภาพสูงสุด เพื่อนำไปพัฒนาตอเปนสารชีวภาพในการยับยั้งราที่กอโรค

แทนการใชสารเคมี 

 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

1. ได Bipolaris maydis ที่กอโรคใบไหมแผลเล็กในขาวโพด 

2. ไดแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยังยั้ง B. maydis ที่กอโรคใบไหมแผลเล็กในขาวโพด 

3. ทราบเอกลักษณของแบคทีเรีย 

4. ไดภาวะที่เหมาะสมของแบคทีเรียในการผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้ง B. maydis ที่กอโรคใบไหมแผล

เล็กในขาวโพด  
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บทท่ี 2 
 

อุปกรณและเคมีภัณฑ 
 

2.1 อปุกรณที่ใชในงานวิจัย 

1. กระบอกฉีดยาพลาสติกขนาด 5 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 

2. กลองจุลทรรศนแบบใชแสง (light microscope) รุน UNILUX-12 ของบริษัท Kyowa, Japan 

3. คอรกบอเรอร (cork borer) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร 

4. เครื่องแกวของบริษัท Pyrex, USA 

5. เครื่องเขยา (shaker) รุน Innova 2100 ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA 

6. เครื่องชั่ง รุน PG2002-G ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

7. เครื่องตรวจสอบเจล BluPAD LED Transilluminator ของบริษัท BIO-HELIX, Taiwan 

8. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน ES-215 ของบริษัท TOMY Seiko, Japan 

9. เคร ื ่องป นเหว ี ่ยงชน ิดต ั ้ งโต ะ (bench-top centrifuge) ร ุ น 200H ของบร ิษ ัท Hettich 

Zentrifugen, Germany 

10. เครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของบริษัท Kubota, Japan 

11. เคร ื ่องป นเหว ี ่ยงปร ับความเย ็น (refrigerated centrifuge) ร ุ น Allegra 25R ของบร ิษัท 

Beckman, German 

12. เครื่องผสมสาร (vortex-Genie2) รุน G506E ของบริษัท Scientific Industries instruments, 

USA 

13. เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน MyCycler Thermal Cycler ของบริษัท 

Bio-Rad Laboratories, USA 

14. เคร ื ่ องว ัดความเป นกรดเบส (pH meter)  ร ุ น  Cyberscan 2000 ของบร ิษ ัท Eutech 

Cybermetics, Singapore 

15. เครื ่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Genesys 20 ของบริษัท Thermo 

Scientific, USA 

16. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 20 ของบริษัท Thermo 

Scientific, USA 

17. เ ค ร ื ่ อ ง ว ั ด ป ร ิ ม า ณ ส า ร พ ั น ธ ุ ก ร ร ม แ บ บ น า โ น ร ุ น  2 0 0 0  C ( NanoDrop 2000c 

spectrophotometer) ของบริษัท Thermo Scientific, USA 

18. จานเพาะเลี้ยง (petri dish) ขนาด 90X15 มิลลิเมตร ของบริษัท Hycon plastic, USA 
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19. ชุดกรองสารตัวอยางใหปราศจากเชื้อขนาดความกวางของรู 0.45 ไมครอน ของบริษัท Millipore, 

USA 

20. ตูเขี่ยเชื้อแบบ laminar flow รุน J2-21 ของบริษัท ISSCO, USA 

21. ตู แช แข็ง (deep freeze) อุณหภูม ิ  -20 องศาเซลเซ ียส ร ุ น F0535 ของบร ิษ ัท Sanyo 

Electronic, Japan 

22. ตูบมเชื้อ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany 

23. ตูอบแหง (hot air oven) ของบริษัท Memmert, Germany 

24. แผนกระดาษรอง (paper disc) ขนาด 6 มิลลิเมตร ของบริษัท Whatman, United Kingdom 

25. ไมโครปเปตตและทิปรนุ P10, P20, P100, P200, P1000 มิลลิลิตร ของบริษัท Gilson, USA 

26. หลอดคิวเวตต (cuvette) รุน Spectronic 401 ของบริษัท Milton Roy, USA 

 

2.2 เคมีภัณฑและชดุทดสอบสำเร็จรูป 

1. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท Merck, Germany 

2. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 

3. เปปโทน (peptone) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 

4. ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 

5. ผงวนุ (agar) ของบริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 

6. เมทานอล (methanol) ของบริษัท Merck, Germany 

7. สารละลาย dNTP ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร ของบริษัท Siberian Enzyme, Russia 

8. สียอมดีเอ็นเอความเขมขน 6 เทา (6X loading dye) ของบริษัท Thermo Scientific, USA 

9. อาหารสำเร็จรูป NB (Nutrient Broth) ของบริษัท Difco™, USA 

10. อาหารสำเร็จรูป PDB (Potato Dextrose Broth) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 

