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งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือคัดกรองและประเมินแบคทีเรียที่มีสมบัติในการสํงเสริมการเจริญของถ่ัว
เหลือง ตลอดจนแบคทีเรียที่สามารถยับย้ังการเจริญของราที่กํอโรคในถ่ัวเหลือง ซึ่งแบคทีเรียเหลําน้ีอาจสามารถ
ท างานรํวมกันได๎   แบคทีเรียในดินและแบคทีเรียปมรากพืชตระกูลถ่ัวจ านวน 100 ไอโซเลต ได๎รับการทดสอบ
ส าหรับความสามารถในการยับยั้งการเจริญของราหลายชนิดที่กํอโรคในถ่ัวเหลือง ซึ่งได๎แกํ Colletotrichum 
gloeosporioides, Colletotrichum sp., Curvularia sp., Fusarium oxysporum และ Rhizoctonia 
solani   นอกจากน้ี สมบัติในการสํงเสริมการเจริญของถ่ัวเหลืองโดยไอโซเลตเหลําน้ีก็ได๎รับการประเมินด๎วย    ผล
การทดลองพบวําแบคทีเรียในดินจ านวน 11 ไอโซเลต สามารถผลิตเอนไซม์ที่ยับย้ังรา ซึ่งรวมถึง โปรตีเอสและเซลลู
เลส   ไอโซเลตเหลําน้ีผลิตกรดอินโดล-3-อะซีติกในปริมาณเล็กน๎อย และไซเดอโรฟอร์ในปริมาณสูง   ลักษณะสมบัติ
ทางสัณฐานวิทยา, สรีรวิทยา, และชีวเคมี รวมถึงล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA แสดงวํา แบคทีเรียในดิน 11 
ไอโซเลตเหลําน้ีมีความเหมือน 99% กับแบคทีเรียในสกุล Bacillus   ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA พบวํา 
6 ไอโซเลตของแบคทีเรียปมรากพืชตระกูลถ่ัวจัดเป็น Bradyrhizobium japonicum และ 1 ไอโซเลต จัดเป็น 
Bradyrhizobium elkanii   แบคทีเรียกลุํมหลังน้ีไมํมีความสามารถในการยับย้ังการเจริญของราและไมํมี
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ที่เกี่ยวข๎องกับการยับยั้งรา   อยํางไรก็ตาม แบคทีเรียกลุํมน้ีมีลักษณะสมบัติในการ
สํงเสริมการเจริญของพืช ซึ่งรวมถึง การผลิตกรดอินโดล-3-อะซีติก และไซเดอโรฟอร์, ความสามารถในการตรึง
ไนโตรเจนและการสร๎างปม   สองไอโซเลตของแบคทีเรียปมรากพืช ได๎แกํ B. japonicum 01010 และ B. elkanii 
01027 สามารถผลิตปริมาณที่สูงของกรดอินโดล-3-อะซีติก ที่ 80 µg/ml และ 42 µg/ml, ตามล าดับ   Bacillus 
sp. N13/2 ซึ่งมีสมบัติต๎านรา และ B. japonicum 01023 ซึ่งมีสมบัติสํงเสริมการเจริญของพืช สามารถเจริญ
รํวมกันและใช๎เป็นเช้ือผสมได ๎  การใสํเช้ือผสมรํวมกันของไอโซเลตเหลําน้ีโดยไมํมีราพบวํา สํงเสริมผลผลิตโดยรวม
ของถ่ัวเหลืองได๎อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ อันเป็นผลมาจากลักษณะสมบัติการสํงเสริมการเจริญของพืชของ
แบคทีเรียทั้งสองไอโซเลต   อยํางไรก็ตาม การใสํเช้ือผสมรํวมกันยังไมํเพียงพอท่ีจะป้องกันการเกิดโรคในถ่ัวเหลืองได๎
ภายใต๎ภาวะที่ทดสอบ 
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SASITHORN PONGSAMRANGUN: RHIZOBIA AND SOIL BACTERIA FOR GROWTH 
PROMOTION OF SOYBEAN. ADVISOR: ASST. PROF. PANAN RERNGSAMRAN, Ph.D. {, 138 pp. 

The aims of this work were to screen and evaluate the bacterial isolates with plant 
growth promoting characteristics, as well as suppressing the growth of pathogenic fungi in 
soybean in which these bacteria might have combination effects. One hundred isolates of soil 
bacteria and root nodule-forming-bacteria from leguminous plants were tested for their abilities 
to inhibit the growth of several fungal pathogen of soybean including Colletotrichum 
gloeosporioides, Colletotrichum sp., Curvularia sp., Fusarium oxysporum and Rhizoctonia solani. 
In addition, plant growth promotion abilities of these isolates were also evaluated. The results 
revealed that eleven isolates of soil bacteria were able to produce antifungal enzymes including 
protease and cellulase. Moreover, they produced low amount of indole-3-acetic acid, and high 
amount of siderophore. Morphological, physiological, and biochemical characteristics and 16S 
rDNA sequence revealed that these eleven isolates of soil bacteria had 99% identity to bacteria 
in the genus Bacillus. 16S rDNA sequencing demonstrated that six isolates of root nodule-
forming-bacteria belong to Bradyrhizobium japonicum and one isolate belongs 
to Bradyrhizobium elkanii. The latter group of bacteria had neither antifungal activity nor 
antifungal enzyme production. However, they possessed plant growth promoting characteristics 
including indole-3-acetic acid and siderophore productions, and nitrogen fixation and nodulation 
abilities. Two isolates, B. japonicum 01010 and B. elkanii 01027, could produce high amount of 
indole-3-acetic acid at 80 µg/ml and 42 µg/ml, respectively. Bacillus sp. N13/2 that had antifungal 
ability and B. japonicum 01023 that had plant growth promoting ability were able to grow 
together and used as mixed culture. Co-inoculation of these isolates, without fungus, significantly 
promoted overall yields of soybean due to the plant growth promoting characteristics of both 
bacteria. However, the co-inoculation was not enough to prevent disease development in 
soybean under the tested condition. 
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บทที่ 1  

บทน า 

 

ถ่ัวเหลือง (soybean) จัดอยํูในกลุํมพืชตระกูลถ่ัว (Leguminosae) มีช่ือวิทยาศาสตร์วํา Glycine max 

(L.) Merrill มีถ่ินก าเนิดในแถบเอเชียตะวันออก ในปัจจุบันมีการเพาะปลูกถ่ัวเหลืองกันอยํางแพรํหลายในประเทศ

เขตร๎อนและเขตอบอุํน (Guo และคณะ, 2012) 

ถ่ัวเหลืองเป็นพืชที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจของโลกและของประเทศไทย เน่ืองจากเมล็ดถ่ัวเหลือง

ประกอบด๎วย โปรตีนสูงถึง 40 % ซึ่งอุดมไปด๎วยกรดอะมิโนที่จ าเป็น (essential amino acid) หลายชนิด  

(Liu, 1997), คาร์โบไฮเดรต 35 % (Mateos-Aparicio และคณะ, 2008) และสารอาหารที่มีประโยชน์ตํอรํางกาย 

อาทิ ไอโซฟลาโวน (isoflavone) ซึ่งเป็นสารชํวยเพ่ิมมวลกระดูก ชํวยลดความเสี่ยงจากโรคกระดูกพรุน ลดอาการที่

เกิดจากสาเหตุการหมดประจ าเดือน (menopausal symptoms) และมีฤทธ์ิตํอต๎านการอักเสบ เป็นต๎น  

(Messina, 1999)   นอกจากน้ีถ่ัวเหลืองยังมีน้ ามัน 18-22 % ของน้ าหนักเมล็ดแห๎ง โดยน้ ามันในถ่ัวเหลืองถือเป็น

น้ ามันคุณภาพดี มีสํวนประกอบของกรดไขมันชนิดไมํอิ่มตัวซึ่งเป็นกรดไขมันที่จ าเป็นตํอรํางกาย ได๎แกํ กรดลิโนเลอิก 

(linoleic acid) ซึ่งเป็นกรดไขมันโอเมกา-3 (omega-3 fatty acid) และกรดลิโนเลนิก (linolenic acid) ซึ่งเป็น

กรดไขมันโอเมกา-6 (omega-6 fatty acid) ในปริมาณสูง (Mateos-Aparicio และคณะ, 2008) ดังน้ันจึงนิยมน า

เมล็ดถ่ัวเหลืองมาใช๎ประโยชน์มากมาย อาทิ ใช๎ในการประกอบอาหาร ใช๎ในอุตสาหกรรมผลิตแป้ง การผลิตน้ ามันพืช 

และแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์อาหารที่หลากหลาย (Erickson, 1995)   นอกจากน้ียังน ามาประยุกต์ใช๎ส าหรับสกัดน้ ามัน

และผลิตไบโอดีเซลเพ่ือใช๎เป็นพลังงานทางเลือก (Vasudevan และ Briggs, 2008)   อีกทั้งยังสามารถน ากากถ่ัว

เหลืองซึ่งเป็นผลพลอยได๎มาใช๎เป็นวัตถุดิบในการผลิตอาหารสัตว์ด๎วย (Wong และคณะ, 1996)   นอกจากน้ี 

ถ่ัวเหลืองยังเป็นพืชที่มีปมราก ซึ่งเกิดจากแบคทีเรียที่มีความสามารถในการตรึงไนโตรเจน จึงชํวยสํงเสริมการเจริญ

ของถ่ัวเหลืองและชํวยบ ารุงดินให๎อุดมสมบูรณ์อีกด๎วย (Berg, 2009) 

แนวโน๎มการผลิตและการบริโภคถ่ัวเหลืองในฐานะของพืชอาหารและพืชพลังงานมีแนวโน๎มเพ่ิมสูงข้ึนอยําง

ตํอเน่ือง   ส านักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร ได๎จัดให๎ถ่ัวเหลืองเป็นพืชเศรษฐกิจในกลุํม

พืชพลังงานทดแทนที่มีแนวโน๎มการผลิตและความต๎องการใช๎น้ ามันถ่ัวเหลืองเพ่ือการอุปโภคและบริโภคของโลกที่

เพ่ิมสูงข้ึน โดยในปี 2557/2558 ได๎มีการคาดวําความต๎องการใช๎เมล็ดถ่ัวเหลืองเพ่ือสกัดน้ ามันจะมีปริมาณเ พ่ิมข้ึน

จากปี 2556/2557 ร๎อยละ 5.16   ส าหรับในประเทศไทยการผลิตถ่ัวเหลืองยังไมํเพียงพอตํอความต๎องการ

ภายในประเทศ ประเทศไทยจึงต๎องน าเข๎าเมล็ดถ่ัวเหลือง โดยปริมาณการน าเข๎าถือเป็นอันดับ 7 ของโลก โดยใน 

ปี 2556/2557 มีการน าเข๎าเมล็ดถ่ัวเหลือง 1.80 ล๎านตัน หรือร๎อยละ 1.63 ของปริมาณน าเข๎าของโลก และ

คาดการณ์วํายังคงเพ่ิมข้ึนตามการขยายตัวของเศรษฐกิจ (ส านักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร, 2557) 
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อยํางไรก็ตามผลผลิตของถ่ัวเหลืองในประเทศกลับมีปริมาณลดลง เน่ืองจากปัญหาที่เกิดจากแมลงและ  

จุลินทรีย์กํอโรค อาทิ แบคทีเรีย ไวรัส โดยเฉพาะอยํางย่ิงจุลินทรีย์พวกรา (Roy และคณะ, 2001)   โรคส าคัญจาก

ราท่ีมีการระบาดและมีผลท าลายรุนแรงหรือคํอนข๎างรุนแรง ได๎แกํ โรคตํอไปน้ี 

โรคแอนแทรคโนส (anthracnose) เกิดจาก Colletotrichum dematium ซึ่งจะพบอาการเป็นจุดแผลสี

น้ าตาลเข๎มบริเวณใบ กิ่ง ล าต๎น และฝัก สํงผลให๎ผลผลิตถ่ัวเหลืองลดลง (Mahmodi และคณะ, 2013) 

โรคราสนิม (rust) เกิดจาก Phakopsora pachyrhizi พบอาการหลังจากต๎นถ่ัวเหลืองติดเช้ือ 5-8 วัน 

โดยจะสังเกตเห็นเป็นจุดสีน้ าตาลคล๎ายสนิม อาการจะปรากฏเป็นจุดสีน้ าตาลเล็กๆใต๎ใบและจุดจะคํอยๆมีขนาดใหญํ

ข้ึน โดยจะเกิดบริเวณผิวใบด๎านลํางมากกวําผิวใบด๎านบน ราจะเจริญและแพรํกระจายไปยังต๎นข๎างเคียง รวมถึงอาจ

ปนเปื้อนไปกับเมล็ดได๎ (Bromfield, 1984; Goellner และคณะ, 2010) 

โรครากเนํา (Rhizoctonia root rot) เกิดจาก Rhizoctonia solani   เมื่อต๎นถ่ัวเหลืองติดเช้ือจะเกิดแผล

สีน้ าตาลจนถึงน้ าตาลแดงบริเวณสํวนนอกของฐานล าต๎น (outer cortical layer) และรากแขนง (lateral root) 

โดยจะไมํพบอาการในสํวนล าต๎นใต๎ใบเลี้ยงเหนือดินข้ึนไป แตํจะสังเกตเห็นอาการของโรคจากใบซีดเหลือง 

(chlorosis) และการเจริญเติบโตของพืชหยุดชะงัก เหี่ยวและตายในที่สุด (Hwang และคณะ, 1996; Sinclair, 

1989) 

โรคใบติด (wet rot) เกิดจาก R. solani โดยพบอาการน้ีบริเวณใบ ใบเลี้ยง และฝัก ลักษณะอาการจะ

มองเห็นเส๎นใยสีขาวเจริญบนใบและใบเลี้ยง โดยจะเจริญปกคลุมและแพรํไปยังใบข๎างเคียงเกิดเป็นรํางแหคล๎ายใย

แมงมุม ใบที่เป็นโรคจะเหี่ยวและท าให๎การเจริญของต๎นหยุดชะงัก และจะแพรํไปยังฝักซึ่งสํงผลโดยตรงตํอผลผลิตถ่ัว

เหลือง (Galindo และคณะ, 1983; Hwang และคณะ, 1996) 

โดยทั่วไปเกษตรกรนิยมใช๎สารเคมีในการแก๎ไขปัญหาที่เกิดจากราดังกลําว เน่ืองจากเป็นวิธีที่มี

ประสิทธิภาพดีและให๎ผลที่รวดเร็ว   อยํางไรก็ตามการใช๎สารเคมีสํงผลกระทบด๎านลบตํอสิ่งแวดล๎อม ทิ้งสารตกค๎าง

ในดินและบนผลิตภัณฑ์ถ่ัวเหลือง รวมทั้งยังเป็นอันตรายตํอเกษตรกรผู๎ใช๎และผู๎บริโภค (Tu, 1982) และหากใช๎

ตํอเน่ืองก็จะสํงผลให๎เช้ือกํอโรคในพืชมีแนวโน๎มด้ือยาและยังท าลายจุลินทรีย์ชนิดอื่นที่มีประโยชน์ตํอพืชอีกด๎วย 

(Gerhardson, 2002)   ดังน้ันวิธีการทางชีวภาพจึงเป็นทางเลือกที่นําสนใจ เน่ืองจากเป็นวิธีที่เป็นมิตรตํอ

สิ่งแวดล๎อม เพ่ือทดแทนการใช๎สารเคมี และเป็นวิธีในการแก๎ไขปัญหาอยํางย่ังยืน (de Weger และคณะ, 1995) 

Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) คือแบคทีเรียในดินที่อาศัยอยํูบริเวณรอบๆรากพืช 

หรือยึดเกาะกับรากพืช หรือเจริญอยํูภายใน หรือเจริญรํวมกันกับพืชแบบพ่ึงพาอาศัยซึ่งกันและกัน  (symbiosis) 

หรืออาศัยแบบอิสระในดิน (free living form) โดยจะมีกลไกบางอยํางที่ชํวยกระต๎ุนการเจริญของพืช (Kloepper 

และ Schroth, 1978)   PGPR มีประโยชน์ตํอพืช อาทิ ท าหน๎าที่เป็นปุ๋ยชีวภาพ โดยมีสํวนชํวยในกระบวนการ 

ตรึงไนโตรเจน และกระบวนการสร๎างปมในกรณีของพืชตระกูลถ่ัว และยึดเกาะกับรากพืชแล๎วชํวยในการสร๎าง

สารอาหารที่จ าเป็นให๎กับพืช เชํน ฟอสฟอรัส สร๎างสารเคมีและฮอร์โมนพืชที่มีประโยชน์ตํอการเจริญเติบโตของพืช 

เชํน ออกซิน จิบเบอเรลลิน และไซโตไคนิน สร๎างสารไซเดอโรฟอร์ (siderophore) ซึ่งมีสํวนชํวยในการจับธาตุเหล็ก
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ให๎กับพืช (Perez-Montano และคณะ, 2014)   นอกจากน้ีแบคทีเรียกลุํม PGPR ยังมีรายงานวํามีความสามารถใน

การยับย้ังจุลินทรีย์กํอโรคในพืชได๎อีกด๎วย โดย PGPR ที่มีรายงานวํามีความสามารถน้ี ได๎แกํ Bacillus, 

Pseudomonas, Serratia, Stenotrophomonas, Streptomyces, Azospirillum, Bradyrhizobium, 

Ampelomyces, Coniothyrium และ Trichoderma (Cassan และคณะ, 2009; Saharan และ Nehra, 2011) 

งานวิจัยกํอนหน๎ามีการศึกษาการใช๎จุลินทรีย์ในกลุํม PGPR หลายชนิดรํวมกันเพ่ือชํวยสํงเสริมการเจริญของพืชและ/

หรือยับยั้งรากํอโรค อาทิ 

Cassán และคณะ (2009) ได๎คัดแยกและศึกษาประสิทธิภาพของ Azospirillum brasilense สายพันธ์ุ 

Az39 และ Bradyrhizobium japonicum สายพันธ์ุ E109 เพ่ือชํวยในการสํงเสริมการงอกของเมล็ดและการเจริญ

ในระยะเร่ิมต๎นของถ่ัวเหลืองและข๎าวโพด และพบวําแบคทีเรียทั้งสองสายพันธ์ุสามารถสร๎างฮอร์โมนพืช ได๎แกํ ออก

ซินในรูปของ IAA ปริมาณ 6.62±0.37 และ 13.16±0.33 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตรตามล าดับ โดย B. japonicum 

E109 ยังมีบทบาทในกระบวนการสร๎างปมรากด๎วย (Mathesius และคณะ, 1998), ฮอร์โมนซีเอทิน (zeatin (Z)) 

ปริมาณ 0.65±0.02 และ 0.88±0.03 ตามล าดับ ซึ่ง Z ชํวยเพ่ิมการท างานของเอนไซม์ไนโตรจีเนส และมีบทบาท 

ในกระบวนการสร๎างปมรากของ B. japonicum E109 (Giraud และคณะ, 2007) และฮอร์โมนจิบเบอเรลลิกแอซิด 

(gibberellic acid (GA3)) ปริมาณ 0.95 ± 0.02 และ 0.39 ± 0.03 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ตามล าดับ ซึ่งมีบทบาท

ในการเพ่ิมความสูงและขนาดของล าต๎น (Leite และคณะ, 2003) 

Atieno และคณะ (2012) ศึกษาประสิทธิภาพของ B. japonicum รํวมกบั Bacillus subtilis 2 สายพันธ์ุ

ในถ่ัวเหลืองพบวําเช้ือผสมชํวยเพ่ิมการเกิดปม (nodulation) และเพ่ิมน้ าหนักของผลผลิตที่ได๎ ประมาณ 2-5 และ 