11. อาหารสำเร็จรูป TSB (Tryptic Soy Broth) ของบริษัท Difco™, USA 

12. เอธานอล (ethanol) ของบริษัท Merck, Germany 

13. 1Kb DNA Ladder ของบริษัท Thermo Scientific, USA 

14. GeneJET PCR Purification Kit ของบริษัท Thermo Scientific, USA  

15. GoTaq® Green Master Mix ของบริษัท Promega, USA 

16. PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kit ของบริษัท Geneaid Biotech, Taiwan 

17. SeaKem® LE Agarose ของบริษัท Bio Science Rockland, USA 

18. SERVA DNA stain G ของบริษัท Serva Electrophoresis GmbH, Germany 

19. Tris base (Tris(hydroxymethyl)aminomethane) (C4H11NO3) ของบริษัท Research 

Organics, USA 
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บทท่ี 3 

 

วิธีดำเนินการวิจัย 
 

3.1 จุลินทรียที่ใชในงานวิจัย 

 3.1.1 แบคทีเรีย 

 นำแบคทีเรียทั้งหมด 10 สายพันธุจากคลังจุลินทรีย ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย มาเลี ้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Luria-Bertani (LB) agar (ภาคผนวก ก1) บมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

 3.1.2 รากอโรคพืช 

แยก Bipolaris maydis จากใบขาวโพดที่เปนโรค โดยตัดใบขาวโพดบริเวณที่แสดงอาการของ

โรคดวยใบมีดที่ปราศจากเชื ้อ จากนั ้นกำจัดเชื ้อบริเวณผิวดานนอกดวยการแชในสารละลาย 70% 

เอธานอล เปนระยะเวลา 2 นาที แลวลางดวยน้ำกลั่นและซับใหแหงดวยกระดาษซับที่ปราศจากเชื้อ  นำ

ใบที่เตรียมไดไปวางลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื ้อ potato dextrose agar (PDA) (ภาคผนวก ก2) บมที่

อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 6 วัน ภายใตภาวะที่มีแสง (Zainab, 2016)  จากนั้นแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ แลว

เก็บบนหลอดอาหารแข็งเอียง PDA 

พิสูจนเอกลักษณเบื้องตนของรากอโรคและพิสูจนโรคตามขั้นตอนของ Koch's postulate โดย

เตรียมสารแขวนลอยของสปอรรากอโรคดวยน้ำปลอดเชื้อที่มี 1% tween 80   นำใบขาวโพดที่ไมเปนโรค

มาทำความสะอาดผิวใบดวย 70% เอธานอล ผึ่งใหแหง แลวนำสารแขวนลอยสปอรราที่เตรียมไวมาหยด

ลงบนใบขาวโพดที่ทำความสะอาดแลว ใชสำลีถูใหทั่วบริเวณผิวใบ  สำหรับชุดควบคุมใชน้ำกลั่นปลอดเชื้อ

แทนสารแขวนลอยสปอรของรา  บมใบขาวโพดในถุงพลาสติกที่มีกระดาษชุบน้ำเพื่อใหความชื้น  มัดปาก

ถุงหลวม ๆ และวางไวที่อุณหภูมิหอง จนกระทั่งสังเกตเห็นการเกิดอาการของโรคบนใบขาวโพด   แยกรา

จากใบขาวโพดที่เปนโรค แลวตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ และภายใต

กลองจุลทรรศน 

 เลี้ยงราโดยวางชิ้นวุน (agar plug) ของราที่มีขนาด 6 มิลลิเมตร บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA บมที่ 

25 องศาเซลเซยีส เปนระยะเวลา 10 วัน 

 

3.2 การทดสอบประสิทธิภาพในการยับย้ังรา 

 3.2.1 การทดสอบโดยใชเทคนิคการขดีเชื้อ 

เลี้ยงแบคทีเรียในขอ 3.1.1 รวมกับรา B. maydis ที่แยกไดจากขอ 3.1.2 บนอาหาร PDA โดย

วางชิ้นวุนของรา ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร ลงบนดานหนึ่งของจานอาหาร PDA  สวนอีกดาน

หนึ่งขีดแบคทีเรียของแตละสายพันธุ  สำหรับชุดควบคุมวางเฉพาะชิ้นวุนของรา โดยไมขีดแบคทีเรีย แต
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ขีดน้ำกลั่นปลอดเชื้อแทนแบคทีเรีย   บมจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 

14 วัน จนกระทั่งราปกคลุมทั่วผิวอาหารในชุดควบคุม ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ (Cheffi และคณะ, 2019)   

จากนั้นวัดขนาดเสนผานศูนยกลางการเจริญของรา และนำไปคำนวณเปอรเซ็นตการยับยั้งจากสูตรตอไปนี้ 

(Erdogan และ Benlioglu, 2010) 

 

เปอรเซน็ตการยับยั้ง =
เสนผานศูนยกลางของราในชุดควบคุม (มม. ) −  เสนผานศูนยกลางของราในชุดทดลอง (มม. )

เสนผานศูนยกลางของราในชุดควบคุม (มม. )
× 100 

 

 3.2.2 การทดสอบโดยใชเทคนิคการผสมน้ำเลี้ยงเชื้อในอาหาร 

การทดสอบความสามารถในการยับยั้งราดวยการผสมน้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลล (cell free 

supernatant) เลี้ยงแบคทีเรีย 3 สายพันธซุึ่งมีเปอรเซ็นตการยับยั้งสูงสุด โดยลงเชื้อ 1 ลูปในอาหารเหลว 

LB (ภาคผนวก ก3) 100 มิลลิลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 

ชั่วโมง จากนั้นวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรใหได 0.5  นำมาลงเชื้อ 1% ใน

อาหารเหลว LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปน

เวลา 18 ชั่วโมง  นำไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

10 นาที  จากนั ้นนำสวนใสของน้ำเลี ้ยงเชื้อแบคทีเรียไปกรองเซลล โดยใชชุดกรองสารตัวอยางให

ปราศจากเชื้อ Millipore filter ขนาดความกวางรู 0.45 ไมครอน  แลวนำสวนใสปราศจากเซลลที่ไดไป

ผสมกับ 2XPDA ที่มีความเขมขนเปนสองเทา (ภาคผนวก ก4) ที ่หลอมเหลวไวที่อุณหภูมิ 55 องศา

เซลเซียส ในอัตราสวน 1:1  แลวเทลงในจานเลี้ยงเชื้อ ตั้งไวใหอาหารแข็ง   วางชิ้นวุนของ B. maydis ที่

กลางจานเลี้ยงเชื้อที่เตรียมได   สำหรับชุดควบคุมวางเฉพาะชิ้นวุนของราลงบนจานอาหารแข็ง PDA ที่ไม

มีน้ำเลี้ยงแบคทีเรีย แตใสอาหารเหลว LB ปลอดเชื้อแทน   บมจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส จนกระทั่งราปกคลุมทั่วผิวอาหารในชุดควบคุม ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ (สุดารัตน นุชวงษ, 2556)   

จากนั้นวัดขนาดเสนผานศูนยกลางการเจริญของรา และนำไปคำนวณเปอรเซ็นตการยับยั้งจากสูตรขางตน 

 

3.3 การพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรีย 

3.3.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

สังเกตลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง LB โดยเลี้ยงแบคทีเรียที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน

ระยะเวลา 24 ชั่วโมง, ทดสอบสมบัติการยอมติดสีแกรม (Gram stain) 

3.3.2 การศึกษาดวยวิธีการทางชีววิทยาระดับโมเลกุล 

ทดสอบระดับชีววิทยาโมเลกุล โดยการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA ที่ได

จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอรมาตรฐาน 9F และ 1510R เทียบกับฐานขอมูล 
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3.3.2.1 เตรียมดีเอ็นเอแมแบบของแบคทีเรีย 

สกัดดีเอ็นเอแมแบบของแบคทีเรียโดยใชสารละลายและวิธีดำเนินการของชุดสกัดดีเอ็นเอ 

PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kit (Geneaid Biotech, Taiwan) ดังนี้ เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเลี ้ยง

เชื้อเหลว LB บมที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง  นำแบคทีเรีย

ปริมาตรรวม 3 มิลลิลิตร นำไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที  ดูดสวน

ใสดานบนทิ้ง แลวเติมสารละลาย Gram positive bacteria buffer ที่เติม Lysozyme แลว ปริมาตร 

200 ไมโครลิตร ลงในตะกอนเซลลของแบคทีเรีย  บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที โดยผสม

สารละลายทุก ๆ 10 นาที   เติม 20 ไมโครลิตรของ Proteinase K แลวผสมใหเขากัน และบมที่ 60 องศา

เซลเซียส เปนเวลาประมาณ 10 นาที โดยผสมสารละลายทุก ๆ 3 นาที  จากนั้นเติม GB buffer ปริมาตร 

200 ไมโครลิตร ผสมสารละลายใหเขากัน และนำไปบมที่ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 10 นาที 

โดยผสมสารละลายทุก ๆ 3 นาที  จากนั้นเติม RNase A ปริมาตร 5 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง เปน

เวลา 5 นาที   เติม 100% เอธานอล ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และผสมสารใหเขากัน  เทสารละลาย

ทั้งหมดลงใน GD column และปนเหวี่ยงทีค่วามเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที  จากนั้น

เปลี่ยน collection tube  แลวเติมสารละลาย W1 buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และปนเหวี่ยงท่ี 

14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที  ทิ้งสารละลายที่ผานคอลัมน และเติม 600 ไมโครลิตรของ 

Wash buffer ที่เติมเอธานอลแลว  จากนั้นปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 

วินาที  ทิ้งสารละลาย และปนเหวี่ยงคอลัมนที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 3 นาที  ยาย

คอลัมนไปใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร  เติมสารละลาย Elution buffer ที่อุนไว 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  ตั้งไว 3 นาททีี่อุณหภูมิหอง แลวปนเหวี่ยงท่ี 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 

วินาที  จากนั้นเก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ไดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

3.3.3.2 ทำปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

ใชดีเอ็นเอแมแบบของแบคทีเรียที่ไดจากขอ 3.3.2.1 มาทำปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใช 