4-10 กรัมตํอต๎น ตามล าดับ เมื่อเทียบกับชุดควบคุม 

Masciarelli และคณะ (Masciarelli และคณะ, 2014) คัดแยกแบคทีเรียในกลุํม PGPR จากเมล็ดถ่ัว

เหลืองและพบวําเป็น Bacillus amyloliquefaciens สายพันธ์ุ LL2012   เมื่อศึกษากลไกในการสํงเสริมการเจริญ

ของพืชรวมถึงบทบาทในกระบวนการตรึงไนโตรเจน การท างานของเอนไซม์ และการผลิตฮอร์โมนพืช ได๎แกํ IAA, 

GA3 และ SA รํวมกับ B. japonicum พบวําชํวยเพ่ิมความสามารถในการยึดเกาะของแบคทีเรียกับรากพืช รวมถึง

ชํวยเพ่ิมน้ าหนักแห๎งของรากและล าต๎นและจ านวนปมรากให๎มากข้ึนเมื่อเทียบกับชุดควบคุม 

ไรโซเบียมเป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปรํางเป็นแทํงยาว ( rod shape) จัดอยํูใน Class Alpha-

proteobacteria   ไรโซเบียมมีความสามารถในการเข๎าสร๎างปมในรากพืชตระกูลถ่ัวได๎และชํวยในการตรึงไนโตรเจน

จากอากาศให๎แกํพืช บทบาทในการสํงเสริมการเจริญของพืช อาทิ ผลิตฮอร์โมนพืช , ผลิตไซเดอโรฟอร์, ผลิต HCN, 

ชํวยละลายสารอินทรีย์ ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม (Siddiqui และคณะ, 2006) ตัวอยํางไรโซเบียมที่มี

ความจ าเพาะในการเข๎าสร๎างปมในรากพืชตระกูลถ่ัว ได๎แกํ Rhizobium fredii, Bradyrhizobium japonicum 

และ Bradyrhizobium elkanii 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1164556308001064
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อยํางไรก็ตาม จุลินทรีย์ที่มีบทบาทสํงเสริมการเจริญของถ่ัวเหลือง เชํน กลุํมไรโซเบียม มักไมํมี

ความสามารถในการยับยั้งรากํอโรคในถ่ัวเหลือง ดังน้ันการใช๎ไรโซเบียมที่มีความสามารถในการสํงเสริมการเจริญแกํ

พืช รํวมกับจุลินทรีย์ในดินที่มีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย์กํอโรคในถ่ัวเหลืองจึงเป็นแนวทางหน่ึงที่นําสนใจ 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

ศึกษาผลของแบคทีเรียในกลุํม PGPR โดยเน๎นศึกษากลุํมของแบคทีเรียพวกไรโซเบียมที่มีสมบัติในการสํงเสริมการ

เจริญของถ่ัวเหลืองรํวมกับกลุํม Bacillus ที่มีความสามารถในการยับย้ังการเจริญของราที่กํอโรคในถ่ัวเหลือง โดยมี

เป้าหมายเพ่ือน าไปใช๎กับพืชถ่ัวเหลือง ทดแทนการใช๎ปุ๋ยเคมีและยาก าจัดศัตรูพืชตํอไป 
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บทที่ 2 

ปริทรรศน์วรรณกรรม 

 

ถ่ัวเหลือง 

ถ่ัวเหลืองเป็นพืชใบเลี้ยงคูํ จัดอยํูในกลุํมพืชตระกูลถ่ัว (Leguminosae) มีช่ือวิทยาศาสตร์ คือ Glycine 

max (L.) Merrill   ลักษณะทางพฤกษศาสตร์เป็นพืชล๎มลุก เมื่อโตเต็มที่ล าต๎นมีความสูงประมาณ  90-120 

เซนติเมตร   ระบบรากของถ่ัวเหลืองประกอบด๎วยรากแก๎ว , รากแขนง และมีรากฝอยเป็นจ านวนมาก   ใบ

ประกอบด๎วย ใบเลี้ยง (cotyledon) และใบจริงคูํแรก (unifoliate leaves) ซึ่งมี 2 ใบ อยํูในต าแหนํงตรงข๎ามกัน 

ทั้งใบเลี้ยงและใบจริงคูํแรกจะเป็นใบเด่ียว (simple leaves) และจะเจริญตํอไปเป็นใบประกอบ มีใบยํอย 3 ใบ 

(trifoliolate)   นอกจากน้ียังมีใบขนาดเล็กเกิดเป็นคูํบริเวณฐานของกิ่งแขนง เรียกวํา prophyll (Hicks, 1978) 

ถ่ัวเหลืองมีถ่ินก าเนิดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศจีน   ชาวจีนใช๎ประโยชน์จากถ่ัวเหลืองเป็น

เวลากวํา 5,000 ปี และแพรํขยายไปสูํประเทศอื่นๆ ทั้งในเอเชีย ยุโรป และอเมริกา จนถึงปัจจุบันมีการเพาะปลูกถ่ัว

เหลืองกันอยํางแพรํหลายในประเทศเขตร๎อนและเขตอบอุํนซึ่งเหมาะสมตํอการเจริญเติบโตและให๎ผลิตผลสูง โดย

ประเทศที่ปลูกถ่ัวเหลืองมากที่สุดคือ สหรัฐอเมริกา รองลงมาได๎แกํ บราซิล และอาร์เจนตินา ตามล าดับ (The 

United States Department of Agriculture, 2016; อาวุธ ณ ล าปาง, 2538) 

ส าหรับในประเทศไทยสันนิษฐานวํา ถ่ัวเหลืองถูกน าเข๎ามาโดยพํอค๎าและชาวเขาที่เดินทางไปมาระหวําง

จีนตอนใต๎ และภาคเหนือของประเทศไทย และเร่ิมมีการปลูกในจังหวัดเชียงใหมํ    หลังจากน้ันการเพาะปลูกก็

ขยายตัวออกไปสูํภาคตํางๆของประเทศ และเร่ิมนิยมปลูกมากข้ึน เน่ืองจากมีการสกัดน้ ามันและมีผลผลิตพลอยได๎

หลังจากสกัดน้ ามันจากเมล็ดคือ กากถ่ัวเหลือง ที่นิยมใช๎เป็นสํวนผสมของอาหารสัตว์   อยํางไรก็ตามการผลิตถ่ัว

เหลืองยังไมํเพียงพอตํอความต๎องการภายในประเทศ ต๎องน าเข๎ากากถ่ัวเหลืองเพ่ือใช๎เลี้ยงสัตว์ (ส านักงานเศรษฐกิจ

การเกษตร, 2558; อาวุธ ณ ล าปาง, 2538) โดยพันธ์ุถ่ัวเหลืองที่แนะน าโดยกรมวิชาการเกษตรให๎ปลูกมีหลายพันธ์ุ 

ได๎แกํ สจ. 2, สจ. 4, สจ. 5, เชียงใหมํ 60, นครสวรรค์ 1 และสุโขทัย 1 (องค์การตลาดเพ่ือเกษตรกร, 2552) 

ความส าคัญของถ่ัวเหลือง 

ถ่ัวเหลืองเป็นพืชที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจของโลกและของประเทศไทย เน่ืองจากเมล็ดถ่ัวเหลืองอุดม

ไปด๎วยสารอาหารและเป็นแหลํงส าคัญของโปรตีน (ตารางที่ 2.1) ซึ่งโปรตีนในเมล็ดถ่ัวเหลืองมีสูงถึงร๎อยละ 34 ถึง 

57 ของน้ าหนักเมล็ดทั้งหมด   นอกจากน้ียังประกอบด๎วยคาร์โบไฮเดรต ทั้งในรูปพอลิแซ็กคาไรด์ไมํละลายน้ า 

(insoluble polysaccharide) ได๎แกํ เพคติน, เซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส และแป้ง (Liu, 1997) และในรูปของ

คาร์โบไฮเดรตที่ละลายน้ าได๎ (soluble carbohydrate) ร๎อยละ 9 ถึง 12 ได๎แกํ มอนอแซ็กคาไรด์ (กลูโคสและ
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ฟรักโทส), ไดแซ็กคาไรด์ (ซูโครส) และโอลิโกแซ็กคาไรด์ (แรฟฟิโนสและสแตคีโอส) (Liu, 1997) และสารอาหารที่มี

ประโยชน์ตํอรํางกาย อาทิ ไอโซฟลาโวน (isoflavone) ที่เป็นสารชํวยเพ่ิมมวลกระดูก ชํวยลดความเสี่ยงจาก 

โรคกระดูกพรุน ลดอาการที่เกิดจากสาเหตุการหมดประจ าเดือน (menopausal symptoms) และมีฤทธ์ิตํอต๎าน

การอักเสบ เป็นต๎น (Messina, 1999)   นอกจากน้ีถ่ัวเหลืองยังมีน้ ามันในเมล็ดร๎อยละ 8.3 ถึง 28 และโดยเฉลี่ยร๎อย

ละ 19.5 ของน้ าหนักเมล็ดแห๎ง (Wilson, 2004)   น้ ามันในถ่ัวเหลืองถือเป็นน้ ามันคุณภาพดี มีสํวนประกอบของ

กรดไขมันชนิดไมํอิ่มตัว (saturated fatty acid) ซึ่งเป็นกรดไขมันที่จ าเป็น ได๎แกํ กรดปาลมิติก (palmitic acid) 

ร๎อยละ 10 ถึง 12, กรดสเตียริก (stearic acid) ร๎อยละ 2.2 ถึง 7.2 (Cherry, 1985), กรดโอเลอิก (oleic acid) 

ร๎อยละ 24, กรดลิโนเลอิก (linoleic acid) ร๎อยละ 54 (Schnebly และ Fehr, 1993) 

ตารางที่ 2.1 องค์ประกอบของถ่ัวเหลืองตํอน้ าหนัก 100 กรัม(Good Health (Thailand), 2006) 

การผลิตและความต๎องการถ่ัวเหลืองของโลก 

ส านักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร จัดให๎ถ่ัวเหลืองเป็นพืชเศรษฐกิจในกลุํมพืชพลังงาน

ทดแทน โดยมุํงเน๎นไปที่อุตสาหกรรมการสกัดน้ ามันจากถ่ัวเหลือง   จากรายงานสถานการณ์สินค๎าเกษตรที่ส าคัญใน

ปี 2557 และการคาดการณ์แนวโน๎มในปี 2558 ด๎านการผลิต การตลาด การสํงออก การน าเข๎า และราคาของสินค๎า

เกษตรที่ส าคัญ พบวํา การผลิตและความต๎องการใช๎น้ ามันถ่ัวเหลืองเพ่ือการอุปโภคและบริโภคของโลกยังมีแนวโน๎ม

เพ่ิมข้ึน (George, 2014) ดังแสดงในตารางที่ 2.2 โดยประเทศผู๎ผลิตถ่ัวเหลืองที่ส าคัญได๎แกํ สหรัฐอเมริกา บลาซิล 

และอาร์เจนตินา ตามล าดับ (รูปที่ 2.1) 

ตารางที่ 2.2 สมดุลเมล็ดถ่ัวเหลืองโลก ปี 2552/2553 – 2557/2558 (หนํวย : ล๎านตัน) (ส านักวิจัยเศรษฐกิจ
การเกษตร, 2557) 

รายการ 2552/53 2553/54 2554/55 2555/56 2556/57 
อัตราเพิ่ม 
(ร๎อยละ) 

คาดการณ์ 
2557/58 

1. ผลผลิต 260.40 263.95 239.79 268.06 285.01 1.98 312.06 

2. น าเข๎า 86.45 88.76 93.44 95.89 110.29 5.71 112.72 
3. สํงออก 91.11 91.70 92.16 100.54 112.73 5.24 115.54 

4. สกัดน้ ามัน 209.12 228.11 228.11 229.60 239.55 3.13 251.92 

5. สต็อกสิ้นปี 62.21 53.40 53.40 56.28 66.85 -0.77 90.20 

องค์ประกอบ 

แคลอร่ี 

(กิโล

แคลอรี) 

น้ า 

 

โปรตีน 

 

ไขมัน 

 

คาร์โบไฮเดรต 

ASH 

แรํธาตุ วิตามิน 

อ่ืนๆ 
กลูโค

ไซด์ 

ไฟ

เบอร์ 
แคลเซียม เหล็ก บี1 บี2 

ไน

อา

ซิน 

ปริมาณ 

(กรัม) 
410 9.2 41.3 17.6 21.6 3.5 5.8 127 7.6 0.6 0.17 3.2 0.86 
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รูปที่ 2.1 แผนภาพผู๎ผลิตถ่ัวเหลืองที่ส าคัญในปี 2013 – 2014 (George, 2014) 

ส าหรับในประเทศไทย การผลิตถ่ัวเหลืองยังไมํเพียงพอตํอความต๎องการภายในประเทศในขณะที่ความต๎องการใช๎

เมล็ดถ่ัวเหลืองเพ่ิมสูงข้ึน (ตารางที่ 2.3) โดยมีสัดสํวนการใช๎ผลผลิตภายในประเทศ ร๎อยละ 2.38 และน าเข๎าร๎อยละ 

97.62 ของปริมาณความต๎องการใช๎ทั้งหมด โดยประเทศไทยน าเข๎าเมล็ดถ่ัวเหลืองเป็นอันดับ 7 ของโลก และ

คาดการณ์วํายังคงเพ่ิมข้ึนตามการขยายตัวของเศรษฐกิจ (ส านักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร, 2557) 

ตารางที่ 2.3 สมดุลเมล็ดถ่ัวเหลืองของไทย ปี 2553-2558 (หนํวย : ล๎านตัน) (ส านักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร, 
2557) 

 

หมายเหตุ : 1 ข๎อมูลเบื้องต๎น  2 ประมาณการณ์ 

ที่มา: Oilseeds: World Markets and Trade.USDA Foreign Agricultural Service (2014)

ปี ผลิต น าเข๎า 
รวม 

(supply) 
ความต๎องการใช๎ภายในประเทศ 

สํงออก 
รวม 

(demand) สกัดน้ ามัน ท าพันธุ์ แปรรูปฯ 
2553 169,577 1,818,705 1,988,282 1,542,307 11,877 433,134 954 1,988,282 

2554 137,381 1,994,378 2,131,759 1,727,676 9,607 391,847 2,629 2,131,759 
2555 83,787 2,199,941 2,203,728 1,679,481 4,950 517,379 1,919 2,203,728 

2556 64,355 1,678,678 1,743,033 1,451,700 4,225 285,119 1,989 1,743,033 
25571 52,541 2,015,550 2,068,091 1,693,200 3,840 365,051 6,000 2,068,091 

อัตราเพิ่ม (ร๎อยละ) -26.67 0.33 -1.22 0.13 -26.52 -6.39 40.48 -1.22 

25582 51,246 2,100,800 2,100,800 1,788,500 3,640 363,406 6,500 2,152,046 

32% 

30% 

19% 

4% 

4% 3% 
2% 

6% 

ปริมาณการผลิตถ่ัวเหลืองในประเทศต่างๆ 

สหรัฐอเมริกา 

บลาซิล 

อาเจนตินา 

จีน 

อินเดีย 

ปารักวัย 

แคนาดา 

อื่นๆ 
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บทบาทของรากํอโรคในถ่ัวเหลืองและการป้องกัน 

เน่ืองจากถ่ัวเหลืองมีความต๎องการทางเศรษฐกิจสูง ดังน้ันปริมาณผลผลิตและคุณภาพของเมล็ดถ่ัวเหลือง

จึงมีความส าคัญ   เมล็ดถ่ัวเหลืองที่มีคุณภาพดีจะสํงผลดีตํอ อัตราการงอก (germination rate), ความแข็งแรง 

(vigor) และความสามารถในการเจริญเป็นต๎นกล๎า รวมถึงลดการเกิดโรคและเพ่ิมความทนทานตํอภาวะแวดล๎อม

ตํางๆได๎ดี (Athow, 1987)   อยํางไรก็ตามมีหลายปัจจัยที่สํงผลตํอผลผลิตและคุณภาพของเมล็ด อาทิ สภาพ

ภูมิอากาศ ภาวะการเจริญและการเก็บเกี่ยว การขาดธาตุอาหาร การรบกวนของวัชพืช แมลงศัตรูพืช และโรคที่เกิด

จากจุลินทรีย์ ทั้งแบคทีเรีย รา และไวรัส ซึ่งถือเป็นปัจจัยหลักที่สํงผลให๎ผลผลิตลดลงและเมล็ดมีคุณภาพต่ า 

(Conley และคณะ, 2012) 

รามีบทบาทสร๎างความเสียหายตํอถ่ัวเหลืองอยํางมากเน่ืองจากสามารถด ารงชีวิตได๎หลายรูปแบบ อาทิ 

โครงสร๎างที่ใช๎ในการสืบพันธ์ุ (reproductive structure), ในรูปของเส๎นใย, คลามัยโดสปอร์ หรือสปอร์ชนิดอื่นๆ 

อาทิ โอโอสปอร์ (oospore) เป็นต๎น ท าให๎สามารถเข๎าท าลายถ่ัวเหลืองได๎ในทุกระยะของการเจริญ และยังสร๎าง

ความเสียหายในหลายสํวนทั้ง ดอก ฝัก ราก และล าต๎น  เมื่อราเข๎ากํอการติดเช้ือในถ่ัวเหลืองในระยะเอ็ม บริโอ 

(embryo) จะสํงผลตํอคุณภาพของเมล็ดถ่ัวเหลือง ซึ่งเป็นผลผลิตหลัก และสํงผลตํอการงอกของเมล็ดพันธ์ุในรํุน

ถัดไป (Nath และ Lambat, 1971)   นอกจากน้ีเมื่อมีต๎นติดโรคจะกลายเป็นพาหะ ซึ่งสามารถแพรํกระจายโรคไป

ยังต๎นข๎างเคียงได๎อีกด๎วย (Athow, 1987)   ราบางชนิดอาจไมํได๎เข๎าท าลายพืชโดยตรง แตํสร๎างผลิตภัณฑ์บางอยําง

ที่เป็นพิษ อาทิ สารพิษจากรา (mycotoxin) ท าให๎ผลผลิตถ่ัวเหลืองเกิดการปนเปื้อนซึ่งสํงผลเสียตํอสุขภาพของ

ผู๎บริโภค (Clear และคณะ, 1989; Mislivec และ Brunce, 1977) 

Rhizoctonia solani 

R. solani (teleomorph: Thanatephorus cucumeris) จัดอยํูในไฟลัม Basidiomycota โดยทั่วไปอาศัยในดิน 

มีลักษณะที่ส าคัญคือ ไมํสร๎างคอนิเดียซึ่งเป็นสปอร์ที่สร๎างในระยะสืบพันธ์ุแบบไมํอาศัยเพศ (asexual spore) แตํมี

การสร๎างเส๎นใย (รูปที่ 2.2) และโครงสร๎างที่มีความทนทานตํอสภาพแวดล๎อม (resistant structure) ที่เรียกวํา ไม

โครสเคลอโรเตียม (microsclerotium) หรือสเคลอโรเตียม (sclerotium) (รูปที่ 2.3ก) ซึ่งเกิดจากการพันกันของ

เส๎นใยอยํางหลวมๆแล๎วมีผนังแข็งสีน้ าตาลเข๎มหุ๎มล๎อมรอบ และนอกจากน้ีในระยะการสืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศ ยัง

สร๎างสปอร์ที่เรียกวํา เบสิดิโอสปอร์ (basidiospore) ด๎วย (Ogoshi, 1987) 

 

 

 

 
 

 

รูปที่ 2.2 เส๎นใยของ R. solani (Tredway และ Burpee, 2001) 
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ลักษณะเฉพาะอยํางหน่ึงของ R. solani คือมีการแตกแขนงของเส๎นใยเป็นมุมฉาก มีรอยคอดและผนังกั้น (septum) 

ใกล๎จุดก าเนิด มักมีการสร๎างเซลล์สั้นๆ กลมๆ เรียกวํา เซลล์โมนิลิออยด์ (monilioid cell) (รูปที่ 2.3ข) และไมํพบ

การสร๎างแคลมป์คอนเนคชัน (clamp connection) 

 

  

 
 

 
 
 
 

รูปที่ 2.3 โครงสร๎างสเคลอโรเตียม (2.3ก) ซึ่งเกิดจากการรวมกันของเซลล์โมนิลิออยด์ (2.3ข) (Tredway และ 
Burpee, 2001) 

R. solani มีบทบาทในการกํอโรคและสร๎างความเสียหายให๎กับถ่ัวเหลือง อาการที่พบ อาทิ เมล็ดเนํา ( seed 

decay), โคนเนํา (seedling blight), ไฮโพคอทิลเนํา (hypocotyl rot), รากเนํา (root rot) และใบไหม๎ (foliar 

blight) เป็นต๎น (Anderson, 1982) 

อาการของโรคส าคัญที่พบในถ่ัวเหลืองที่เกิดจาก R. solani 

1. โคนเนํา (seedling blight) 

โรคโคนเนําจัดเป็นโรคที่ส าคัญในถ่ัวเหลือง เน่ืองจากสร๎างความเสียหายที่รุนแรงในหลายพ้ืนที่ทั่วโลก อาทิ ท าให๎ผล

ผลิตลดลงร๎อยละ 10 ใน Lowa (Tadlibana, 1968) และสูงถึงร๎อยละ 40 ในพ้ืนที่ทางตอนใต๎ของบลาซิล 

(Lebman และคณะ, 1976)   เมื่อเข๎าสูํภาวะแวดล๎อมที่เหมาะสม เมล็ดที่เร่ิมงอก (germinating seed) จะเกิดการ

ติดเช้ือ R. solani ซึ่งท าให๎โคนเนําและตายในที่สุด   ราจะเข๎าโจมตีในสํวนของคอราก (root collar)   อาการของ

โรคโคนเนําในระยะแรกจะมีลักษณะช้ าน้ า (water-soaked reddish) ซึ่งจะสังเกตเห็นได๎จากโคนต๎นเหนือพ้ืนดิน 

(รูปที่ 2.4) ถูกท าลายเป็นแผลเนําสีน้ าตาล ในระยะตํอมารอยแผลจะแห๎งมีสีน้ าตาลเข๎มข้ึน โดยแผลจะลุกลามเข๎าไป

ถึงสํวนของล าต๎น ตัดการล าเลียงน้ าอาหาร และลดอัตราการเจริญของไฮโพคอทิล  (Grau และ Martison, 1971) 

สํงผลให๎ราชนิดอื่นเข๎าสูํถ่ัวเหลืองได๎งํายข้ึน ซึ่งเพ่ิมความเสี่ยงในการเกิดโรคเนําคอดิน (damping off) และรากเนํา 

(root rot) 

 

 

2.3ก 

2.3ข 
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รูปที่ 2.4 อาการโคนเนํา ลักษณะเป็นแผลสีน้ าตาลแดงในต๎นกล๎าบริเวณล าต๎นสํวนลํางที่ระดับพ้ืนดิน (Mueller, 
2015) 

2. รากเนํา (root rot) 

เมื่อต๎นถ่ัวเหลืองติดเช้ือ R. solani จะเกิดแผลสีน้ าตาล ไปจนถึงน้ าตาลแดงบริเวณสํวนนอกของฐานล าต๎น (outer 

cortical layer) และรากแขนง (lateral root) (Sinclair, 1989) (รูปที่ 2.5) โดยจะไมํพบอาการน้ีในสํวนล าต๎นใต๎ใบ

เลี้ยงเหนือดินข้ึนไป แตํจะสังเกตเห็นอาการของโรคจากใบซีดเหลือง (chlorosis) และการเจริญเติบโตของพืช

หยุดชะงัก เหี่ยวและตายในที่สุด   ราจะเข๎าทางขนรากและรากแขนงได๎งํายกวําทางรากแก๎ว (Orellana และคณะ, 

1976)   เมื่อพืชติดเช้ือ R. solani จะงํายตํอการติดเช้ืออื่นๆ เชํน Fusarium oxysporum ซึ่งถือเป็นเช้ือฉวยโอกาส

(secondary invader) และสามารถกํอโรครํวมกัน (co-invader) เน่ืองจากรากเนําอาจเกี่ยวข๎องกับรามากกวํา 1 

ชนิด และอาการของโรคก็จะรุนแรงกวําโรคที่เกิดจากราเพียงชนิดเดียว (Datnoff และ Sinclair, 1988)   อาการ

รากเนําและไฮโพคอทิลเนําในถ่ัวเหลืองมักเกิดในสภาพอากาศช้ืนและอุณหภูมิดินอยํูในชํวง 25-29 องศาเซลเซียส 

และโรคจะระบาดในชํวงอากาศเย็นไปจนถึงอบอุํน (Sinclair, 1989) 

 

 

รูปที่ 2.5 อาการรากเนําในถ่ัวเหลือง จะเกิดแผลสีน้ าตาล ไปจนถึงน้ าตาลแดงบริเวณสํวนนอกของฐานล าต๎น และ
รากแขนง (lateral root) (Wise และคณะ, 2015) 
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3. ใบไหม๎ (arial blight) 

อาการไหม๎เกิดได๎ในสํวนของล าต๎น ใบและฝักของถ่ัวเหลือง อาการในชํวงแรกจะเป็นจุดเทาถึงน้ าตาลและอาจพบ 

สเคลอโรเตียมขนาดเทําหัวเข็ม (pinhead-size) ท่ีบริเวณกลางจุดของอาการ (Joye และคณะ, 1990)   ใบที่ติดเช้ือ

จะมีลักษณะช้ าน้ า (water-soaked) และจะเปลี่ยนจากสีเขียวเป็นสีน้ าตาลแดงไปจนถึงด า และใบรํวงในที่สุด  

(รูปที่ 2.6)   จากน้ันสํวนที่ติดเช้ือจะแพรํขยายจากจุดหน่ึงบริเวณใบ ครอบคลุมทั้งใบ และแพรํขยายไปยังฝัก 

 

 

รูปที่ 2.6 อาการลักษณะช้ าน้ าบริเวณใบ โดยเปลี่ยนจากสีเขียวจะกลายเป็นสีน้ าตาลแดง (Wise และคณะ, 2015) 

 

โรคใบไหม๎พบมากในประเทศสหรัฐอเมริกาเน่ืองจากแพรํระบาดในสภาพอากาศอบอุํนและพ้ืนที่ที่มีความช้ืน 

(Anderson, 1982) โดยในชํวงฤดูฝนเช้ือจะอยํูในดินที่มีสเคลอโรเตียม หรือด ารงชีวิตในรูปผู๎ยํอยสลายแบบอิสระ 

(saprophyte)   เมื่อถึงภาวะที่เหมาะสมจะเข๎าสูํรากพืชและเกิดการติดเช้ือในชํวงแรกบริเวณใบ (Yang และคณะ, 

1991)   เมื่อฝนตกอีกคร้ังเช้ือจะแพรํระบาดไปยังใบถัดไปและต๎นข๎างเคียงได๎ในรูปของเส๎นใย และจะสังเกตเห็น

อาการของโรคชัดเจนในชํวงการออกดอก   ในชํวงที่ภาวะอากาศอบอุํน อุณหภูมิประมาณ 25-26 องศาเซลเซียส 

และมีความช้ืนในอากาศ โรคจะแพรํระบาดได๎รวดเร็ว และมีความรุนแรงสูง สํงผลตํอผลผลิตถ่ัวเหลือง ซึ่งจะเห็นวํา 

ฝน ความช้ืน และสภาพอากาศอบอุํน เป็นปัจจัยส าคัญในการระบาดของโรค   ดังน้ันฤดูการเพาะปลูก  (growth 

season) จึงเป็นสิ่งส าคัญที่ต๎องตระหนักถึง (Sinclair, 1989) 

4. ใบติด (web blight) 

เกิดจากการกระจายของไมโครสเคลอโรเตียมของรา (Yang และคณะ, 1991) พบอาการน้ีบริเวณใบ ใบเลี้ยง และฝัก   

ลักษณะอาการจะมองเห็นเส๎นใยสีขาวเจริญบนใบและใบเลี้ยง โดยจะเจริญปกคลุมและแพรํไปยังใบข๎างเคียงเกิดเป็น

รํางแหคล๎ายใยแมงมุม (รูปที่ 2.7) ใบที่เป็นโรคจะเหี่ยวและท าให๎การเจริญของต๎นหยุดชะงัก และจะแพรํไปยังฝักซึ่ง

สํงผลตํอผลผลิตถ่ัวเหลือง (Galindo และคณะ, 1983) 
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รูปที่ 2.7 อาการใบติดบริเวณใบ (Allen, 2011) 

การควบคุมโรคที่เกิดจาก R. solani ในถ่ัวเหลืองมีหลากหลายวิธี อาทิ การจัดการด๎านการเพาะปลูก 

(cultural practice) โดยการเลือกใช๎เมล็ดพันธ์ุปลอดโรค, การควบคุมระยะหํางระหวํางต๎นในการปลูกที่เหมาะสม 

(Joye และคณะ, 1990) รํวมกับการควบคุมโรคด๎วยสารเคมี ซึ่งเป็นวิธีที่สะดวกและรวดเร็ว มักนิยมใช๎ 

pentachloronitrobenzene (PCNB) และ chloroneb (1,4-dichlor-2,5-dimethoxybenzol) ซึ่งยับย้ัง  

R. solani ได๎อยํางมีประสิทธิภาพและจ าเพาะ (Kucharek, 1982) 

อยํางไรก็ตาม การใช๎สารเคมีในการควบคุมโรคในถ่ัวเหลืองอยํางตํอเน่ือง กํอให๎เกิดผลกระทบในหลายๆ

ด๎าน อาทิ เพ่ิมต๎นทุนการผลิต สํงผลให๎เช้ือกํอโรคและแมลงเกิดการต๎านทานตํอสารเคมี รวมถึงปัญหาเกิดสารพิษ

ตกค๎างที่ปนเปื้อนไปกับผลผลิตและปัญหาสารพิษตกค๎างในสิ่งแวดล๎อมอีกด๎วย   ดังน้ันหลายๆประเทศทั่วโลกจึงเร่ิม

ก าหนดนโยบายการลดปริมาณการใช๎สารเคมีควบคุมศัตรูพืชลงโดยพยายามหาวิธีการควบคุมศัตรูพืชโดยไมํใช๎

สารเคมีหรือหาสิ่งทดแทน เพ่ือให๎มีการใช๎สารเคมีลดลง 

การควบคุมโรคในถ่ัวเหลืองโดยวิธีทางชีวภาพ 

การควบคุมด๎วยวิธีทางชีวภาพ (biological control) หมายถึง การยับยั้งการเจริญ หรือการยับย้ังการเพ่ิม

จ านวนประชากรของสิ่งมีชีวิตชนิดหน่ึงโดยใช๎สิ่งมีชีวิตอีกชนิดหน่ึง (Cook, 1993)   การควบคุมจุลินทรีย์กํอโรคใน

พืชด๎วยวิธีทางชีวภาพเป็นการลดปริมาณประชากรและลดกิจกรรมของจุลินทรีย์กํอโรคจนอยํูในระดับที่ไมํกํอให๎เกิด

ความเสียหายทางเศรษฐกิจกับพืชโดยอาศัยสิ่งมีชีวิตซึ่งรวมทั้งพืชช้ันสูงและจุลินทรีย์ปฏิปักษ์  (antagonistic 

microorganism) ตลอดจนสารพันธุกรรมหรือผลิตผลจากสารพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต (จิระเดช แจํมสวําง, 2546) 

การควบคุมจุลินทรีย์ในพืชโดยชีววิธีน้ี จะใช๎ศัตรูทางธรรมชาติของจุลินทรีย์กํอโรคในการก าจัดหรือควบคุมประชากร 

(Cook, 1993) ซึ่งกระบวนการดังกลําวเกิดข้ึนอยํูแล๎วตามธรรมชาติในระบบนิเวศ  (Schouten และคณะ, 2004) 

โดยอาศัยปฏิสัมพันธ์ระหวํางจุลินทรีย์และพืช โดยกลไกการควบคุมด๎วยวิธีทางชีวภาพมีหลายชนิด ดังแสดงในตาราง

ที่ 2.4 อาทิ การแกํงแยํงอาหารและที่อยํูอาศัย (competition) เกิดข้ึนในภาวะที่สิ่งมีชีวิตมากกวําหน่ึงชนิดมีความ
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ต๎องการทรัพยากรเดียวกันเพ่ือการอยํูรอดและการด ารงชีวิตในบริเวณรอบรากพืช ( rhizophere) จุลินทรีย์จะ

แกํงแยํง ออกซิเจน และพ้ืนที่บริเวณผิวรากที่มีจ ากัด , การผลิตสารยับย้ังการเจริญ (antimicrobial substance) 

จุลินทรีย์สํวนใหญํจะมีการผลิตสารเมตาบอไลท์ทุติยภูมิ (secondary metabolites) สารประกอบเหลําน้ีถูกผลิตข้ึน

ในระยะหลังจากท่ีจุลินทรีย์มีการเจริญและไมํใชํสารตัวกลาง (intermediary) ที่จ าเป็นตํอเมตาบอลิซึมหลัก โดยจะมี

โครงสร๎างที่แตกตํางจากปกติหรือเป็นสารพิษตํอสิ่งมีชีวิตชนิดอื่นๆ 

ตารางที่ 2.4 กลไกการควบคุมด๎วยวิธีทางชีวภาพ (Pal และ Gardener, 2006) 

ประเภทการยับย้ัง กลไก ตัวอยําง 

การยับยั้งทางตรง  
(direct antagonism) 

การเป็นปรสิต/การลํา 
(hyperparasitism/predation) 
 

Ampelomyces quisqualis 
Lysobacter enzymogenes 
Pasteuria penetrans 
Trichoderma virens 

การยับยั้งแบบผสม 
(mixed-path antagonism) 
 

สารปฏิชีวนะ 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG) 
สารฟีนอลผลิตโดย Pseudomonas 
fluorescens ซึ่งมีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของ
จุลินทรีย์กํอโรคบางชนิด 
สารฟีนาซีน (phenazine) มฤีทธ์ิยับย้ัง
การเจริญแบคทีเรียและราบางชนิด 
สารต๎านแบคทีเรียในกลุํมไซคลิกลิโพเปป
ไทด์ (cyclic lipopeptide) 

เอนไซม์ยํอยสลาย ไคติเนส, กลูคาเนส, โปรตีเอส 

การรบกวนทางกายภาพ/เคมี 
physical/chemical 
interference)  

การปิดกั้นรูในดิน 
การใช๎สัญญาณการงอก 
การแทรกสัญญาณข๎ามโมเลกุล 

การยับยั้งทางอ๎อม 
(indirect antagonism) 

การแกํงแยํง 
(competition) 
 

สารที่ปลดปลํอยออกมาหรือไหลซึมผําน  
การบริโภค (consumption) 
ไซเดอโรฟอร์  
การแกํงแยํงที่อยูอาศัย 

 ความสามารถในการกระต๎ุนให๎
พืชสร๎างภูมิคุ๎มกัน 
(induction of host 
resistance) 

สัมผัสกับผนังเซลล์ของเช้ือรา 
และตรวจหาเช้ือกํอโรคที่เกี่ยวข๎องหรือ
รูปแบบโมเลกุล และเป็นตัวกลางการ
เหน่ียวน าการสร๎างฮอร์โมนพืช 

 



18 
 

 

ตัวอยํางงานวิจัยเก่ียวกับการควบคุมทางชีวภาพ มีดังน้ี 

Menendez และ Godeas (1998) ศึกษาประสิทธิภาพของ Trichoderma harzianum BAFC 742 ใน

รูปของโซเดียมแอลจิเนตแคปซูล ในการยับย้ังโรคในรากที่เกิดจาก Sclerotinia sclerotiorum ในถ่ัวเหลือง โดย

กลไกการชักน าและการขับออกของสารปฏิชีวนะ อาทิ เอนไซม์ยํอยสลายผนังเซลล์รา ไคตินเนส และกลูคาเนส 

พบวํา สามารถลดการงอกของสเคลอโรเตียมได๎ 62.5 % และเพ่ิมการอยํูรอดของต๎นถ่ัวเหลืองได๎มากถึง 100% 

เปอร์เซ็นต์ 

Mizumoto และคณะ (2007) ศึกษาและเพ่ิมผลผลิตสารปฏิชีวนะในกลุํมอิทูลินเอ ( itulin A) จาก  

B. subtilis RB14-C ในการยับย้ัง R. solani พบวําสามารถผลิตอิทูลินเอได๎ถึง 4.4 กรัมตํอลิตร สามารถยับย้ังการ

เกิดโรคเนําคอดินที่เกิดจาก R. solani ในมะเขือเทศ และลดการเกิดโรคได๎อยํางมีประสิทธิภาพ 

Senthilkumar และคณะ (2009) คัดแยกแบคทีเรีย Paenibacillus sp. HKA-15 และ Bacillus sp. 