GoTaq® Green Master Mix (Promega, USA) ดังนี ้

2X GoTaq® Green Master Mix    25 ไมโครลิตร 

 10 µM 9F ไพรเมอร     1.0 ไมโครลิตร 

 10 µM 1510R ไพรเมอร     1.0 ไมโครลิตร 

 ดีเอ็นเอแมแบบ      5.0 ไมโครลิตร 

 Nuclease-Free Water     18 ไมโครลิตร 
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หลังจากนั้นนำไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยตั้ง

โปรแกรมที่กำหนดดังนี ้(Kaewklom และคณะ, 2014) 

 Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 

 Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 

 Annealing  ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที  30 รอบ 

 Extension  ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที 

 Final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ี

 

3.3.3.3 ทำอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 

นำผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสจาก 3.3.3.2 มาทำอิเล็กโทรโฟเรซิส โดยเตรียม 

1% อะกาโรสเจลที่ผสม SERVA DNA stain G ดวยบัฟเฟอร 1X Tris-acetate (TAE) (ภาคผนวก ข1)  

แลวนำเจลไปวางในเครื่องทำอิเล็กโทรโฟเรซิสที่มีบัฟเฟอร 1X TAE  จากนั้นโหลดผลิตภัณฑดีเอ็นเอที่ได

จากข อ 3.3.3.2 และด ี เอ ็น เอมาตรฐาน 1Kb DNA Ladder (Thermo Scientific,  USA)  แล วให

กระแสไฟฟาความตางศักย 100 โวลต ประมาณ 30 นาที หรือจนกวาแถบสีเคลื่อนไปจนเกือบตกจากเจล   

นำเจลไปสองภายใต UV ดวยเครื่องตรวจสอบเจล BluPAD และตรวจสอบขนาดและคุณภาพของดีเอ็นเอ

เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 

 

3.3.3.4 ทำบริสุทธิ์ผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

 นำผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสมาทำบริสุทธิ์โดยใชสารละลายและวิธีดำเนินการ

ของช ุดสำหร ับทำบร ิส ุทธ ิ ์ด ี เอ ็นเอ Thermo Scientific GeneJET PCR Purification Kit (Thermo 

Scientific, USA)  โดยนำผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิร ิยาลูกโซพอลิเมอเรสมาเติม Binding bufer ใน

อัตราสวน 1:1 และผสมใหเขากัน  นำสารละลายผสมที่ไดปริมาตร 800 ไมโครลิตร ใสลงใน GeneJet 

purification column ปนเหวี่ยงท่ี 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 60 วินาที ทิ้งสารละลายที่ผานคอลัมน  

แลวเติม Wash buffer ที่เติมเอธานอลแลว ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน  ปนเหวี่ยงที่ 14,000 

รอบตอนาที เปนเวลา 60 วินาที และทิ้งสารละลายที่ผานคอลัมน  แลวยายคอลัมนไปใสหลอดไมโครเซน

ตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Elution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และปนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 1 นาท ี เก็บสารละลายที่ไดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลลเซียส และตรวจสอบคุณภาพและ

ความบริสุทธิ์โดยการทำเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 

 

3.3.3.5 วิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทด 

 สงชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ทำบริสุทธิ์ไดจากขอ 3.3.3.4 ไปหาลำดับนิวคลีโอไทด โดยใชบริการของ

บริษัท ATGC (ประเทศไทย) เปรียบเทียบขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA จากฐานขอมูล 

Genbank ดวยโปรแกรม BLASTN 
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3.4 การหาภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับการผลิตสารยับย้ังรา 

 เลี้ยงแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งสูงที่สุดใน LB บมที่ 37 องศาเซลเซยีส ความเร็วรอบ 

200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง ปนเหวี่ยงตกตะกอนเซลลที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 8.000 

รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทน้ำเลี้ยงเชื้อออกใหเหลือแตตะกอนเซลล ลางดวยน้ำปราศจากไอออนที่

ปราศจากเชื้อ ปนเหวี่ยงตกตะกอนเซลลที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 8.000 รอบตอนาที เปนเวลา 

10 นาที ลางตะกอนเซลลทั้งหมด 2 ครั้ง นำเซลลที่ผานการลางมาแขวนลอยในน้ำปราศจากไอออนท่ี

ปราศจากเชื้อ วัดคาความดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ใหได 0.5 (Sowanpreecha และ

คณะ, 2018) 

3.4.1 ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 ลงเชื ้อ 1% ในอาหารเลี ้ยงเชื ้อ 3 ชนิด ไดแก Nutrient Broth (NB) (ภาคผนวก ก4), Luria 

Bertani (LB) และ Tryptic Soy Broth (TSB) (ภาคผนวก ก5) ที ่คาความเปนกรดเบสเทากับ 7 บมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั ่วโมง  แลวทดสอบ

ประสิทธิภาพการยับยั ้ง B. maydis โดยใชวิธีผสมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อตามขอ 3.2.2 ทำการทดสอบ

ทั้งหมด 3 ซ้ำ (Sowanpreecha และคณะ, 2018) 

 3.4.2 ผลของความเปนกรดเบส 

 ลงเชื้อ 1% ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากขอ 3.4.1 ที่คาความเปนกรดเบสเทากับ 6, 7, 8 และ 9 

บมที ่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั ่วโมง ทดสอบ

ประสิทธิภาพการยับยั ้ง B. maydis โดยใชวิธีผสมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อตามขอ 3.2.2 ทำการทดสอบ

ทั้งหมด 3 ซ้ำ (Sowanpreecha และคณะ, 2018) 

 3.4.3 ผลของอุณหภูมิ 

 ลงเชื้อ 1% ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากขอ 3.4.1 ที่คาความเปนกรดเบสที่ไดจากขอ 3.4.2 บมท่ี

อุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทดสอบ

ประสิทธิภาพการยับยั ้ง B. maydis โดยใชวิธีผสมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อตามขอ 3.2.2 ทำการทดสอบ

ทั้งหมด 3 ซ้ำ (Sowanpreecha และคณะ, 2018) 

 3.4.4 ผลของระยะเวลา 

 ลงเชื้อ 1% ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไดจากขอ 3.4.1 ที่คาความเปนกรดเบสที่ไดจากขอ 3.4.2 บมท่ี

อุณหภูมิที่ไดจากขอ 3.4.3 เปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง เก็บตัวอยางทุก ๆ 3 ชัว่โมง ติดตามการเจริญโดยวัด

คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้ง B. maydis โดยใชวิธี

ผสมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อตามขอ 2.4.2 ทำการทดสอบทั้งหมด 3 ซ้ำ (Sowanpreecha และคณะ, 2018) 

 

  



17 

 

บทท่ี 4 

 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การแยก Bipolaris maydis 

 จากการแยก B. maydis จากใบขาวโพดที่เปนโรค พบวาโคโลนีของรามีสีเทาดำ (รูปที่ 4.1 A) 

ลักษณะเสนใยมีผนังก้ันสีดำน้ำตาลเขม คอนิเดียรูปทรงรียาวโคงเล็กนอย สีน้ำตาลออน ดังรูปที่ 4.1 B ซึ่ง

เปนลักษณะทีค่ลายกับของ B. maydis จึงไดคัดเลือกโคโลนีใหบริสุทธิ์บนอาหารแข็ง PDA 

   
รูป 4.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ B. maydis 

A) โคโลนีของ B. maydis และ B) ลักษณะเสนใยและคอนิเดียของ B. maydis (400 เทา) 

 

4.2 การทดสอบประสิทธิภาพในการยับย้ัง Bipolaris maydis 

4.2.1 การทดสอบดวยเทคนิคการขีดเชื้อ 

การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของราดวยเทคนิคการขีดแบคทีเรีย 10 สายพันธุ 

ไดแก TU12-11, TW1-1ng, N1, N3, M10, M22, M23, M25, M26 และ M27 รวมกับ B. maydis บน

อาหารแข็ง PDA พบวาแบคทีเรียทุกสายพันธมุีความสามารถในการยับยั้ง B. maydis ดังแสดงในตารางท่ี 

4.1   นอกจากนี้ยังสังเกตพบวาแบคทีเรียแตละสายพันธุสงผลตอลักษณะทางกายภาพของรา เชน สีของ

โคโลนีและการสรางสปอรของราดวย   ทั้งนี้สายพันธุ M22, M25 และ M27 มีความสามารถยับยั้งสูงสุด

สามลำดับแรก ซึ่งมีเปอรเซ็นตการยับยั้งเทากับ 24.77%, 18.84% และ 24.64% ตามลำดับ จึงคัดเลือก

แบคทีเรีย 3 สายพันธนุี้เพ่ือทำการทดลองในขั้นตอไป 

  

A B 
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ตารางที่ 4.1 ผลการยับยั้งการเจริญของ B. maydis ดวยแบคทีเรีย 10 สายพันธุ 

แบคทีเรีย เปอรเซ็นตการยับยั้ง (%) การเจริญของราและแบคทีเรีย 

ชุดควบคุม 0 

 

TU12-11 2.90±0.00 

 

TW1-1ng 0.78±0.00 

 

N1 0.72± 1.06 

 

N3 14.49±0.00 

 

M10 0.92± 5.66 
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แบคทีเรีย เปอรเซ็นตการยับยั้ง (%) การเจริญของราและแบคทีเรีย 

M22 24.77±0.00 

 

M23 1.45±0.00 

 

M25 18.84±0.00 

 

M26 7.25±0.00 

 

M27 24.64±0.00 
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4.2.2 การทดสอบดวยเทคนิคการผสมน้ำเลี้ยงเชื้อในอาหาร 

 การทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั ้งการเจริญของราดวยเทคนิคการผสมน้ำเลี ้ยงเชื้อของ

แบคทีเรีย 3 สายพันธุ ไดแก M22, M25 และ M27 กับ PDA หลอมเหลว จากนั้นเลี้ยง B. maydis บน