HKA-121 (HKA-121) จากบริเวณผิวราก ล าต๎น และปมรากของถ่ัวเหลือง ที่สามารถยับย้ังรา Rhizoctonia 

bataticola ได๎อยํางมีประสิทธิภาพ โดยกลไกการผลิตสารยับยั้งการเจริญเก่ียวข๎องการการผลิตไฮโดรเจนไซยาไนด์, 

ไซเดอโรฟอร์ และเอนไซม์ยํอยสลาย 

Gao และคณะ (2012) ศึกษาเช้ือผสมรํวมกันของไรโซเบียมและอาร์บัสคูลาร์ไมคอไรซา ในด๎าน

ประสิทธิภาพในการยับยั้งโรคเรดคราวน์รอทในถ่ัวเหลือง (soybean red crown rot) ในภาวะที่มีฟอสฟอรัสจ ากัด 

โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือแก๎ปัญหารากํอโรคที่มีตํอผลผลิตถ่ัวเหลือง พบวําสามารถลดการเกิดโรคได๎อยํางมี

ประสิทธิภาพและชํวยเพ่ิมการแสดงออกของยีนที่เก่ียวข๎องกับการยับย้ังโรคในรากด๎วย 

อีกวิธีหน่ึงที่นิยมใช๎ในการควบคุมโรคพืชทางชีวภาพ คือ การใช๎จุลินทรีย์ในกลุํมของ plant growth 

promoting rhizobacteria (PGPR) ซึ่งมีบทบาททั้งในด๎านการสํงเสริมการเจริญและการยับย้ังจุลินทรีย์กํอโรคใน

พืช 

Plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) 

plant growth promoting rhizobacteria หรือ PGPR เป็นกลุํมของแบคทีเรียที่มีบทบาทในการสํงเสริมการเจริญ

ของพืชทั้งทางตรงและทางอ๎อม (Glick, 1995)   การด ารงชีวิตของ PGPR มีทั้งในรูปแบบ intracellular PGPR 

(iPGPR) คือเข๎าไปอาศัยภายในเซลล์ของรากพืชและมีความสัมพันธ์แบบพ่ึงพาอาศัยกันกับพืช (symbiosis) อาทิ 

การเข๎าอาศัยและสร๎างปมของไรโซเบียมกับพืชตระกูลถ่ัว หรือในรูปแบบของ extracellular PGPR (ePGPR) คือ

อาศัยแบบอิสระในดิน (free-living form) ที่ไมํได๎อาศัยอยํูในเซลล์ของรากพืชแตํอาศัยรอบๆรากพืช อาทิ กลุํมที่

อาศัยอยํูใกล๎กับราก, กลุํมที่อาศัยติดอยํูที่ผิวของราก และกลุํมที่อาศัยอยํูบริเวณระหวํางเซลล์ของรากในช้ัน cortex 

โดยทั้ง 2 รูปแบบ จะมีกลไกกระต๎ุนการเจริญหรือชํวยสํงเสริมการเจริญเติบโตของพืช (Gray และ Smith, 2005) 
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กลไกการสํงเสริมการเจริญของพืชโดย PGPR ในถ่ัวเหลือง 

ความสามารถในการเพ่ิมความเป็นประโยชน์ของธาตุอาหารพืช 

เน่ืองจากปริมาณธาตุอาหารในดินมีจ ากัด หรืออาจอยํูในรูปที่พืชไมํสามารถน าไปใช๎แประโยชน์ได๎ โดยเฉพาะอยํางย่ิง 

ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม ซึ่งเป็นธาตุอาหารหลักที่พืชต๎องการในปริมาณมาก (อาวุธ ณ ล าปาง, 

2538) จุลินทรีย์บางกลุํมที่มีความสามารถในการเพ่ิมความเป็นประโยชน์ของธาตุอาหารพืช อาทิ การละลาย

ฟอสฟอรัสและโพแทสเซียม (Parmar และ Sindhu, 2013;  odr  guez และ Fraga, 1999) จึงชํวยให๎พืชสามารถ

ใช๎ธาตุอาหารดังกลําวได๎งํายข้ึน (รูปที่ 2.8) 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 2.8 แผนผังการละลายของฟอสฟอรัสในดิน โดย Rhizobacteria ดัดแปลงจาก Khan และคณะ (2009) 

ความสามารถในการตรึงไนโตรเจน 

จุลินทรีย์บางกลุํมมีความสามารถในการเข๎าสร๎างปมราก และด ารงชีวิตในภาวะพ่ึงพาซึ่งกันและกัน  (symbiosis) 

รํวมกับถ่ัวเหลืองซึ่งเป็นพืชตระกูลถ่ัว   จุลินทรีย์ดังกลําวมีบทบาทในกระบวนการตรึงไนโตรเจนในอากาศให๎เป็นแอ

มโนเนียหรือสารประกอบไนโตรเจนที่พืชสามารถน าไปใช๎ประโยชน์ได๎ โดยอาศัยการท างานของเอนไซม์ไนโตรจีเนส 

(nitrogenase) (Kim และ Rees, 1994) ดังแสดงในรูปที่ 2.9 
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รูปที่ 2.9 แสดงความสามารถในการตรึงไนโตรเจนของไรโซเบียม ดัดแปลงจาก Sato (2014) 

ความสามารถของจุลินทรีย์ในการผลิตฮอร์โมนพืช 

อินโดล-3-แอซีติกแอซิด (indole-3-acetic acid (IAA)) ซึ่งจัดอยํูในกลุํมฮอร์โมนออกซิน (auxin) มีบทบาทในการ

กระต๎ุนการแบํงเซลล์ (cell division), กระต๎ุนการยืดตัวของเซลล์ (cell elongation) และการเปลี่ยนสภาพของ

เซลล์ (cell differentiation) (Davies, 2010)   PGPR สามารถสังเคราะห์ IAA ได๎โดยใช๎ทริปโตเฟน (tryptophan) 

เป็นสารต้ังต๎น และมีวิถีในการสังเคราะห์ IAA ในแบคทีเรียที่แตกตํางกันไป (Spaepen และคณะ, 2007) ดังแสดง

ในรูปที่ 2.10 ดังน้ี 

วิถีอินโดล-3-อะเซตาไมด์ (IAM) 

อาศัยท างานของเอนไซม์ ทริปโตเฟนโมโนออกซิจิเนส (tryptophan monooxygenase) ซึ่งสังเคราะห์

โดยยีน IaaM เปลี่ยนสารต้ังต๎นทริปโตเฟน ไปเป็น IAM จากน้ัน IAM จะถูกไฮโดรไลซ์ไปเป็น IAA และแอมโมเนีย 

ด๎วยเอนไซม์อินโดล-3-อะเซตาไมด์ ไฮโดรเลส (IAM Hydrolase) ซึ่งสังเคราะห์โดยยีน IaaH (รูปที่ 2.10) 

โดยวิถี IAM น้ีมักพบใน Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas savastanoi, 

Pseudomonas syringae, Pantoea agglomerans, Rhizobium และ Bradyrhizobium sp. เป็นต๎น 

วิถีอินโดล-3 ไพรูเวท (IPA) 

โดยอาศัยการท างานของเอนไซม์อะมิโนทรานเฟอเรส (aminotransferase) เปลี่ยนทริปโตเฟนไปเป็น 

IPA จากน้ันอาศัยการท างานของเอนไซม์อินโดล-3-ไพรูเวทดีคาร์บอกซิเลส (IPDC) ซึ่งสังเคราะห์โดยยีน ipdC ท า

หน๎าที่เรํงการเกิดปฏิกิริยาการปลดปลํอยหมูํคาร์บอกซิลของ IPA ไปเป็นอินโดล-3-อะซิทิลดีไฮด์ (IAAld) และ

สุดท๎าย IAAld เปลี่ยนไปเป็น IAA โดยการท างานของเอนไซม์ IAAld ดีไฮโดรจิเนส (รูปที่ 2.10) 

โดยวิถี IPA น้ีมักพบใน Azospirillum, Bacillus, Bradyrhizobiums, Enterobacter cloacae, 

Paenibacillus, Pseudomonas และ Rhizobium เป็นต๎น 
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วิถีทริปตามีน (TAM) 

โดยอาศัยการท างานของเอนไซม์ทริปโตเฟนดีคาร์บอกซิเลส (tryptophan decarboxylase) เปลี่ยนทริป

โตเฟนไปเป็น TAM จากน้ัน TAM จะถูกเปลี่ยนไปเป็นอินโดล-3-อะซิทิลดีไฮด์ (IAAld) โดยการท างานของ

เอนไซม์อะมิโนออกซิเดส และสุดท๎าย IAAld เปลี่ยนไปเป็น IAA โดยการท างานของเอนไซม์ IAAld ดีไฮโดรจิเนส 

(รูปที่ 2.10) โดยวิถี TAM พบใน Bacillus cereus และ Azospirillum 

วิถีอินโดล-3-อะซิโตไนไตรล์ (IAN) 

โดยอาศัยการท างานของเอนไซม์ไนไตร์ลเลส (nitrilase) เปลี่ยน IAN ไปเป็น IAA โดยตรง และโดยอ๎อม

โดย IAN เปลี่ยนไปเป็น IAM ด๎วยการท างานของเอนไซม์ไนไตรล์ไฮดราเทส (nitrile hydratase) (รูปที่ 2.10) 

วิถีทริปโตเฟนไซด์เชนออกซิเดส (TSO) 

โดยอาศัยการท างานของเอนไซม์ TSO เปลี่ยนทริปโตเฟนไปเป็น อินโดล-3-อะซิทิลดีไฮด์ (IAAld) จากน้ัน 

IAAld จะถูกเปลี่ยนไปเป็น IAA ด๎วยเอนไซม์ IAAld ดีไฮโดรจิเนส (รูปที่ 2.10) โดยวิถีน้ีจะพบเฉพาะใน 

Pseudomonas fluorescens CHAO 

 

 

รูปที่ 2.10 แสดงการสังเคราะห์ IAA โดยวิถีตํางๆ ในแบคทีเรีย ดัดแปลงจาก Spaepen และคณะ (2007) 

นอกจากน้ี ฮอร์โมนพืชอื่นๆ อาทิ ไซโตไคนิน (cytokinin) ก็มีบทบาทส าคัญในการควบคุมการแบํงเซลล์ การ

ขยายตัวและการเปลี่ยนสภาพของเซลล์ และกระต๎ุนการขยายตัวของใบ ได๎เชํนกัน (Timmusk และคณะ, 1999)   

ฮอร์โมนจิบเบอเรลลิน (gibberellin) ยังชํวยกระต๎ุนการขยายตัวของเซลล์ การกระต๎ุนการพักตัวของพืช การสร๎าง

ขนราก และกระต๎ุนการงอกของเมล็ด (Bottini และคณะ, 2004) รวมถึงการสร๎างเอนไซม์ ACC ดีเอมิเนส (1-
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aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase) เพ่ือลดปริมาณเอธิลีน (ethylene) ในพืช เน่ืองจากปริมาณ

เอธิลีนที่มากเกินไปจะสํงผลให๎การเจริญของรากผิดปกติ และลดปริมาณการเกิดปมรากในพืชตระกูลถ่ัวอีกด๎วย 

(Glick, 2014) 

ความสามารถในการสร้างสารไซเดอโรฟอร์ 

จุลินทรีย์บางชนิดยังมีความสามารถในการสร๎างสารไซเดอโรฟอร์ (siderophore) ซึ่งเป็นสารเมแทบอไลท์

ทุติยภูมิที่สร๎างข้ึนโดยจุลินทรีย์ในภาวะขาดแคลนธาตุเหล็กหรือมีธาตุเหล็กในปริมาณจ ากัด (Rajkumar และคณะ, 

2010)   ไซเดอโรฟอร์จะมีความจ าเพาะเจาะจงกับธาตุเหล็ก โดยจะเข๎าจับธาตุเหล็กในสิ่งแวดล๎อม รวมเป็น

โครงสร๎างซับซ๎อนที่เรียกวําเฟอร์ริก-ไซเดอโรฟอร์ ซึ่งสามารถเคลื่อนที่โดยการแพรํ (diffusion) กลับไปยังผิวเซลล์ 

(cell surface) และจะเข๎าแยํงจับธาตุเหล็กกับจุลินทรีย์กํอโรคชนิดอื่นๆ (Andrews และคณะ, 2003) อาทิ P. 

fluorescence สร๎างสารไซเดอโรฟอร์ ยับย้ังเช้ือกํอโรค Erwinia carotovora, Gaeumannomyces graminis, 

Fusarium glycinia และ Sarocladium oryzae ในมันฝร่ัง ข๎าวสาลี และถ่ัวเหลือง   Bradyrhizobium sp. มี

รายงานวําสามารถสร๎างสารไซเดอโรฟอร์เพ่ือแขํงขันและยับย้ัง Fusarium solani และ R. solani ในทานตะวัน

และถ่ัวเขียวได๎ เป็นต๎น (Sayyed และคณะ, 2013) 

Kloepper และคณะ (1980) ศึกษาแบคทีเรียกลุํม Pseudomonads ที่มีความสามารถในการผลิตไซเดอ

โรฟอร์ ชนิดไพเวอร์ดีน (pyoverdine) เพ่ือแยํงจับไอออนของเหล็ก ซึ่งความสามารถในการแยํงจับไอออนของเหล็ก

น้ี สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียและราที่ผลิตสารไซเดอโรฟอร์ได๎น๎อยกวํา และนอกจากน้ียังพบวําไซเดอโร

ฟอร์ชนิดซูโดแบคทิน (pseudobactin) ที่ผลิตโดย Pseudomonas putida สายพันธ์ุ B10 ยังมีความสามารถใน

การยับยั้ง F. oxysporum ในดินที่มีปริมาณเหล็กจ ากัดด๎วย 

กลไกทางอ๎อมตํอพืช ได๎แกํ ความสามารถในการยับย้ังจุลินทรีย์กํอโรคในพืช อาทิ การสร๎างสารปฏิชีวนะ 

(Schouten และคณะ, 2004), ความสามารถในการสร๎างสารยับย้ังรากํอโรค (Glick, 1995), ความสามารถในการ

กระต๎ุนให๎พืชสร๎างภูมิคุ๎มกัน (Kloepper และคณะ, 2004), และความสามารถในการสร๎างเอนไซม์ยํอยสลายผนัง

เซลล์ของรากํอโรค เป็นต๎น (Whipps, 2001) 

การสร้างสารปฏชิีวนะ 

จุลินทรีย์ในกลุํม PGPR มีบทบาทในการหลั่งโมเลกุลสารเพ่ือฆําหรือลดการเจริญของจุลินทรีย์เป้าหมาย 

(Dowling และ O'Gara, 1994) เรียกวํา สารปฏิชีวนะ (antibiotic) ซึ่งเป็นสารประกอบอินทรีย์มวลโมเลกุลต่ าที่มี

อันตรายตํอการเจริญเติบโตหรือเมแทบอลิซึมของจุลินทรีย์อื่นๆ (Duffy และคณะ, 2003) 

ตัวอยํางสารปฏิชีวนะที่ผลิตโดย PGPR อาทิ ไพร์โรลนิทริน (pyrrolnitrin) ที่ผลิตโดย P. fluorescens 

สายพันธ์ุ BL915 สามารถป้องกันความเสียหายจากโรค damping-off ที่เกิดจาก R. solani ในต๎นฝ้ายได๎ (Hill และ

คณะ, 1994), 2,4-ไดแอซีทิลโฟลโรกลูซินอล (2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG)) ที่ผลิตโดย pseudomonad 
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เป็นสารปฏิชีวนะที่ท าลายเซลล์เมมเบรนของ Pythium spp. และยับย้ังซูโอสปอร์ (zoospore) ของราน้ าได๎  

(de Souza และคณะ , 2003), ฟีนาซีน-1-คาร์บอกซาไมด์ (phenazine-1-carboxamide) ที่ผลิตโดย 

Pseudomonas chlororaphis สายพันธ์ุ PCL1391 ที่คัดแยกได๎จากรากมะเขือเทศ มีความสามารถในการหลั่งธาตุ

เหล็กที่ละลายน้ าได๎ (soluble iron) จากเฟอริกออกไซด์ที่ไมํละลายน้ า (insoluble ferric oxide) ในภาวะความ

เป็นกรดเบสที่เป็นกลาง (neutral pH) ซึ่งชํวยให๎ธาตุเหล็กเกิดการเคลื่อนที่ในดินได๎ดีข้ึน (Hernandez และคณะ, 

2004), พอลิมิกซิน (polymyxin), เซอร์คูลิน (circulin) และโคลิสทิน (colistin) ที่ผลิตโดย Bacillus ssp. ซึ่งมี

ความสามารถในการยับย้ังแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก รวมถึงรากํอโรคอีกหลายชนิดได๎  (Maksimov และ

คณะ, 2011) 

ความสามารถในการกระตุ้นให้พืชสร้างภูมคิุ้มกัน 

PGPR มีบทบาทในการยับย้ังการกํอโรคโดยกลไกกระต๎ุนภูมิคุ๎มกันในพืช ( rhizobacteria-mediated 

induced systemic resistance) หรือ ISR (Van Loon และคณะ, 1998)   ISR เป็นลักษณะความต๎านทานรูปแบบ

หน่ึง ซึ่งพืชถูกเหน่ียวน าให๎สร๎างข้ึนเพ่ือป้องกันตัวเองภายหลังจากการบุกรุกของเช้ือกํอโรค เมื่อพืชได๎รับการกระต๎ุน

จะเกิดการตอบสนองทั้งในลักษณะของการป้องกันและการก าจัดเช้ือกํอโรค โดยพืชจะสังเคราะห์สารบางชนิดเพ่ือ

ยับย้ังเช้ือกํอโรค ในปริมาณที่เพ่ิมข้ึนและเพียงพอที่จะก าจัดเช้ือได๎ภายหลังการติดเช้ือ (Choudhary และคณะ, 

2007) 

ตัวอยํางการตอบสนองแบบ ISR ของพืช อาทิ การสร๎างไฟโตอเล็กซิน (phytoalexin) ซึ่งเป็นสารประกอบ

ในกลุํมฟีนอลิกเทอร์ปีนอยด์และอาลิพาติกส์ ที่มีสมบัติเป็นพิษตํอจุลินทรีย์กํอโรคในพืช (Buchanan และคณะ, 

2000), การสร๎างแคลโลส (callose) ซึ่งเกิดจากการสังเคราะห์และสะสมของสารบีต๎า-กลูแคน ที่ถูกเช่ือมตํอกันด๎วย

พันธะ บีต๎า-1,3-กลูแคน โดยแคลโลสจะไปเกาะท่ีผนังเซลล์ของราท่ีแทงผํานเข๎าสูํเซลล์ (papillae) เพ่ือยับย้ังการบุก

รุกของราภายในเซลล์พืช (Lucas, 1998) และการสังเคราะห์โปรตีนที่เกี่ยวข๎องกับการเกิดโรคหรือโปรตีนพีอาร์ 

(pathogenesis-related protein; PR protein) ซึ่งมีสมบัติในการต๎านทานโรคหรือเช้ือกํอโรคอยํางไมํจ าเพาะ 

(Lucas, 1998) เป็นต๎น 

นอกจากน้ีกลไกการต๎านทานยังรวมถึงความต๎านทานที่พืชถูกเหน่ียวน า  (systemic acquired 

resistance) หรือ SAR โดยทั้งสองประเภทของความต๎านทานเมื่อพืชถูกการเหน่ียวน าจะชํวยให๎สํวนของพืชที่ยังไมํ

เกิดการติดเช้ือทนทานตํอเช้ือกํอโรคทั้ง รา แบคทีเรีย ไวรัส และแมลงได๎ (Beneduzi และคณะ, 2012; Van Loon 

และคณะ, 1998)   ISR และ SAR มีเส๎นทางการสํงสัญญาณ (signaling pathway) ที่แตกตํางกัน (รูปที่ 2.11)   

ส าหรับ SAR จะเกิดการกระต๎ุนจากเส๎นทางการสํงสัญญาณของกรดซาลิไซลิก (salicylic acid (SA)) ในขณะที่ ISR 

ได๎รับเส๎นทางการสํงสัญญาณจากกรดจาสโมนิก (jasmonic acid (JA)) และเอธิลีน (ethylene (ET)) ซึ่งการป้องกัน

โดย ISR จะมีความส าคัญมากกวําแบบ SAR (Van Loon และคณะ, 1998) 
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รูปที่ 2.11 แสดงเส๎นทางการสํงสัญญาณ (Signal transduction pathways) แบบ SAR และ ISR  
ใน Arabidopsis thaliana ดัดแปลงจาก Beneduzi และคณะ (2012) 

ตัวอยํางงานวิจัยเก่ียวกับ PGPR มีดังน้ี 

Cassán และคณะ (2009) คัดแยกและศึกษาประสิทธิภาพของ Azospirillum brasilense สายพันธ์ุ 

Az39 และ B. japonicum สายพันธ์ุ E109 ในการสํงเสริมการงอกของเมล็ดและการเจริญในระยะเร่ิมต๎นของถ่ัว

เหลืองและข๎าวโพด พบวําแบคทีเรียทั้งสองสายพันธ์ุสามารถสร๎างฮอร์โมนพืช IAA, GA3 และ Z ซึ่งสํงผลดีตํอการ

เจริญของพืชได๎ 

Tripathi และคณะ (2006) ศึกษาแบคทีเรียพวก Pseudomonad ที่เรืองแสงได๎ (fluorescent 

pseudomonad (FLP)) ในบริเวณฮิมารายันประเทศอินเดีย โดยศึกษาถึงบทบาทของแบคทีเรียที่มีสํวนชํวยในการ

เจริญเติบโตของถ่ัวเหลือง และลดการเกิดโรคแอนแทรคโนสจาก Colletotrichum dematium ได๎ ซึ่งผลการศึกษา

พบวํา 4 สายพันธ์ุ ของ Pseudomonas sp. สามารถยึดจับกับรากพืชและสํงผลท าให๎พืชมีน้ าหนักรากที่เพ่ิมข้ึน 

รวมถึงลดการเกิดโรคได๎อยํางมีนัยส าคัญ 

Atieno และคณะ (2012) ศึกษาประสิทธิภาพของ B. japonicum และการท างานรํวมกันของเช้ือกับ B. 