อาหารที่ผสมน้ำเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรียแตละสายพันธุ พบวาน้ำเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุมี

ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ B. maydis ดังแสดงในตารางที่ 4.2  โดยสายพันธุ M22 มี

ความสามารถในการยับยั้งสูงสุด มีเปอรเซ็นตการยับยั้งเทากับ 92.84% จึงคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุนี้

ไปทำการทดลองในขั้นตอไป 

 

ตารางที่ 4.2 ผลการยับยั้งการเจริญของ B. maydis ดวยน้ำเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียสายพนัธ ุM22, M25 และ M27 

แบคทีเรีย เปอรเซ็นตการยับยั้ง (%) การเจริญของรา 

ชุดควบคุม 0 

 

M22 92.84±0.00 

 

M25 68.54±9.12 

 

M27 62.91±11.85 
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4.3 การพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรีย 

 4.3.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

 จากการศึกษาลักษณะของแบคทีเรียสายพันธุ M22 โดยยอมสีแกรม และตรวจสอบลักษณะ

ภายใตกลองจุลทรรศน พบวาเปนแบคทีเรียแกรมบวก  ลักษณะรูปรางเปนแทง ดังรูปที่ 4.2 

   
รูปที่ 4.2 ลักษณะของแบคทีเรียสายพันธุ M22 ภายใตกลองจุลทรรศน กำลังขยาย 1,000 เทา 

 

 4.3.2 การศึกษาดวยวิธีการทางชีววิทยาระดับโมเลกุล 

 จากการนำดีเอ็นเอที ่สกัดไดโดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kit ไปทำ

ปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสดวยไพรเมอรมาตรฐาน 9F และ 1510R  แลวทำอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส

ไดผลดังรูปที ่ 4.3 ซึ่งพบวาผลิตภัณฑที่ไดมีขนาดประมาณ 1,000 คูเบส   จากนั้นนำผลิตภัณฑจาก

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสที่สกัดไดไปทำใหบริสุทธิ์ดวยชุดสำหรับทำบริสุทธิ์ดีเอ็นเอ GeneJET PCR 

Purification kit และตรวจสอบดวยการทำอีเล็กโทรโฟเรซิส  แลวสงผลิตภัณฑดีเอ็นเอที่ผานการทำให

บริสุทธิ์แลวไปหาลำดับนิวคลีโอไทด   จากผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA เทียบ

กับฐานขอมูล ไดผลดังแสดงไวในภาคผนวก ค. ซึ่งพบวาแบคทีเรียสายพันธุ M22 มีความเหมือน 100% 

กับ Bacillus subtilis สายพันธุ CAB 1111 (KJ194590.1) 

 

       
รูปที่ 4.3 ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียสายพันธุ M22 

เปรียบเทียบกับ 1kb DNA Ladder (ซาย) 

 

  

M22 
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4.4 การหาภาวะที่เหมาะสมสำหรับการผลิตสารยับย้ังรา 

 4.4.1 ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 จากการผสมน้ำเลี้ยงเชื้อของ B. subtilis สายพันธุ M22 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 3 ชนิด ไดแก 

Nutrient Broth (NB), Luria Bertani (LB) และ Tryptic Soy Broth (TSB)   พบวาน้ำเลี้ยงเชื้อทั้งสาม

ชนิดมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ B. maydis ดังแสดงในตารางที่ 4.3 ซึ่งอาหารเลี้ยงเชื้อ LB 

แสดงผลการยับยั้งราดีท่ีสุด โดยมีเปอรเซ็นการยับยั้งเทากับ 92.84±0.00% 

 

ตารางที่ 4.3 ผลของอาหารเลี้ยงเชื้อตอการยับยั้งการเจริญของ B. maydis 

อาหารเลี้ยงเชื้อ การเจริญของรา เปอรเซ็นตการยับยั้ง (%) 

NB 

ชุดควบคุม 

 13.48±0.00 

ชุดทดสอบ 

 

LB 

ชุดควบคุม 

 92.84±0.00 

ชุดทดสอบ 
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อาหารเลี้ยงเชื้อ การเจริญของรา เปอรเซ็นตการยับยั้ง (%) 

TSB 

ชุดควบคุม 

 85.59±1.77 

ชุดทดสอบ 

 
 

 เนื่องจากสถานการณโควิด-19 ทำใหไมไดทดสอบผลของความเปนกรดเบส  ผลของอุณหภูมิ และ

ผลของระยะเวลาที่ใชบมตอการยับยั้งการเจริญของ B. maydis 
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บทท่ี 5 

 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

 จากการแยกรา Bipolaris maydis ที่กอโรคใบไหมแผลเล็กในขาวโพดจากใบขาวโพดที่มีการ

แสดงอาการของโรคบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA หลังจากบมเปนระยะเวลา 7 วัน พบวามีราที่มีลักษณะ

โคโลนีสีเทาดำ ซึ่งเปนลักษณะของ B. maydis จึงนำมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลอง

จุลทรรศนที่กำลังขยาย 400 เทา พบวาราชนิดนี้มีเสนใยที่มีผนังกั้นสีดำน้ำตาลเขม คอนิเดียรูปทรงรียาว

โคงเล็กนอย สีน้ำตาลออน ซึ่งเปนลักษณะที่คลายกับรา B. maydis จึงคัดเลือกโคโลนีที่ตองการ และ

นำมาแยกใหบริสุทธิ์บนอาหาร PDA 

 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งราของแบคทีเรีย 10 สายพันธุที่ไดจากงานวิจัยกอนหนา

ดวยเทคนิคการขีดแบคทีเรียลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA รวมกับรากอโรค พบวาแบคทีเรียทั้ง 10 สายพันธุ

แสดงความสามารถในการยับยั้งรากอโรค โดยมีสายพันธุ M22, M27 และ M25 ที่แสดงความสามารถใน

การยับยั ้งสูงที ่ส ุด โดยมีเปอรเซ็นตการยับยั ้งเทากับ 24.77%, 24.64% และ 18.84% ตามลำดับ   

นอกจากนี้ยังพบวาแบคทีเรียแตละสายพันธุสงผลตอลักษณะทางกายภาพของรา ซึ่งไดแก สีของโคโลนี

และการสรางสปอรของราดวย   จากความสามารถในการยับยั้งรา จึงคัดเลือกสายพันธุ M22, M25 และ 

M27 ซึ่งมีความสามารถในการยับยั้งสูงสุดสามลำดับแรกมาทำการทดลองในขั้นตอไป 

 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งราของแบคทีเรีย 3 สายพันธุ ไดแก M22, M25 และ M27 

ดวยเทคนิคการผสมน้ำเลี้ยงเชื้อของแบคทีเรียในอาหารแข็ง PDA พบวาแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุ มี

ความสามารถในการยับยั ้งรากอโรค โดยมีเปอรเซ็นตการยับยั้งเทากับ 92.84%, 68.54±9.12% และ 

62.91±11.85% ตามลำดับ จึงคัดเลือกสายพันธุ M22 ซึ่งมีความสามารถในการยับยั้งราสูงที่สุด มาพิสูจน

เอกลักษณของแบคทีเรียและทำการทดลองตอไป 

 การพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียสายพันธุ M22 ดวยวิธีการทางสัณฐานวิทยาพบวาเปน

แบคทีเรียแกรมบวก มีรูปรางเปนแทง  เมื่อศึกษาดวยวิธีการทางชีวโมเลกุลโดยการเปรียบเทียบลำดับ 

นิวคลีโอไทดพบวา แบคทีเรียสายพันธุ M22 มีความคลายคลึง 100% กับแบคทีเรีย Bacillus subtilis 

สายพันธุ CAB 1111 (KJ19450.1) 

 การทดสอบหาภาวะที่เหมาะสมกับการผลิตสารยับยั้งราของ B. subtilis M22 โดยการแปรผัน

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อสองชนิด ไดแก Nutrient Broth (NB), Luria Bertani (LB) และ Tryptic Soy 

Broth (TSB) พบวาอาหารเลี้ยงเชื้อ TSB ใหความสามารถในการยับยั้งสูงที่สุด โดยมีเปอรเซ็นตการยับยั้ง

เทากับ 92.84±0.00 จึงเลือกอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดนี้เพื่อใชในการทดสอบตอไป  แตเนื่องดวยสถานการณ

โควิด-19 จึงทำใหไมไดทดสอบผลของความเปนกรดเบส  ผลของอุณหภูมิ และผลของระยะเวลาที่ใชบม
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ตอการยับยั้งการเจริญของ B. maydis ซึ่งการแปรผันปจจัยเหลานี้นาจะทำใหไดภาวะที่ทำใหแบคทีเรีย

ผลิตสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่มีประสิทธภิาพในการยับยั้งราที่ดีข้ึน 

B. subtilis มีรายงานวาสามารถยับยั้ง B. maydis ได ตัวอยางเชน การศึกษาของ Yun-Feng 

และคณะ (2012) พบวา B. subtilis B47 ซึ ่งเปนเอนโดไฟตที่แยกมาจากมะเขือเทศสามารถยับยั้ง 

B. maydis ได ซึ่งเมื่อนำน้ำเลี้ยงแบคทีเรียมาตกตะกอนดวยกรด แลวสกัดดวยเมธานอล และทำบริสุทธิ์

โดยโครมาโทกราฟ จากนั้นวิเคราะหดวย FT-IR และ MALDI-TOF-MS/MS CID พบวาสารออกฤทธิ์เปน 

iturin A2 ซึ่งเปนไซคลิกลิโพเพปไทด   นอกจากนี้ยังมีรายงานการนำ B. subtilis ไปสรางสูตรผสม แลว

นำไปทดสอบการควบคุมโรคใบไหมแผลเล็กในขาวโพด ท้ังในระดับเรือนกระจกและในแปลงปลูก ซึ่งพบวา