subtilis 2 สายพันธ์ุ ในถ่ัวเหลืองพบวําเช้ือผสมชํวยเพ่ิมการเกิดปมรากและน้ าหนักของผลผลิตที่ได๎  ประมาณ 2-5 

และ 4-10 กรัมตํอต๎น ตามล าดับ เมื่อเทียบกับชุดควบคุม 

Masciarelli และคณะ (2014) คัดแยกแบคทีเรียในกลุํม PGPR จากเมล็ดถ่ัวเหลืองและพบวําเป็น 

Bacillus amyloliquefaciens สายพันธ์ุ LL2012   เมื่อศึกษากลไกในการสํงเสริมการเจริญของพืชรวมถึงบทบาท

ในกระบวนการตรึงไนโตรเจน การท างานของเอนไซม์ และการผลิตฮอร์โมนพืช รํวมกับ B. japonicum พบวําชํวย

เพ่ิมการเกิดปมในถ่ัวเหลือง เพ่ิมความสามารถในการยึดเกาะของแบคทีเรียกับรากพืช และชํวยเพ่ิมการเจริญของถ่ัว

เหลืองได๎อยํางมีประสิทธิภาพ 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1164556308001064
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แบคทีเรียในกลุํม PGPR มีหลายชนิดได๎แกํ Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, 

Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, 

Flavobacterium, Rhizobium และ Serratia (Ahemad และ Kibret, 2014) 

Bacillus 

Bacillus ย๎อมติดสีแกรมบวก มีรูปรํางเป็นทํอน (rod shape) อยํูในวงศ์ Bacillaceae   Bacillus มีความสามารถ

ในการสร๎างเอนโดสปอร์ (endospore) (Holt และคณะ, 1994) (รูปที2่.12) 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.12 แสดงภาพย๎อมแกรม (2.12ก) และการย๎อมสปอร์ (2.12ข) ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ของ Bacillus sp. 
(Pongsamrangun และ Rerngsamran, 2015) 

  มีรายงานถึงบทบาทของ Bacillus spp. ในการสํงเสริมการเจริญของพืชอยํางกว๎างขวาง รวมถึง

ความสามารถในการยับย้ังจุลินทรีย์กํอโรคด๎วย (Kumar และคณะ, 2011)   Asaka และคณะ (1996) ศึกษา 

Bacillus สายพันธ์ุ RB14 พบวําผลิตสารปฏิชีวนะกลุํมไซคลิกลิโพเพปไทด์ (cyclic lipopeptide antibiotic) 

ชนิดอิทูลินเอและเซอร์แฟคทิน (surfactin) ที่ยับย้ัง R. solani ที่กํอโรค damping-off ในมะเขือเทศ   Kumar 

(1999) พบวํา B. subtilis สามารถผลิตไฮโดรเจนไซยาไนด์ (HCN), ไซเดอโรฟอร์, โปรตีเอส และ IAA โดยสามารถ

ยับย้ัง F. oxysporum f. sp. ciceris ที่กํอให๎เกิดโรคเหี่ยวในถ่ัวเขียว   Jung และ Kim (2003) พบวํา Bacillus 

megaterium KL39 ผลิตสารสารยับย้ังรา KL39 ที่มีความสามารถในการยับย้ัง Phytophthora ซึ่งกํอให๎เกิดโรค

ไหม๎ในพริกแดงได๎ 

Rhizobium 

ไรโซเบียมเป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปรํางเป็นแทํงยาว (rod shape) (รูปที่2.13) จัดอยํูใน Class Alpha-

proteobacteria   บทบาทของไรโซเบียมในฐานะ PGPR อาทิ ผลิตฮอร์โมนพืช, ผลิตไซเดอโรฟอร์, ผลิต HCN, ชํวย

ละลายสารอินทรีย์ ฟอสฟอรัส และโพแทสเซียม (Siddiqui และคณะ, 2006) รวมถึงสามารถเข๎าเกาะกับรากพืชได๎ดี 

(Antoun และคณะ, 1998) 

ไรโซเบียมมีความสามารถในการเข๎าสร๎างปมในรากพืชตระกูลถ่ัวได๎ (รูปที่ 2.14) โดยไรโซเบียมจะเข๎าไป

อาศัยอยํูในปมในรูปของแบคทีรอยด์ (bacteroid) และชํวยในการตรึงไนโตรเจนจากอากาศให๎แกํพืช (Alexander, 

1984)    ทั้งน้ีไรโซเบียมแตํละชนิดจะมีความสามารถในการเข๎าสร๎างปมแบบจ าเพาะเจาะจงกับพืชตระกูลถ่ัวแตํละ

2.12ก 2.12ข 
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ชนิดได๎แตกตํางกัน ส าหรับในถ่ัวเหลืองน้ัน ไรโซเบียมที่มีความจ าเพาะในการเข๎าสร๎างปม ได๎แกํ Rhizobium fredii,  

B. japonica และ Bradyrhizobium elkani (Dilworth และคณะ, 2008) 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.13 แสดงภาพย๎อมแกรม ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ของไรโซเบียม (Smith, 2016) 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.14 ปมรากพืชตระกูลถ่ัว (2.14ก) และ ภาพตัดขวางปมรากที่เกิดจากไรโซเบียม สายพันธ์ุ Y629 (2.14ข) 
(Sato, 2014) 

 

กระบวนการเข๎าสร๎างปมของเช้ือไรโซเบียมในพืชตระกูลถ่ัว 

ไรโซเบียมสามารถตรึงไนโตรเจนให๎กับพืชตระกูลถ่ัว เมื่อด ารงชีวิตรํวมกับพืชตระกูลถ่ัวในภาวะพ่ึงพา

อาศัยซึ่งกันและกัน (symbiosis)   การเข๎าสร๎างปมเร่ิมจากการที่รากพืชปลํอยสารจ าพวกฟลาโวนอยด์ (flavonoid) 

ออกมา เพ่ือกระต๎ุนให๎ไรโซเบียมเคลื่อนตัวสูํรากพืช และกระต๎ุนกลุํมของยีนในไรโซเบียมที่ควบคุมการสร๎างปม 

(nodulation gene หรือ nod gene) ให๎มีการแสดงออกเพ่ือผลิตเอนไซม์ที่เกี่ยวข๎องกับการสร๎างสารพวกลิโพพอลิ

แซ็กคาไรด์หรือที่เรียกวํา nod factor   โดย nod factor จะท าให๎รากพืชตระกูลถ่ัวเกิดการโค๎งงอ และเปลี่ยนไป

เป็นโครงสร๎างของปม ในระยะน้ีไรโซเบียมจะเคลื่อนตัวเข๎าสูํรากของพืช ไปตามโครงสร๎างที่เรียกวํา infection 

thread ซึ่งยีนในเซลล์รากพืชจะแสดงออกและควบคุมการเกิดโครงสร๎างน้ีและโครงสร๎างที่จะขยายตัวออกมาเป็นปม

ตํอไป (Long, 1989) 

เมื่อไรโซเบียมสามารถเข๎าสร๎างปมได๎แล๎ว ก็จะเร่ิมขบวนการตรึงไนโตรเจนจากอากาศให๎กับพืช โดยสร๎าง

เอนไซม์ไนโตรจีเนส (nitrogenase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ส าคัญในการควบคุมกลไกปฏิกิริยาเปลี่ยนแก๏สไนโตรเจนให๎เป็น

2.14ก 2.14ข 
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แอมโมเนีย กลุํมของยีนในไรโซเบียมที่เกี่ยวข๎องกับการตรึงไนโตรเจนน้ีเรียกวํา nif gene ซึ่งจะแสดงออกเพ่ือท า

หน๎าที่ในการผลิตเอนไซม์ไนโตรจีเนส   นอกจากน้ียังพบยีนในกลุํม fix gene ซึ่งท าหน๎าที่เกี่ยวกับการขนถําย

อิเล็คตรอน และพลังงานในขบวนการตรึงไนโตรเจนอีกด๎วย (Dilworth และคณะ, 2008) 

บทบาทในการยับยั้งรากํอโรคโดยแบคทีเรียกลุํมไรโซเบียมมีรายงานไว๎บ๎างเล็กน๎อย อาทิ Sinorhizobium 

meliloti มีรายงานวําสามารถยับย้ัง F. oxysporum ได๎ร๎อยละ 5-50 และไมํสํงผลตํอการอยํูรํวมกันแบบพ่ึงพากับ

พืช (Antoun และคณะ, 1998; Reddy, 2014)   การใช๎ไรโซเบียมที่คัดแยกจากถ่ัวแขก (snap bean) ในการยับย้ัง  

F. solani f. sp. phaseoli เพ่ือควบคุมโรคเนํา (Buonassisi และคณะ, 1986) เป็นต๎น 

ดังกลําวข๎างต๎น จุลินทรีย์ที่มีบทบาทสํงเสริมการเจริญของถ่ัวเหลือง เชํน กลุํมไรโซเบียม มักไมํคํอยพบวํามี

ความสามารถในการยับยั้งรากํอโรคในถ่ัวเหลือง   ดังน้ันการใช๎ไรโซเบียมที่มีความสามารถในการสํงเสริมการเจริญ 

รํวมกับเช้ือจุลินทรีย์ในดินที่มีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย์กํอโรคในถ่ัวเหลืองจึงเป็นแนวทางหน่ึงที่นําสนใจ 

ตัวอยํางการใช๎เช้ือผสมของไรโซเบียม และ PGPR ในถ่ัวเหลือง (Verma และคณะ, 2010) 

Dashti และคณะ (1998) ศึกษา B. japonicum รํวมกับ Serratia liquefaciens 2-68 และ Serratia 

proteamaculams 1-102 พบวําชํวยเพ่ิมการสร๎างปม, เพ่ิมความสามารถในการตรึงไนโตรเจน, เพ่ิมผลผลิตโปรตีน

และไนโตรเจน 

Chebotar และคณะ (2001) ศึกษาการใช๎ B. japonicum รํวมกับ P. fluorescens พบวําชํวยเพ่ิมการ

ยึดเกาะราก และเพ่ิมจ านวนปมราก 

Iruthayathas และคณะ (1983) ศึกษาการใช๎ B. japonicum รํวมกับ Azospirillum พบวําเพ่ิมการสร๎าง

ปม, เพ่ิมการท างานของเอนไซม์ไนโตรจีเนส และสํงเสริมการเจริญพืช 

Polonenko และคณะ (1987) ศึกษาการใช๎ B. japonicum รํวมกับ P. putida, P. fluorescens และ 

Aeromonas hydrophia พบวําชํวยเพ่ิมน้ าหนักและจ านวนปมราก 

การใช๎ไรโซเบียมที่มีความสามารถในการสํงเสริมการเจริญรํวมกับเช้ือจุลินทรีย์ในดินที่มีความสามารถใน

การยับยั้งจุลินทรีย์กํอโรคในถ่ัวเหลืองจะชํวยทั้งในด๎านสํงเสริมการเจริญและในด๎านการยับย้ังรากํอโรคในถ่ัวเหลือง

ได๎อยํางมีประสิทธิภาพ   โดยงานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์ เพ่ือศึกษาผลของแบคทีเรียในกลุํม PGPR โดยเน๎นศึกษา

เฉพาะกลุํมของแบคทีเรียพวกไรโซเบียมที่มีสมบัติในการสํงเสริมการเจริญของถ่ัวเหลืองและแบคทีเรียในดินที่มี

ความสามารถในการยับย้ังการเจริญของราที่กํอโรคในถ่ัวเหลือง โดยมีเป้าหมายเพ่ือน าเช้ือผสมของแบคทีเรีย

ดังกลําวไปพัฒนาเป็นเช้ือผสมส าหรับใช๎กับพืชถ่ัวเหลือง เพ่ือทดแทนการใช๎ปุ๋ยเคมีและยาก าจัดศัตรูพืชตํอไป
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บทที ่3 

อุปกรณ์และวิธีด าเนินการทดลอง 

 

3.1 อุปกรณ์ที่ใช๎ในงานวิจัย 

1. กรวดละเอียดปลอดเช้ือ 

2. กระดาษกรองขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร ของบริษัท Whatman International Co., Ltd., 

England 

3. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 1 มิลลิลิตร และ 10 มิลลลิิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 

4. กระถางดินเผา ขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง 100 มิลลิเมตร 

5. กล๎องจุลทรรศน์ (microscope) รํุน UNILUX-12 บริษัท Kyowa, Tokyo, Japan 

6. เคร่ืองกวนแมํเหล็ก (magnetic stirrer) รํุน 502P-2 ของบริษัท PMC, USA 

7. เคร่ืองแก๎ว ของบริษัท Pyrex, USA 

8. เคร่ืองเขยําควบคุมอุณหภูมิ (psycrotherm incubator shaker) รํุน G27 

9. เคร่ืองเขยํา (shaker) รํุน innova 2100 บริษัท New Brunwick Scientific, USA 

10. เคร่ืองช่ังละเอียด รํุน A 200s ของบริษัท Forma Scientific, USA 

11. เคร่ืองน่ึงอบฆําเช้ือ (autoclave) รํุน ss672-325 ของบริษัท TOMY Seiko, Japan 

12. เคร่ืองปั่นเหว่ียงชนิดต้ังโต๏ะ (bench-top centrifuge) รํุน 200H ของบริษัท Hattich Zentrifugen, 

Germany 

13. เคร่ืองปั่นเหว่ียงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รํุน 1920 ของบริษัท Kubota, Japan 

14. เคร่ืองผสมสาร (vortex-Genie2) รํุน G560E ของบริษัท Scientific Industries Inc., USA 

15. เคร่ืองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รํุน 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, USA 

16. เคร่ืองวัดความเป็นกรด-เบส (digital pH meter) รํุน Cyberscan 2000 ของบริษัท Eutech 

Cybernetics, Singapore 

17. เคร่ืองวัดคําการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) และหลอดใสํตัวอยําง (cuvette) รํุน Spectronic 

401 ของบริษัท Milton Roy, USA พร๎อมหลอดใสํตัวอยําง (cuvette) รํุน Spectronic 401 ของบริษัท 

Milton Roy, USA 

18. เคร่ืองวัดปริมาณสารพันธุกรรม (NanoDrop Spectrophotometer) รํุน 2000 ของบริษัท Thermo 

Scientific, USA 

19. ต๎ูแชํแข็ง (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รํุน F0535 ของบริษัท Sanyo Electronic Co., 

Japan 
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20. ต๎ูถํายเช้ือแบบ laminar flow รํุน J2-21 ของบริษัท ISSCO, USA 

21. ต๎ูบํมเช้ือ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany 

22. ต๎ูอบแห๎ง (hot air oven) ของบริษัท Memmert, Germany 

23. ทรายหยาบปลอดเช้ือ 

24. ผ๎าขาวบางปลอดเช้ือ 

25. แผํนสะท๎อนแสง ของบริษัท Siam grow light Co., Ltd., China 

26. ไมโครปิเปตและทิปขนาด 20 100 200 1,000 และ 5,000 มิลลิลิตร ของบริษัท Nichiryo, Japan 

27. ชุดกรองสารตัวอยํางให๎ปราศจากเช้ือขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง 2.5 ซม. ขนาดรู 0.45 ไมครอน ของบริษัท 

Millipore, USA 

28. ชุดอุปกรณ์ท าอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิส ได๎แกํ ถาดเทเจล กลํองใสํสารละลาย แผํนหวีและ

แหลํงจํายไฟ ของบริษัท Mupid-2 Advance, Japan 

29. ชุดอุปกรณ์สาหรับถํายภาพ (gel documentation) และโปรแกรม Quantity One เวอร์ช่ัน 4.4.1 ของ

บริษัท Bio-Rad, USA 

30. Cork Borer ขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง 8 มิลลิเมตร 

31. หลอดไฟเสมือนแสงแดด LED Grow Light 18 W ของบริษัท Siam grow light Co., Ltd., China 

32. โหลแก๎ว เส๎นผํานศูนย์กลาง 90 มิลลิเมตร 

33. อํางน้ า ควบคุมอุณหภูมิ รํุน WB14, รํุน W760 ของบริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 

 

3.2 เคมีภัณฑ์และชุดทดสอบส าเร็จ 

1. กรดอะซีติกเข๎มข๎น (glacial CH3CHOOH) ของบริษัท Merck, Germany 

2. กรดอินโดลอะซีติก (3-Indole acetic acid) ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

3. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท LAB-SCAN, Ireland 

4. กรดบอริก (H3BO3) ของบริษัท Ajaz Finechem Pty Ltd, Australia 

5. กลีเซอรอล (glycerol) ของบริษัท Merck, Germany 

6. กลูโคส (glucose) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

7. โกแท็กกรีน (GoTaq® Green Master Mix) ของบริษัท Promega Corporation, USA 

8. คอปเปอร์ซัลเฟต (Cu2SO4) ของบริษัท Ajax Finechem, New Zealand 

9. คริสตอลไวโอเลต (Crystal violet) ของบริษัท Merck, Germany 

10. แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) ของบริษัท Ajaz Finechem Pty Ltd, Australia 

11. คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส (CMC) ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 
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12. เคซีนเอนไซม์ไฮโดรไลเซต ไทป ์I (casein enzymatic hydrolysate, type-I) ของบริษัท HiMedia 

Laboratories, India 

13. ไคติน (chitin) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 

14. โครมอะซูรอลเอส (chrome azurol S, CAS) ของบริษัท Fluka, Switzerland 

15. ซิงค์คลอไรด์ (ZnCl2) ของบริษัท Ajaz Finechem Pty Ltd, Australia 

16. ซิงค์ซัลเฟสเฮปตาไฮเดรต (ZnSO4·7H2O) ของบริษัท Ajaz Finechem Pty Ltd, Australia 

17. ซูโครส (sucrose) ของบริษัท Merck, Germany 

18. ซาฟานิน โอ (safanin O) ของบริษัท Carlo Erba Reagents, USA 

19. โซเดียมไฮโปคลอไรท์ (NaOCl) ของบริษัท KAO Industrail, Thailand 

20. โซเดียมโมลิปเดตไดไฮเดรต (Na2MoO2·2H2O) ของบริษัท Ajaz Finechem Pty Ltd, Australia 

21. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 

22. โซเดียมซิเตรต (Na3C6H5O7) ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

23. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany 

24. ดีเอนเอซอลไดเรค (DNAzol® direct) ของบริษัท Molecular research center, INC., USA 

25. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

26. นมขาดมันเนย (skim milk) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 

27. 1-แนปทอล (1-naphthol) ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

28. บรอมไทมอลบลู (bromothymol blue) ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

29. แบคโตเปบโทน (Bacto peptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

30. แป้ง (soluble starch) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 

31. ผงว๎ุน (agar) ของบริษัท Productora the Agar SA, Chili 

32. ผงสกัดจากเน้ือ (beef extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

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

34. ผงสกัดจากมันฝร่ัง (potato dextrose) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 

35. โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส (K2HPO4) ของบริษัท Ajaz Finechem Pty Ltd, Australia 

36. โพแทสเซียมไนเตรต (KNO3) ของบริษัท Ajaz Finechem Pty Ltd, Australia 

37. โพแทสเซียมฟอสเฟส (K2HPO4) ของบริษัท Ajaz Finechem Pty Ltd, Australia 

38. โพแทสเซียมซัลเฟต (K2SO4) ของบริษัท Ajaz Finechem Pty Ltd, Australia 

39. ฟีนอลเรด (phenol red) ของบริษัท Merck, Germany 

40. เมทิลเรด (methyl red) ของบริษัท Merck, Germany 

41. แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) ของบริษัท Ajaz Finechem Pty Ltd, Australia 
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42. แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4) ของบริษัท Ajaz Finechem Pty Ltd, Australia 

43. มาลาไคท์ กรีน (malachite green) ของบริษัท Carlo Erba Reagents, USA 

44. โมโนโพแทสเซียสฟอสเฟส (KH2PO4) ของบริษัท Ajaz Finechem Pty Ltd, Australia 

45. แลคโตส (lactose) ของบริษัท Merck, Germany 

46. สารละลายโคแวคส าหรับทดสอบอินโดล (Kovac’s reagent) ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

47. สารละลายส าหรับทดสอบออกซิเดส (oxidase reagent) ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

48. อาหารเลี้ยงเช้ือส าเร็จรูป PDB (Potato Dextrose Broth) ของบริษัท HiMedia Laboratories, India 

49. อาหารเลี้ยงเช้ือส าเร็จรูป พ้ืนฟีนอลเรด (Phenol Red Broth Base) ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

50. อาหารเลี้ยงเช้ือส าเร็จรูปยีสต์แมนนิทอล (Yeast Mannitol Broth) ของบริษัท HiMedia Laboratories, 

India 

51. อาหารเลี้ยงเช้ือแข็งส าเร็จรูป ยีสต์แมนนิทอล ที่มีคองโกเรด (Yeast Mannitol Agar w/congo red) ของ

บริษัท HiMedia Laboratories, India 

52. เอทานอล (ethanol) ของบริษัท J.T. Baker, USA 

53. เอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) ของบริษัท Sigma, USA 

54. แอมโมเนียมซัลเฟต (ammonium sulfate) ของบริษัท BDH, England 

55. แอมโมเนียมเปอร์ซัลเฟต (ammonium persulfate) ของบริษัท Sigma, USA 

56. แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟส (NH4H2PO4) ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

57. แอสพาราจีน (L-asparagine) ของบริษัท Sigma-Aldrich, USA 

58. ไอโอดีน (iodine) ของบริษัท Merck, Germany 

59. ไอรอน (III) คลอไรด์ (FeCl3) ของบริษัท Ajaz Finechem Pty Ltd, Australia 

60. ไอรอน (III) ซิเตรต (FeC6H6O7) ของบริษัท Ajaz Finechem Pty Ltd, Australia 

61. ไอรอน (III) ซัลเฟต (FeSO4) ของบริษัท Ajaz Finechem Pty Ltd, Australia 

62. ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (H2O2) ของบริษัท Merck, Germany 

63. เฮกซะเดคซิลไตรเมทิลแอมโมเนียมโบรมายด์ (HDTMA) ของบริษัท Sigma, USA 

64. 1 kb DNA ladder ของบริษัท Fermentus, USA 

65. 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid (MOPS) ของบริษัท Bio basic INC., Canada 

66. GeneJET PCR Purification Kit ของบริษัทThermo Fisher Scientific, (EU) Lithuania 

67. SeaKem ® LE Agarose For gel electrophoresis ของบริษัท Bio Science Rockland,USA 

68. TE buffer ของบริษัท Bio Excellence International Tech Co., Ltd., Thailand 
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3.3 ไพรเมอร์ 

ช่ือไพรเมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ เอกสารอ๎างอิง 
41F 5’–GCT CAG ATT GAA CGC TGG CG-3’ Herrera-Cervera และคณะ (1999) 

1488R 5’-CGG TTA CCT TGT TAC GAC TTC ACC-3’ Herrera-Cervera และคณะ (1999) 

9F 5’-GAG TTT GAT CCT GGC TCA G-3’ Nilsson และ Strom (2002) 
1510R 5’-TAC GGY TACCTT GTT ACG ACT T-3’ Nilsson และ Strom (2002) 

 

3.4 จุลินทรีย์ 

3.4.1 แบคทีเรีย 

แบคทีเรียจากดินบริเวณรอบรากพืชตระกูลถ่ัว จ านวน 93 ไอโซเลต และแบคทีเรียที่คัดแยกจากปมรากถ่ัวเหลือง 

(root nodule-forming-bacteria) จ านวน 7 ไอโซเลต ได๎รับจากกลุํมงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน กรมวิชาการเกษตร 

กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

3.4.2 รากํอโรคในพืช 

ราที่กํอโรคในถ่ัวเหลืองได๎รับจากกองโรคพืช กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ซึ่งได๎แกํ 

Colletotrichum gloeosporioides, F. oxysporum, Colletotrichum sp., Curvularia sp., Pythium sp. และ 

R. solani 

 

3.5 อาหารเลี้ยงเช้ือ 

3.5.1 อาหารเลี้ยงเช้ือส าหรับแบคทีเรีย ได๎แกํ อาหารเหลว Nutrient Broth (NB), อาหารแข็ง Nutrient Agar 

(NA), อาหารเหลว Yeast Mannitol broth (YMB) และอาหารแข็ง Yeast Mannitol Agar with Congo Red 

(YMCA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 1, 2, 3 และ 4 ตามล าดับ) 

3.5.2 อาหารเลี้ยงเช้ือส าหรับรา ได๎แกํ อาหารเหลว Potato Dextrose Broth (PDB) และอาหารแข็ง Potato 

Dextrose Agar (PDA) (ภาคผนวก ก หมายเลข 5 และ 6 ตามล าดับ) 

 

3.6 การเก็บรักษาจุลินทรีย์ 

3.6.1 การเก็บรักษาแบคทีเรีย 
เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว NB แล๎วน าไปบํมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล๎วผสมกับ  

15% กลีเซอรอล (ภาคผนวก ข หมายเลข 1) ที่ผํานการน่ึงฆําเช้ือแล๎วในอัตราสํวน 1:1 จากน้ันน าไปเก็บไว๎ที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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3.6.2 การเก็บรักษารา 
เลี้ยงราบนอาหารแข็งเอียง PDA ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน แล๎วเททับด๎วย 15% กลีเซอรอล ที่

ผํานการน่ึงฆําเช้ือแล๎ว จากน้ันน าไปเก็บไว๎ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

3.7 การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้งรากํอโรค 

3.7.1 การเตรียมแบคทีเรียและราเพ่ือใช๎ในการทดสอบ 
3.7.1.1 น าแบคทีเรียที่ได๎จากกลุํมงานวิจัยจุลินทรีย์ดิน กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตร

และสหกรณ์ จ านวน 93 ไอโซเลต มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว NB บํมเขยําที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ช่ัวโมง และน าแบคทีเรียที่คัดแยกจากปมรากถ่ัวเหลือง จ านวน 7 ไอโซเลต มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว 

YMB บํมเขยําท่ีอุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 

3.7.1.2 น าราที่กํอโรคในถ่ัวเหลือง ที่ได๎จากกองโรคพืช กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตร

และสหกรณ์ ซึ่งได๎แกํ C. gloeosporioides, F. oxysporum, Colletotrichum sp., Curvularia sp., Pythium 

sp. และ R. solani มาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง PDA บํมที่ 28-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 วัน 

3.7.2 การทดสอบความสามารถในการยับย้ังรากํอโรคด๎วยวิธี Dual culture ตามวิธีของ Verma และ Kharwar 

)2006(  

เจาะช้ินว๎ุนราท่ีเตรียมในข๎อ 3.7.1.2 ด๎วย cork borer น ามาวางบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA   จากน้ันขีดแบคทีเรีย 

ในข๎อ 3.7.1.1 ลงบนจานอาหารเดียวกัน โดยเว๎นระยะหํางจากรา 2 มิลลิเมตร ดังรูปที่ 3.1 ท าซ้ าจ านวน 3 ซ้ า   

ส าหรับชุดควบคุมวางช้ินว๎ุนราโดยไมํมีแบคทีเรีย   บํมจานอาหารเลี้ยงเช้ือที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 5 วัน   ตรวจสอบการยับยั้งรา โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม แล๎วคัดเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการ

ยับยั้งราเพ่ือทดสอบในข้ันตํอไป 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 3.1 รูปแบบการลงเช้ือเพ่ือทดสอบความสามารถในการยับยั้งรากํอโรควิธี dual culture 

2 มิลลิเมตร 

ช้ินว๎ุนรา 

แบคทีเรีย 
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3.8 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการผลิตปัจจัยตํางๆ ที่มีผลในการสํงเสริมการเจริญของถ่ัวเหลืองและ
ในการยับยั้งรากํอโรค 

3.8.1 การทดสอบประสิทธิภาพของสํวนน้ าใสของแบคทีเรียในการยับยั้งรากํอโรค 

3.8.1.1 ทดสอบประสิทธิภาพของสํวนน้ าใสของแบคทีเรียในการยับย้ังรากํอโรคตามวิธีของ 

Kumar และคณะ (2010) โดยน าแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งราตามข๎อ 3.7 มาทดสอบประสิทธิภาพของ

สํวนน้ าใสของแบคทีเรียในการยับยั้งรากํอโรค โดยเลี้ยงแบคทีเรียที่คัดเลือกไว๎ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว NB บํมเขยําที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง   จากน้ันน ามาปั่นเหว่ียงที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือเตรียมสํวนน้ าใส   น าสํวนน้ าใสที่ได๎มากรองด๎วยแผํน

กรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร แล๎วน าสํวนใสที่ปราศจากเช้ือผสมกับอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA ที่ผํานการน่ึงฆําเช้ือแล๎ว 

(อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส) เทเพลท แล๎วต้ังไว๎ที่อุณหภูมิห๎องจนอาหารแข็ง 

3.8.1.2 เจาะช้ินว๎ุนราโรคพืชจากข๎อ 3.7.1.2 ด๎วย cork borer แล๎วน ามาวางบริเวณกลางจาน

อาหารเลี้ยงเช้ือที่เตรียมในข๎อ 3.8.1.1 บํมจานอาหารที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน 

3.8.1.3 ตรวจสอบการยับย้ังราโดยสํวนน้ าใสของแบคทีเรียเปรียบเทียบกับชุดควบคุมซึ่งคือ

อาหาร PDA ที่ไมํได๎ผสมน้ าเลี้ยงเช้ือแบคทีเรีย โดยท าการทดลองจ านวน 3 ซ้ า แล๎วค านวณเปอร์เซ็นต์การยับย้ังการ

เจริญของราตามสูตรด๎านลําง (Verma และ Kharwar, 2006)   คัดเลือกแบคทีเรียที่ให๎ประสิทธิภาพการยับย้ังราได๎

ดีเพ่ือน าไปทดสอบข้ันตํอไป 

 

                                   

 

 

3.8.2 การทดสอบการผลิตเอนไซม์ที่เกี่ยวข๎องกับการยับย้ังการเจริญของรา 

น าแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังราตามข๎อ 3.7 มาทดสอบการผลิตเอนไซม์ที่มีรายงานวํามีผลยับย้ังการ

เจริญของรา ได๎แกํ เซลลูเลส, โปรตีเอส และไคติเนส   โดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง 3 ชนิด ได๎แกํ  

2% (w/v) 1-carboxymethylcellulose (CMC) (ภาคผนวก ก หมายเลข 7), 3% (w/v) powdered skim milk 

agar plate (ภาคผนวก ก หมายเลข 8) และ 1% (w/v) colloidal chitin agar plate (ภาคผนวก ก หมายเลข 9)   

บํมจานอาหารที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-8 วัน   จากน้ันตรวจสอบการผลิตเอนไซม์ดังน้ี 

การผลิตเซลลูเลสโดยการเติมสารละลายคองโกเรด (congo red solution) (ภาคผนวก ข หมายเลข 2) และ 

ตามด๎วย 1 M โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ลงในจานอาหารที่มี CMC สังเกตผลบวกจากโซนใสรอบโคโลนี 

 (Zhang และคณะ, 2009)   ตรวจสอบการผลิตไคติเนสโดยการเติมสารละลายสารละลายคองโกเรด และสังเกต

× 100 1 - เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของรา  = 
เส๎นผํานศูนย์กลางการเจริญของราของชุดทดสอบ       

เส๎นผํานศูนย์กลางการเจริญของราของชุดควบคุม         
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ผลบวกจากโซนใสรอบโคโลนี และการผลิตโปรตีเอสสังเกตโซนใสรอบโคโลนีหลังจากบํมจานอาหารที่ 37  

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-8 วัน 

 

3.8.3 การทดสอบการผลิต กรดอินโดล-3-แอซีติก (IAA) 

ตรวจสอบการผลิต IAA ตามวิธีของ Fukuhara (1994) ดังน้ี 

3.8.3.1 สร๎างกราฟมาตรฐานของ IAA บริสุทธ์ิที่ความเข๎มข๎นตํางๆ โดยใช๎สาร IAA บริสุทธ์ิที่

ความเข๎มข๎น ได๎แกํ 10, 20, 50,100, 150 และ 200 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย Salkowsky 

reagent (0.01 M FeCl2 ใน HClO4) (ภาคผนวก ข หมายเลข 3) ในอัตราสํวน 1:2   บํมในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที 

สังเกตการเปลี่ยนสี และวัดคําการดูดกลืนแสง ที่ 530 นาโนเมตร (Costacurta และคณะ, 1998)   บันทึกผลและ

สร๎างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหวํางคําการดูดกลืนแสงและปริมาณ IAA บริสุทธ์ิ 

3.8.3.2 เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว NB ที่มีการเติม ทริปโตเฟน 0.1 มิลลิกรัมตํอ

มิลลิลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บํมเขยําที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และน าแบคทีเรียจาก 

ปมรากถ่ัวเหลือง จ านวน 7 ไอโซเลต มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว YMB ที่มีการเติม ทริปโตเฟน 0.1 มิลลิกรัมตํอ

มิลลิลิตร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บํมเขยําท่ีอุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 

3.8.3.3 น าเซลล์เพาะเลี้ยงมาปั่นเหว่ียงที่ 12,000 rpm 15 นาที   จากน้ันน าสํวนใสที่ได๎มาผสม

กับสารละลาย Salkowsky reagent ในอัตราสํวน 1:2  บํมในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที สังเกตการเปลี่ยนสี และวัดคํา

การดูดกลืนแสงที่ 530 นาโนเมตร (Costacurta และคณะ, 1998)   บันทึกผลปริมาณ IAA ที่ผลิตได๎โดยเทียบกับ

กราฟมาตรฐานของ IAA ในข๎อ 3.8.3.1 

 

3.8.4 การทดสอบการผลิตสารไซเดอโรฟอร์ 

ทดสอบการผลิตสารไซเดอโรฟอร์บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง blue agar ที่มี chrome azurol S 

(CAS) ซึ่งเป็นอินดิเคเตอร์ที่ใช๎ทดสอบการเคลื่อนที่ของเหล็ก โดยอาหารจะเปลี่ยนจากสีน้ าเงินไปเป็นสีส๎มเมื่อเกิด

สารประกอบ chelator-iron (III) complex   ท าการทดลองโดย เลี้ยงแบคทีเรียยับย้ังราในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว 

NB บํมเขยําท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และแบคทีเรียปมรากเลี้ยงในอาหาร

เลี้ยงเช้ือเหลว YMB บํมเขยําที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน จากน้ันปรับปริมาณเช้ือเร่ิมต๎นของ

แบคทีเรียที่ยับยั้งราท้ัง 11 ไอโซเลต และแบคทีเรียปมรากถ่ัวเหลือง 7 ไอโซเลต ให๎เทํากัน ที่ 1×108 CFU/มิลลิลิตร 

ปิเปตลงบนแผํนดิสก์ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แบคทีเรียที่ต๎องการทดสอบลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง CAS (ภาคผนวก 

ก หมายเลข 10) และบํมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 วัน จากน้ันสังเกตวงสีส๎มรอบโคโลนี (Schwyn 

และ Neilands, 1987) 
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3.9 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลืองในการสํงเสริมการเจริญของถ่ัวเหลือง 

3.9.1 การเตรียมเมล็ดถ่ัวเหลือง 

ฆําเช้ือที่บริเวณผิวเมล็ดถ่ัวเหลืองเมล็ดตามวิธีของ Somasegaran และ Hoben (1994) โดยคัดเลือกเมล็ดถ่ัวเหลือง

ที่มีความสมบูรณ์และมีเปอร์เซ็นต์การงอกมากกวําร๎อยละ 70 มาล๎างด๎วยน้ ากลั่นเพ่ือก าจัดฝุ่นผงและดินที่ติดมากับ

เมล็ด และท าให๎แห๎งด๎วยการซับด๎วยกระดาษซับ   จากน้ันแชํเมล็ดในแอลกอฮอล์ 95 % เป็นเวลา 10 วินาที แล๎วน า

เมล็ดมาแชํใน 2.5 % โซเดียมไฮโปคลอไรท์ (NaOCl) เป็นเวลา 3-5 นาที แล๎วล๎างด๎วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือ 6 คร้ัง และ

แชํในน้ ากลั่นปลอดเช้ือเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง   เมื่อครบเวลาล๎างด๎วยน้ ากลั่นปลอดเช้ือ 2 คร้ัง และบํมเมล็ดเป็นเวลา  

2-3 วัน ในภาชนะที่มีความช้ืนประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ จนสังเกตเห็นรากงอกจากเมล็ดถ่ัว 

3.9.2 การเตรียมเช้ือผสมของแบคทีเรีย 

หาความสัมพันธ์ระหวํางคําความทึบแสง (optical density) และจ านวนแบคทีเรีย เพ่ือใช๎ในการก าหนดจ านวน

แบคทีเรียที่ใช๎ในการทดสอบ ดังน้ี 

3.9.2.1 เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว NB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บํมเขยําที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และน าแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง จ านวน 7 ไอโซเลต มาเลี้ยงในอาหาร

เลี้ยงเช้ือเหลว YMB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บํมเขยําท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 7 วัน 

3.9.2.2 เมื่อครบเวลา น าตัวอยํางสํวนหน่ึงมาเจือจางในอัตราสํวน 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 

และ 1:64 แล๎ววัดคําความทึบแสงที่ 560 นาโนเมตร และตัวอยํางอีกสํวนหน่ึงน ามาหาจ านวนแบคทีเรียที่มีชีวิตโดย

วิธี viable plate count โดยน ามาเจือจางให๎มีความเจือจาง 10-1 ถึง 10-8 และปิเปต 0.1 มิลลิลิตรของแตํละความ

เจือจางไปเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง NA และ YMCA บํมเพลทเป็นเวลา 24 ชม และ 7 วัน ตามล าดับ แล๎ว

ค านวณจ านวนแบคทีเรีย (CFU/มิลลิลิตร) 

3.9.2.3 น าคําท่ีได๎มาสร๎างกราฟความสัมพันธ์ระหวํางคําความทึบแสงและจ านวนแบคทีเรีย เพ่ือ

ใช๎ในการก าหนดจ านวนแบคทีเรียที่ 1×108 CFU/มิลลิลิตร ส าหรับใช๎เป็นเช้ือผสมของแบคทีเรียเพ่ือทดสอบกับพืช

ตํอไป 

3.9.3 การเตรียมชุดปลูกถ่ัวเหลืองในขวด 

3.9.3.1 เตรียมชุดทดลอง ขวด Leonard’s jar โดยดัดแปลงจาก Devine (1977) โดยชุดขวด 

Leonard’s jar ประกอบด๎วย 2 สํวน สํวนด๎านบนท าจากกระถางดินเผา ซึ่งบรรจุทรายหยาบ 500 กรัม และโรย

กรวดหยาบ 50 กรัม บนผิวทราย และสํวนด๎านลํางเป็นโหลแก๎วซึ่งบรรจุสารละลายสารอาหารที่มีหรือที่ปราศจาก

ไนโตรเจน (ภาคผนวก ก หมายเลข 11) โดยมีเชือกพาดเช่ือมระหวํางสํวนบนและสํวนลําง ดังรูปที่ 3.2   น าไปน่ึง 