สามารถควบคุมโรคไดดี และยังสามารถสงเสริมการเจริญของขาวโพดไดอีกดวย (Suriani และคณะ, 

2017)   จากการศึกษาของ Ding และคณะ (2017) พบวา B. subtilis DZSY21 ยับยั้ง B. maydis โดย

การผลิตสารตานราพวกลิโพเพปไทด และกระตุนการตอบสนอง ISR ของขาวโพดผานวิถีการสื่อสัญญาณ

ดวยกรดซาลิไซลิกและกรดจัสโมนิก 

 จากผลการทดสอบทั้งหมดสามารถสรุปไดวา B. subtilis M22 มีความสามารถในการยับยั้ง 

B. maydis ไดในการทดสอบดวยเทคนิคการขีดเชื้อแบคทีเรียรวมกับรากอโรคและการผสมน้ำเลี้ยงเชื้อลง

ในอาหาร   ทั้งนี้ ยังจำเปนตองศึกษาเพิ่มเติมในดานภาวะที่เหมาะสมในการสรางสารยับยั้งรามากที่สุด 

เพื่อเปนแนวทางในการนำแบคทีเรียมาใชเปนสารควบคุมทางชีวภาพตอโรคใบไหมแผลเล็กที ่เกิดจาก 

B. maydis ตอไป 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. อาหารแข็ง Luria-Bertani (LB) 

ทริปโตน        10 กรัม 

สารสกัดจากยีสต       5 กรัม 

โซเดียมคลอไรด       10 กรัม 

ผงวนุ        15 กรัม 

 ผสมสวนผสมทั้งหมดตามลำดับในน้ำปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับคา pH ใหเปน 7 ดวย 

1 M โซเดียมไฮดรอกไซด แลวเติมน้ำปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่ง

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี

 

2. อาหารแข็ง Potato Dextrose (PDA) 

อาหารสำเร็จรูป PDB      24 กรัม 

ผงวนุ        15 กรัม 

ผสมสวนผสมทั้งหมดตามลำดับในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื้อที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

 

3. อาหารเหลว Luria-Bertani (LB) 

ทริปโตน        10 กรัม 

สารสกัดจากยีสต       5 กรัม 

โซเดียมคลอไรด       10 กรัม 

ผสมสวนผสมทั้งหมดตามลำดับในน้ำปราศจากไอออน 800 มิลลิลิตร ปรับคา pH ใหเปน 7 ดวย 

1 M โซเดียมไฮดรอกไซด แลวเติมน้ำปราศจากไอออนจนมีปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร  จากนั้นนำไปนึ่ง

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี

 

4. อาหารเหลว Nutrient Broth (NB) 

อาหารสำเร็จรูป NB      8 กรัม 

ผสมสวนผสมในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื ้อที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซยีส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
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6. อาหารเหลว Tryptic Soy Broth (TSB) 

อาหารสำเร็จรูป TSB      30 กรัม 

ผสมสวนผสมในน้ำปราศจากไอออน 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆาเชื ้อที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซยีส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  
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ภาคผนวก ข 

สารละลายและบฟัเฟอร 

1. บัฟเฟอร 50X TAE 

Tris(hydroxymethyl)aminomethane    242 กรัม 

EDTA        18.61 กรัม 

กรดอะซีติกเขมขน      57.1 กรัม 

 ละลาย Tris(hydroxymethyl)aminomethane และ EDTA ในน้ำปลอดประจุปริมาตร 800 

มิลลิลิตร เติมกรดอะซีติกเขมขนผสมใหเขากัน และเติมน้ำปราศจากไอออนจนมีปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

เตรียมบัฟเฟอร 1X TAE โดยเจือจางบัฟเฟอร 50X TAE ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในน้ำปลอดประจุ

ปริมาตร 990 มิลลิลิตร  
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ภาคผนวก ค 

ลำดับนวิคลีโอไทด 

1. ผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียสายพันธุ M22 

Bacillus subtilis strain CAB 1111 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 

Sequence ID: KJ194590.1 Length: 1086  

Range 1: 377 to 1042 

Core: 1230 bits(666), Expect: 0.0,  

Identities: 666/666 (100%), Gaps: 0/666 (0%), Strand : Plus/Plus 
 

Query  1     CGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGG  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  377   CGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGG  436 
 
Query  61    TACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  437   TACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC  496 
 
Query  121   AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGT  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  497   AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGT  556 
 
Query  181   GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGA  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  557   GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGA  616 
 
Query  241   GGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGG  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  617   GGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGG  676 
 
Query  301   CGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAG  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  677   CGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAG  736 
 
Query  361   GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCC  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  737   GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCC  796 
 
Query  421   GCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAC  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  797   GCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAC  856 
 
Query  481   TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  857   TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA  916 
 
Query  541   AGCAACGCGAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTC  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  917   AGCAACGCGAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTC  976 
 
Query  601   CCCTTCGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  977   CCCTTCGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT  1036 
 
Query  661   GGGTTA  666 
             |||||| 
Sbjct  1037  GGGTTA  1042 
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