ฆําเช้ือ ที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที กํอนใช๎งาน 
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 รูปที่ 3.2 สํวนประกอบของขวด Leonard’s jar  
 

3.9.3.2 น าเมล็ดถ่ัวเหลืองที่เตรียมตามวิธีในข๎อ 3.9.1 มาปลูกในขวด Leonard’s jar ซึ่งบรรจุ

สารละลายสารอาหารที่มีหรือที่ปราศจากไนโตรเจนตามข๎อ 3.9.3.1 จ านวน 5 เมล็ด/ขวด 

3.9.4 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง ในขวด Leonard’s jar 

เตรียมชุดขวด Leonard’s jar ที่ปลูกถ่ัวเหลืองไว๎ตามข๎อ 3.9.3 โดยแบํงการทดลองเป็น 3 ชุด ชุดละ 3 ซ้ า ดังน้ี 

1) ชุดควบคุมหน่ึง ในสารละลายสารอาหารที่มีไนโตรเจน, ไมํมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง 

2) ชุดควบคุมสอง ในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน, ไมํมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัว

เหลือง 

3) ชุดทดสอบ ในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน, มีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง 

ที่ 1×108 CFU/มิลลิลิตร ท่ีเตรียมได๎จากข๎อ 3.9.2 

โดยเติม 1 มิลลิลิตรของเช้ือผสมของแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง ที่ 1×108 CFU/มิลลิลิตร ที่เตรียมในข๎อ 3.9.2 

ลงบริเวณโคนต๎นถ่ัวในชุดทดสอบ   วางขวดที่อุณหภูมิห๎อง ที่มีอากาศถํายเท และมีการให๎แสงสม่ าเสมอ (หลอดไฟ

เสมือนแสงแดด 12 W)   หลังจากน้ัน 7 วัน ตัดต๎นถ่ัวให๎เหลือ 3 ต๎น/ขวด เติมสารละลายอาหารทุก 3-4 วัน โดย

ไมํให๎สารละลายแห๎ง   วางขวดที่อุณหภูมิห๎อง ที่มีอากาศถํายเท และมีการให๎แสงสม่ าเสมอ (หลอดไฟเสมือน

แสงแดด 12 W) เป็นเวลา 30-45 วัน   หลังจากปลูกเป็นเวลา 30-45 วันแล๎ว สังเกตการเจริญของต๎นถ่ัวเหลือง 

บันทึกสีของใบ, ความสูงของล าต๎น, ความยาวราก, น้ าหนักสดและน้ าหนักแห๎งของต๎น, น้ าหนักสดและน้ าแห๎งของ

ราก และจ านวนและเส๎นผํานศูนย์กลางปม   เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง ที่ให๎ประสิทธิภาพสํงเสริม

การเจริญและการเกิดปมรากได๎ดีเพ่ือน าไปทดสอบข้ันตํอไป 

ส าลีปลอดเช้ือ 

เชือก 

สารละลายสารอาหาร 

ที่มีหรือที่ปราศจาก
ไนโตรเจน 

ช้ันกรวด ทรายหยาบปลอดเช้ือ 
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3.9.5 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง ในหลอดทดลอง 

เพ่ือทดสอบระบบการเจริญของถ่ัวเหลืองในหลอดทดลองเปรียบเทียบกับระบบการเจริญของถ่ัวเหลืองในขวด 

Leonard’s jar ท าการทดลองเชํนเดียวกับข๎อ 3.9.4 แตํใช๎การปลูกถ่ัวเหลืองในหลอดทดลองขนาด 2 × 15 น้ิว ที่

บรรจุอาหารแข็งเอียง Fahräeus ที่มีหรือที่ปราศจากไนโตรเจน (ภาคผนวก ก หมายเลข 12) (Barker และคณะ, 

2006) 

 

3.10 การทดสอบความเข๎ากันได๎ของการแบคทีเรียเพ่ือใช๎เป็นเช้ือผสมของแบคทีเรีย  

(Sundaramoorthy และ Balabaskar, 2012) 

เลี้ยงแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังรา ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว NB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บํมเขยําที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และน าแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง จ านวน 7 ไอโซเลต มาเลี้ยง

ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว YMB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ี บํมเขยําที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 200 รอบ/นาที  เป็น

เวลา 7 วัน   เกลี่ยแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง ที่ 1×108 CFU/มิลลิลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง CYMA บํมที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ลํวงหน๎า   จากน้ัน ปิเปต 100 ไมโครลิตรของแบคทีเรียที่มี

ประสิทธิภาพในการยับย้ังรา 1×108 CFU/มิลลิลิตร ลงบนกระดาษกรองขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร ที่

ปลอดเช้ือ จากน้ันวางลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง CYMA ที่เตรียมไว๎ จากน้ันบํมที่ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 3-5 วัน สังเกตการยับยั้งกันและกันจากโซนใสรอบแผํนกระดาษกรอง   คัดเลือกคูํแบคทีเรียที่ไมํพบการยับย้ัง 

เพ่ือน าไปทดสอบข้ันตํอไป 

 

3.11 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการควบคุมการเกิดโรคจากราในถ่ัวเหลือง 

3.11.1 การทดสอบการเกิดโรคในถ่ัวเหลืองด๎วยรา 

เตรียมเมล็ดถ่ัวตามข้ันตอนในข๎อ 3.9.1 จากน้ันน าเมล็ดที่รากงอกแล๎วไปเพาะตํอในหลอดทดลองปลอดเช้ือขนาด  

2 × 15 น้ิว ที่มีอาหารแข็งเอียง Fahräeus ที่มีหรือที่ปราศจากไนโตรเจน (ภาคผนวก ก หมายเลข 12) (Barker 

และคณะ, 2006) และเลี้ยงราตามข๎อ 3.7.1.2 แล๎วตัดช้ินว๎ุนที่มีราด๎วย cork borer แล๎วใสํลงในหลอดทดลองที่มี

เมล็ดถ่ัวเหลือง ท าการทดลอง 3 ซ้ า บํมหลอดที่อุณหภูมิห๎อง และมีการให๎แสง 12 ช่ัวโมง/วัน (หลอดไฟเสมือน

แสงแดด 12 W)   จากน้ันสังเกตและบันทึกผลการเกิดโรคในถ่ัวเหลือง โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่มีเฉพาะถ่ัว

เหลืองแตํไมํมีรา เลือกราท่ีสามารถกํอโรคในถ่ัวเหลืองได๎ชัดเจน เพ่ือน าไปใช๎ในการทดลองตํอไป 

3.11.2 การทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียในการยับยั้งรากํอโรคในถ่ัวเหลือง 

3.11.2.1 เตรียมเช้ือผสมของแบคทีเรียและรากํอโรค โดยเลี้ยงแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการ

ยับย้ังราในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว NB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บํมเขยําที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
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24 ช่ัวโมง และแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลืองที่เจริญเข๎ากันได๎จากข๎อ 3.10 มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว YMB 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บํมเขยําที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 200 รอบ/นาที เป็นเวลา 7 วัน   ปรับให๎เช้ือแตํละ

ชนิดมีความเข๎มข๎น 108 CFU/มิลลิลิตร   ส าหรับราท่ีกํอโรคในถ่ัวเหลือง (จากการทดสอบในข๎อ 3.11.1) น ามาเลี้ยง

บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง PDA บํมที่ 28-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-7 วัน และตัดช้ินว๎ุนที่มีราด๎วย cork borer 

เพ่ือใช๎ทดสอบตํอไป 

3.11.2.2 ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือผสมในการยับยั้งรากํอโรคในถ่ัวเหลือง 

ปลูกเมล็ดถ่ัวเหลืองในหลอดทดลองอาหารแข็งเอียง Fahräeus โดยแบํงการทดลองเป็น 5 ชุด 

ชุดละ 3 ซ้ า ได๎แก ํ

1) ชุดควบคุมหน่ึง ในอาหารที่มีไนโตรเจน, ใสํรากํอโรค 

2) ชุดควบคุมสอง ในอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน, มีแบคทีเรียยับย้ังราปริมาตร 1 มิลลิลิตร, ใสํรากํอโรคหลั งจาก

แบคทีเรียเป็นเวลา 3 วัน 

3) ชุดทดสอบหน่ึง ในอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน, มีเช้ือผสมของแบคทีเรียปริมาตร 1 มิลลิลิตร, ใสํรากํอโรค 

หลังจากแบคทีเรียเป็นเวลา 3 วัน 

4) ชุดทดสอบสอง ในอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน, มีเช้ือผสมของแบคทีเรียปริมาตร 1 มิลลิลิตร, ใสํรากํอโรค 

หลังจากแบคทีเรียเป็นเวลา 5 วัน 

5) ชุดทดสอบสาม ในอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน, มีเช้ือผสมของแบคทีเรียปริมาตร 1 มิลลิลิตร, ใสํรากํอโรค 

หลังจากแบคทีเรียเป็นเวลา 7 วัน 

วางหลอดทดลองที่อุณหภูมิห๎องที่มีอากาศถํายเทและมีการให๎แสง 12 ช่ัวโมง/วัน (หลอดไฟเสมือนแสงแดด 12 W) 

เป็นเวลา 30-45 วัน   จากน้ันสังเกตและบันทึกผลการเกิดโรค การยับย้ังการเกิดโรคของถ่ัวเหลือง และ สังเกตการ

เจริญของต๎นถ่ัวเหลือง บันทึกสีของใบ , ความสูงของล าต๎น, ความยาวราก, น้ าหนักสดและน้ าหนักแห๎งของต๎น, 

น้ าหนักสดและน้ าแห๎งของราก และจ านวนและเส๎นผํานศูนย์กลางปม 

 

3.12 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย  

3.12.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรีย 

ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสมบัติทางชีวเคมี โดยอ๎างอิงหลักเกณฑ์ของ Bergey’s Manual of 

Determinative Bacteriology (Holt และคณะ, 1994) ได๎แกํ ตรวจสอบการติดสีแกรม, รูปรํางและลักษณะภายใต๎

กล๎องจุลทรรศน์, การผลิตคะตะเลส, การผลิตออกซิเดส , การสร๎างสปอร์, การเคลื่อนที่, การหมักน้ าตาล ได๎แกํ  

แลคโทส, กลูโคส, มอลโทส และเด็กซ์โทรส, การทดสอบ MR-VP, การยํอยแป้ง, การรีดิวส์ไนเตรต, การทดสอบ 
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เลซิติเนส, การทดสอบอินโดล, การทดสอบการใช๎ซิเตรต, การทดสอบความทนเกลือที่ระดับโซเดียมคลอไรด์ 5 และ 

7 เปอร์เซนต์ 

3.12.2 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA 

3.12.2.1 เตรียมดีเอ็นเอแมํแบบของแบคทีเรีย โดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง  NA 

บํมที่ 37 องศาเซลเซียส 16 ช่ัวโมง   จากน้ันสกัดจีโนมิก DNA ด๎วย DNAzol® ตามวิธีการของ Chomczynski 

และคณะ (1997) โดยใช๎ไม๎จิ้มฟันปลอดเช้ือ เข่ียเช้ือจากโคโลนีเด่ียวของแบคทีเรีย ลงใน 100 ไมโครลิตรของสาร 

DNAzol® ผสมให๎เข๎ากันเบาๆด๎วยเคร่ืองปั่นผสมเป็นเวลา 5 วินาที จากน้ันทิ้งไว๎ที่อุณหภูมิห๎อง 15 นาที 

3.12.2.2 เตรียมสารผสมในการท าปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรส ดังตํอไปน้ี 

ดีเอ็นเอแมํแบบจากข๎อ 3.12.2.1   5.0  ไมโครลิตร 

Go taq green    25.0  ไมโครลิตร 

Forward ไพรเมอร์ (10 µM)    5.0  ไมโครลิตร 

- ไพรเมอร์ 41F ส าหรับแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง 

- ไพรเมอร์ 9F ส าหรับแบคทีเรียยับยั้งรา 

Reverse ไพรเมอร์ (10 µM)     5.0  ไมโครลิตร 

- ไพรเมอร์ 1488R ส าหรับแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง 

- ไพรเมอร์ 1510R ส าหรับแบคทีเรียยับยั้งรา 

น้ าปลอดประจุปลอดเช้ือ    10.0   ไมโครลิตร 

ปริมาตรสุทธิ     50.0  ไมโครลิตร 

ส าหรับชุดควบคุมผลลบ ใช๎น้ ากลั่นปลอดเช้ือปริมาตร 5 ไมโครลิตร แทนสารละลายของดีเอ็นเอ   ผสมให๎เข๎ากัน

เบาๆ ด๎วยเคร่ืองปั่นผสมเป็นเวลา 5 วินาที   น าหลอดไปท าปฏิกิริยาในเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ DNA thermal 

cycler 

3.12.2.3 ท าปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสโดยต้ังโปรแกรมสาหรับท าปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรส 

ดังตํอไปน้ี 

Initial denaturation   ที่ 94 องศาเซลเซียส   เป็นเวลา    5 นาที 

Denaturation       ที ่ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   1 นาที 

Annealing       ที ่ 58 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   1 นาที 

Extention       ที ่ 72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา     2 นาที 

Final extention         ที ่ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   10 นาที 

30 รอบ 
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เมื่อด าเนินปฏิกิริยาจนครบรอบและระยะเวลาท่ีก าหนดแล๎ว น าผลิตภัณฑ์ที่ได๎มาตรวจสอบด๎วยวิธีอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 

3.12.2.4 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสด๎วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเร

ซิส โดยน าผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสมาท าอิเล็กโทรโฟเรซิสบนอะกาโรสเจลรํวมกับสารละลายดีเอ็น

เอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder (BioExcellence, Thailand) 

3.12.2.4.1) การเตรียมอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 

เตรียม 1% อะกาโรสเจลซึ่งหลอมละลายอยํูใน 1X TAE บัฟเฟอร์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 4) แล๎วเทลงในแมํพิมพ์ที่

มีชํองใสํตัวอยําง (slot former) โดยระวังอยําให๎มีฟองอากาศ ต้ังไว๎ประมาณ 30 นาที จนอะกาโรสเจล 

แข็งตัว   จากน้ันวางอะกาโรสเจลที่ได๎ลงในแชมเบอร์สาหรับท าอิเล็กโทรโฟเรซิส  เท 1X TAE บัฟเฟอร์ให๎ทํวม สูง

กวําอะกาโรสเจลเล็กน๎อย 

3.12.2.4.2) ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม (ภาคผนวก ข หมายเลข 5) และหยอดสารละลายดีเอ็นเอและ

สารละลายดีเอ็นเอมาตรฐานลงในชํองใสํตัวอยําง   จากน้ันท าอิเล็กโทรโฟเรซิส โดยใช๎ชุดท าเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 

(Mupid-2Advance, Japan) โดยใช๎ความตํางศักย์ 100 โวลต์ จนกระทั่งสีของบรอมฟีนอลบลูเคลื่อนที่ลงมาใกล๎ถึง

ปลายสุดของอะกาโรสเจลจึงน าเจลออกจากแชมเบอร์ และย๎อมอะกาโรสเจลด๎วยเอธิเดียมโบรไมด์ความเข๎มข๎น 10 

ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข หมายเลข 6) เป็นระยะเวลา 10-15 นาที ล๎างเจลด๎วยน้ าแล๎วตรวจดูแถบดีเอ็นเอ

ด๎วยชุดอุปกรณ์สาหรับถํายภาพ (gel documentation) โปรแกรม Quantity One เวอร์ช่ัน 4.4.1 (Bio-Rad 

Laboratories, USA) เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 

3.12.2.5 ท าผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสให๎บริสุทธ์ิ โดยใช๎  GeneJET PCR 

Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, (EU) Lithuania) โดยผสมผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรส

กับบายด้ิงบัฟเฟอร์ (binding buffer) ในอัตราสํวน 1:1   จากน้ันย๎ายลงคอลัมน์ และปั่นเหว่ียงที่ 12,000 รอบ/นาที 

เป็นเวลา 1 นาที เทสํวนใสทิ้ง เติม 700 ไมโครลิตร ของวอชบัฟเฟอร์ (wash buffer) ลงในคอลัมน์ และปั่นเหว่ียงที่ 

12,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที   เทสํวนใสทิ้งและปั่นเหว่ียงซ้ าอีกคร้ังเพ่ือน าบัฟเฟอร์สํวนเกินออก   จากน้ัน

ย๎ายคอลัมน์ลงหลอดใหมํ และเติม 30 ไมโครลิตรของน้ ากลั่นปลอดเช้ือ บริเวณกึ่งกลางคอลัมน์ แล๎วปั่นเหว่ียง 

12,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที   น าผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสที่บริสุทธ์ิไปวัดคําความเข๎มข๎น

ด๎วยเคร่ืองวัดปริมาณสารพันธุกรรม (NanoDrop Spectrophotometer) เพ่ือสํงวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ตํอไป 

3.12.2.6 วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA เพ่ือพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย 

โดยน าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์บริสุทธ์ิ ที่ได๎จากข๎อ 3.12.2.5 สํงไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA โดย

ใช๎บริการของบริษัท 1st Base (Malaysia)   จากน้ันน าข๎อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได๎ไปเปรียบเทียบกับฐานข๎อมูลใน 

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ด๎วยโปรแกรม Blastn ซึ่งโปรแกรมจะน าข๎อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์
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บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียไปเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียชนิดตํางๆ 

ที่มีอยํูในฐานข๎อมูล GenBank เพ่ือพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียที่ศึกษา 

 

3.13 การวิเคราะห์ข๎อมูลทางสถิติ 

วิเคราะห์ผลการทดลองในพืชทั้งหมดทางสถิติแบบทางเดียว (one way ANOVA) ด๎วยโปรแกรม SPSS และคําเฉลี่ย

ในทุกๆการทดลองเปรียบเทียบกับ Duncan’s Multiple  ange Test (DM T) ที่ระดับนัยส าคัญ 5% (P = 0.05) 

(Yuttavanichakul และคณะ, 2012) 
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บทที่ 4  

ผลการทดลอง 

4.1 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งราของแบคทีเรียบนอาหารแข็ง 

ทดสอบความสามารถของแบคทีเรียจากบริเวณรากของพืชตระกูลถ่ัว จ านวน 100 ไอโซเลต ในการยับยั้ง

รากํอโรค 6 ชนิด ได๎แกํ C. gloeosporioides, F. oxysporum, Colletotrichum sp., Curvularia sp., R. solani 

และ Pythium sp. โดยวิธี dual culture สังเกตผลการทดสอบจากการยับยั้งการเจริญของรา พบวําแบคทีเรีย 11  

ไอโซเลต มีความสามารถในการยับยั้งราสํวนใหญํได๎ ดังแสดงในตารางที่ 4.1 และรูปที่ 4.1   ในขณะที่ 89 ไอโซเลต

ที่เหลือไมํยับยั้งการเจริญของราบนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA (ไมํได๎แสดงผลไว๎)   จากตาราง 4.1 พบวําทุกไอโซเลตใน 

11 ไอโซเลตเหลําน้ีสามารถยับยั้ง Curvularia sp. และ R. solani แตํไมํมีสายพันธ์ุใดยับย้ัง Pythium sp. ได๎    

ไอโซเลต NE10/1, NE18, NE7 และ NE6 สามารถยับย้ัง C. gloeosporioides, F. oxysporum, 

Colletotrichum sp., Curvularia sp. และ R. solani   ไอโซเลต C5 และ NE10/2 สามารถยับย้ัง C. 

gloeosporioides, F. oxysporum, Curvularia sp. และ R. solani   ไอโซเลต N13/2, NE16 และ N13/1 

สามารถยับย้ัง F. oxysporum, Colletotrichum sp., Curvularia sp. และ R. solani   ไอโซเลต N14/1 

สามารถยับย้ัง F. oxysporum, Curvularia sp. และ R. solani และไอโซเลต N14/2 สามารถยับย้ัง C. 

gloeosporioides, Curvularia sp. และ R. solani 

ส าหรับแบคทีเรียปมราก (root nodule forming bacteria) จ านวน 7 ไอโซเลต ไมํมีความสามารถใน

การยับยั้งรากํอโรค เมื่อทดสอบด๎วยวิธี dual culture 

ตารางที่ 4.1 ความสามารถในการยับย้ังรากํอโรคของแบคทีเรีย 11 ไอโซเลต เมื่อทดสอบด๎วยวิธี dual culture 

ไอโซเลต/รา 
ความสามารถในการยับย้ังรากํอโรค 

C. gloeosporioides F. oxysporum Colletotrichum sp. Curvularia sp. R. solani Pythium sp. 

NE10/1 + + + + + - 

C5 + + - + + - 
N13/2 - + + + + - 

NE16 - + + + + - 

NE10/2 + + - + + - 
NE18 + + + + + - 

NE7 + + + + + - 

N13/1 - + + + + - 

NE6 + + + + + - 
N14/1 - - + + + - 

N14/2 + - - + + - 

หมายเหตุ  เคร่ืองหมาย + แสดงวํา พบการยับย้ังการเจริญของรา 
เคร่ืองหมาย - แสดงวํา ไมํพบการยับย้ังการเจริญของรา 
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รูปที่  4.1 ความสามารถของแบคที เรีย 11 ไอโซเลต ในการยับย้ังการเจริญของราชนิดตํางๆ ไ ด๎แกํ  
C. Gloeosporioides (ก), Colletotrichum sp. (ข) Curvularia sp. (ค), F. oxysporum (ง) และ R. solani (จ) 

น าแบคทีเรีย 11 ไอโซเลต ที่ให๎ผลทดสอบบวกในการทดสอบ dual culture มาทดสอบ

ประสิทธิภาพของสํวนน้ าใส (cell free culture filtrate) ในการยับย้ังรากํอโรค โดยเปรียบเทียบขนาด

เส๎นผํานศูนย์กลางของราจากเพลททดสอบที่มีสํวนน้ าใสกับเพลทควบคุม   ผลการทดสอบแสดงดังตาราง

   

   

   

   

   
 

ก NE 7 
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N 13/1 

NE 6 

N18

N 14/1 
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ที่ 4.2 ซึ่งพบวําสํวนน้ าใสของแบคทีเรียไอโซเลต N13/2, NE18 และ NE 6 มีความสามารถในการยับย้ังรา

กํอโรคทั้ง 5 ชนิดได๎ (รูปที่ 4.2) โดย N13/2 ยับย้ัง C. gloeosporioides ได๎ดีที่สุด ที่การยับย้ัง 39.33% 

(รูปที่ 4.2ก), NE 7 ยับย้ัง F. oxysporum ได๎ดีที่สุด ที่การยับย้ัง 35.22% (รูปที่ 4.2ข), NE 7 ยับย้ัง 

Colletotrichum sp. ได๎ดีที่สุด ที่การยับย้ัง 76% (รูปที่ 4.2ค), NE6 และ NE18 ยับย้ัง Curvularia sp. 

ได๎ดีที่สุด ที่การยับย้ัง 56.67% (รูปที่ 4.2ง) และ N13/2 ยับย้ัง R. solani ได๎ดีที่สุด ที่การยับย้ัง 66.27% 

(รูปที่ 4.2จ) 

ตารางที่ 4.2 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งรากํอโรคของสํวนน้ าใสจากแบคทีเรีย 11 ชนิด 

หมายเหตุ  เคร่ืองหมาย – แสดง ไมํพบการยับย้ังในสํวนน้ าใส

ไอโซเลต/รา 

เปอร์เซ็นต์การยับย้ังรากํอโรคของสํวนน้ าใส 

C. gloeosporioides F. oxysporum Colletotrichum sp. Curvularia sp. R. solani 

NE10/1 25.37 22.64 - 45.71 49.21 
C5 - 8.80 - 45.71 55.55 

N13/2 39.33 22.01 39.33 19.52 66.27 

NE16 - 13.20 10.67 16.19 42.46 

NE10/2 25.37 5.03 - 45.71 55.16 
NE18 15.43 15.72 49.33 56.67 48.81 

NE7 12.93 35.22 76 - 29.76 

N13/1 - 6.92 32 30.47 42.46 
NE6 26.36 16.35 68 56.67 26.58 

N14/1 - 0.63 38 18.57 63.49 

N14/2 - 6.92 34 18.57 11.51 
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รูปที่ 4.2 ความสามารถของสํวนน้ าใสของแบคทีเรีย 11 ไอโซเลต ในการยับย้ังการเจริญของราชนิดตํางๆ   ได๎แกํ  
C. gloeosporioides (ก), F. oxysporum (ข), Colletotrichum sp. (ค), Curvularia sp. (ง) และ R. solani (จ) 
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4.2 การผลิตเอนไซม์ที่เกี่ยวข๎องกับการยับยั้งการเจริญของรา 

 น า 11 ไอโซเลตที่มีความสามารถยับย้ังรากํอโรคและแบคทีเรียปมราก 7 ไอโซเลต มาทดสอบการ

ผลิตเอนไซม์ที่มีรายงานวํามีผลยับย้ังการเจริญของรา ได๎แกํ เซลลูเลส , โปรตีเอส และไคติเนส บนอาหารเลี้ยงเช้ือ 

2% (w/v) 1-carboxymethylcellulose (CMC), 3% (w/v) powdered skim milk agar plates และ 1% 

(w/v) colloidal chitin agar plates ตามล าดับ โดยสังเกตผลทดสอบบวกจากลักษณะโซนใสรอบโคโลนี ดัง

ตัวอยํางในรูปที่ 4.3 ซึ่งพบวําท้ัง 11 ไอโซเลตน้ัน แตํละไอโซเลตสามารถผลิตเอนไซม์ได๎อยํางน๎อย 1 ชนิด และไอโซ

เลตทั้งหมดไมํมีความสามารถในการผลิตไคติเนส   ไอโซเลต C5, N13/2, NE10/2, N13/1,NE6, N14/1 และ 

N14/2 สามารถผลิตเซลลูเลสและโปรตีเอสได๎   ไอโซเลต NE16 ผลิตได๎เฉพาะเซลลูเลส   ไอโซเลต NE10/1, NE18 

และ NE7 ผลิตได๎เฉพาะโปรตีเอส บนอาหารเลี้ยงเช้ือ 2% (w/v)1-carboxymethylcellulose (CMC) และ 3% 

(w/v) powdered skim milk agar plates ตามล าดับ โดยทั้งน้ีพบวําไอโซเลตสํวนใหญํผลิตโปรตีเอสได๎ 

 สํวนแบคทีเรียปมรากท้ัง 7 ไอโซเลต ไมํมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ทั้ง 3 ชนิด (ตารางที่ 4.3) 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 4.3 ผลการผลิตเซลลูเลส, โปรตีเอส และไคติเนสของไอโซเลต NE10/2 บนอาหารเลี้ยงเช้ือ 2% (w/v)1-
carboxymethylcellulose (CMC), 3% (w/v) powdered skim milk agar plates และ 1% (w/v) colloidal 
chitin agar plates ตามล าดับ 
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ตารางที่ 4.3 ผลการผลิตเอนไซม์ที่เกี่ยวข๎องกับการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ของแบคทีเรียที่ยับยั้งรา 11  
ไอโซเลต และแบคทีเรียปมราก 7 ไอโซเลต 

 

 

หมายเหตุ เคร่ืองหมาย + แสดงถึงมีความสามารถในการผลิต, เคร่ืองหมาย -  แสดงถึงไมํมีความสามารถในการผลิต  

ชนิด

แบคทีเรีย 
ไอโซเลต 

เอนไซม์ที่เก่ียวข๎องกับการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ 

เซลลูเลส โปรตีเอส ไคติเนส 

ผลบวก/ผล

ลบ 
ผลการทดสอบ 

ผลบวก/
ผลลบ 

ผลการทดสอบ 
ผลบวก
/ผลลบ 

ผลการทดสอบ 

แบ
คท

เีรยี
ที่ย

บัย
ั้งร

ากํ
อโ

รค
 

NE10/1 - 

 

+ 

 

- 

  

C5 + 

 

+ 

 

- 

 

N13/2 + 

 

+ 

 

- 

 

NE16 + 

 

- 

 

- 

 

NE10/2 + 

 

+ 

 

- 

 

NE18 - 

 

+ 

 

- 
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ตารางที่ 4.3 ผลการผลิตเอนไซม์ที่เกี่ยวข๎องกับการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์ของแบคทีเรียที่ยับย้ังรา  11  

ไอโซเลต และแบคทีเรียปมราก 7 ไอโซเลต (ตํอ) 

 

หมายเหตุ เคร่ืองหมาย + แสดงถึงมีความสามารถในการผลิต, เคร่ืองหมาย -  แสดงถึงไมํมีความสามารถในการผลิต 

 

 

 

ชนิด
แบค
ทีเรีย 

ไอโซเลต 

เอนไซม์ที่เก่ียวข๎องกับการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์ 

เซลลูเลส โปรตีเอส ไคติเนส 

ผลบวก 
/ผลลบ 

ผลการทดสอบ ผลบวก
/ผลลบ 

ผลการทดสอบ ผลบวก/
ผลลบ 

ผลการทดสอบ 

 

NE7 - 

 

+ 

 

- 

 

 NE13/1 + 

 

+ 

 

- 

 

 NE18 - 

 

+ 

 

- 

 

 NE7 - 

 

+ 

 

- 

 

 NE13/1 + 

 

+ 

 

- 
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ตารางที่ 4.3 ผลการผลิตเอนไซม์ที่เกี่ยวข๎องกับการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์ของแบคทีเรียที่ยับย้ังรา  11  

ไอโซเลต และแบคทีเรียปมราก 7 ไอโซเลต (ตํอ) 

 

หมายเหตุ เคร่ืองหมาย + แสดงถึงมีความสามารถในการผลิต, เคร่ืองหมาย -  แสดงถึงไมํมีความสามารถในการผลิต 

 

ชนิด
แบคทีเรีย 

ไอโซ
เลต 

เอนไซม์ที่เก่ียวข๎องกับการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ 

เซลลูเลส โปรตีเอส ไคติเนส 

ผลบวก 
/ผลลบ 

ผลการทดสอบ ผลบวก/
ผลลบ 

ผลการทดสอบ ผลบวก/
ผลลบ 

ผลการทดสอบ 

แบ
คท

เีรยี
ที่ย

บัย
ั้งร

ากํ
อโ

รค
 

N1
4/
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+ 
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- 
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01
01
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01
01
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ตารางที่ 4.3 ผลการผลิตเอนไซม์ที่เกี่ยวข๎องกับการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์ของแบคทีเรียที่ยับย้ังรา  11  

ไอโซเลต และแบคทีเรียปมราก 7 ไอโซเลต (ตํอ) 

 

หมายเหตุ เคร่ืองหมาย + แสดงถึงมีความสามารถในการผลิต, เคร่ืองหมาย -  แสดงถึงไมํมีความสามารถในการผลิต 

ชนิด
แบคทเีรยี 

ไอ
โซ
เลต 

เอนไซม์ที่เก่ียวข๎องกับการยบัยั้งการเจริญของจุลินทรีย ์

เซลลูเลส โปรตีเอส ไคติเนส 

ผลบวก/
ผลลบ 

ผลการทดสอบ ผลบวก/
ผลลบ 

ผลการทดสอบ ผลบวก/
ผลลบ 

ผลการทดสอบ 

แบ
คท

เีรยี
ปม

รา
ก 

01
04

1 

- 

 

- 

 

- 

 

01
02

3 

- 

 

- 

 

-  

01
04

1 

- 

 

- 

 

- 

 

01
02

7 

- 

 

- 

 

- 
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ตารางที่ 4.3 ผลการผลิตเอนไซม์ที่เกี่ยวข๎องกับการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์ของแบคทีเรียที่ยับย้ังรา  11  

ไอโซเลต และแบคทีเรียปมราก 7 ไอโซเลต (ตํอ) 

 

หมายเหตุ เคร่ืองหมาย + แสดงถึงมีความสามารถในการผลิต, เคร่ืองหมาย -  แสดงถึงไมํมีความสามารถในการผลิต 

4.3 การผลิต กรดอินโดล-3-แอซีติก (IAA) 

ทดสอบการผลิต IAA ตามวิธีของ Fukuhara และคณะ (1994) โดยน าสํวนใสของแบคทีเรียผสมกับสารละลาย 

Salkowski เพ่ือดูการเกิดสาร tris-(indole-3-acetato) iron (III) complex ซึ่งสังเกตได๎จากการเปลี่ยนสีของสํวน

ใสเป็นสีชมพู และวัดคําการดูดกลืนแสงที่ 530 นาโนเมตร เทียบกับกราฟมาตรฐานของ IAA (ภาคผนวก ค 1) เพ่ือ

หาปริมาณ IAA ที่ผลิตโดยแบคทีเรียที่ทดสอบ   ผลการทดสอบพบวําแบคทีเรียที่ผลิต IAA สูงสุด 2 อันดับแรก 

ได๎แกํ แบคทีเรียปมรากไอโซเลต 01010 และ 01027 ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบคําการดูดกลืนแสงกับกราฟมาตรฐาน IAA 

แล๎ว พบวําสามารถผลิต IAA ได๎ที ่80 µg/ml และ 42 µg/ml ตามล าดับ (รูปที่ 4.4) สํวนไอโซเลตอื่นๆผลิตได๎เพียง

ประมาณ 10 µg/ml   ส าหรับแบคทีเรียที่ยับยั้งราน้ัน ท้ัง 11 ไอโซเลตสามารถสร๎าง IAA ได๎ แตํมีปริมาณการผลิตที่

ต่ า โดยอยํูในชํวงประมาณ 9-15 µg/ml (รูปที่ 4.5) 

 

ชนิด
แบคทเีรยี 

ไอโซเลต 

เอนไซม์ที่เก่ียวข๎องกับการยบัยั้งการเจริญของจุลินทรีย ์

เซลลูเลส โปรตีเอส ไคติเนส 

ผลบวก/
ผลลบ 

ผลการทดสอบ ผลบวก/
ผลลบ 

ผลการทดสอบ ผลบวก/
ผลลบ 

ผลการทดสอบ 

แบคทเีรยี

ปมราก 

01035 - 

 

- 

 

- 

 

01042 - 

 

- 

 

- 
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รูปที่ 4.4 กราฟแสดงคํา IAA ที่ผลิตโดยแบคทีเรียปมรากทั้ง 7 ไอโซเลต 

 
รูปที่ 4.5 กราฟแสดงคํา IAA ผลิตโดยแบคทีเรียที่ยับยั้งราท้ัง 11 ไอโซเลต 

4.4 การผลิตสารไซเดอโรฟอร์ 

ทดสอบการผลิตสารไซเดอโรฟอร์บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง blue agar ที่มี chrome azurol S (CAS) เป็น 

อินดิเคเตอร์ที่ใช๎ทดสอบการเคลื่อนที่ของเหล็ก  โดยอาหารจะเปลี่ยนจากสีน้ าเงินไปเป็นสีส๎มเหลืองเมื่อเกิดสาร 

chelator-iron (III) complex ตามวิธีของ Schwyn และ Neilands (1987) โดยปรับปริมาณเช้ือเร่ิมต๎นของ

แบคทีเรียที่ยับยั้งราท้ัง 11 ไอโซเลต และแบคทีเรียปมรากถ่ัวเหลือง 7 ไอโซเลต ให๎เทํากัน ที่ 1×108 CFU/มิลลิลิตร 

ปิเปตลงบนแผํนดิสก์ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แล๎ววัดขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางวงสีส๎มเหลือง (orange halo) ที่เกิดข้ึน   

ผลการทดสอบพบวํา ทุกไอโซเลตมีการผลิตสารไซเดอโรฟอร์ในภาวะเหล็กจ ากัด (รูปที่ 4.6 และ 4.7) โดยเมื่อบํม
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จานอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง blue agar ที่มี CAS ที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน เร่ิมสังเกตเห็นอาหารเลี้ยงเช้ือ

เปลี่ยนเป็นสีเหลืองรอบโคโลนีของแบคทีเรียที่ยับย้ังราทั้ง 11 ไอโซเลต   ในขณะที่ยังไมํพบการเปลี่ยนแปลงของ

แบคทีเรียปมรากในชํวง 7 วันแรก และเมื่อบํมจานอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง blue agar ที่มี CAS ที่ 30 องศาเซลเซียส 

ตํอไปอีกจนครบ 14 วัน เร่ิมสังเกตเห็นอาหารเลี้ยงเช้ือเปลี่ยนเป็นสีเหลืองรอบโคโลนีของแบคทีเรียปมรากทั้ง  7  

ไอโซเลต (รูปที ่4.7) และพบวําแบคทีเรียยับยั้งรามีขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางวงสีเหลืองรอบโคโลนีที่ชัดเจน โดยไอโซ

เลต NE10/1 มีขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางกว๎างที่สุด คือ 33 มิลลิเมตร ในขณะที่แบคทีเรียปมรากแสดงวงสีเหลืองรอบ

โคโลนีเล็กน๎อย 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 4.6 ผลการทดสอบการผลิตไซเดอโรฟอร์บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง blue agar ที่มี chrome azurol S ของ
แบคทีเรียที่ยับย้ังรา ไอโซเลต NE7 (ก), NE16 (ข), NE10/1 (ค), NE10/2 (ง), NE18 (จ), NE14/2 (ฉ), N14/1 (ช), 
N13/2 (ซ), N13/1 (ฌ), NE6 (ญ) และ C5 (ฎ) 
 

 

 

 

 
 
 
 
รูปที่ 4.7 ผลการทดสอบการผลิตไซเดอโรฟอร์บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง blue agar ที่มี chrome azurol S ของ
แบคทีเรียปมราก ไอโซเลต 01010 (ก), 01027 (ข), 01010 (ค), 01027 (ง), 01035 (จ), 01023 (ฉ) และ 01041 
(ช) 
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4.5 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการสํงเสริมการเจริญของถ่ัวเหลือง 

ทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปมรากในการสํงเสริมการเจริญของถ่ัวเหลืองโดยการปลูกถ่ัวเหลืองรํวมกับ

แบคทีเรียปมราก 7 ไอโซเลต โดยเติม 1 มิลลิลิตรของแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง ที่ 1×108 CFU/มิลลิลิตร ใน

สองรูปแบบการทดลองคือ ในชุดขวด Leonard’s jar และในหลอดทดลอง จากน้ันสังเกตการเจริญของต๎นถ่ัวเหลือง 

ได๎แกํ ความสูงของล าต๎น, ความยาวราก, น้ าหนักสดและน้ าหนักแห๎งของต๎น, น้ าหนักสดและน้ าแห๎งของราก จ านวน

และเส๎นผํานศูนย์กลางปม หลังจากปลูกเป็นเวลา 30-45 วัน เปรียบเทียบกับชุดควบคุมทั้งที่มีเฉพาะเมล็ดถ่ัวใน

สารละลายสารอาหารที่มีไนโตรเจนและไมํมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง และชุดควบคุมที่มีเฉพาะเมล็ดถ่ัวใน

สารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนและไมํมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง   ผลการทดสอบหลังจากปลูก

เป็นเวลา 30-45 วันพบวําต๎นถ่ัวเหลืองในชุดที่ปลูกรํวมกับแบคทีเรียปมรากแตํละไอโซเลต มีการเจริญและเกิดปม

ราก ดังแสดงในตารางที่ 4.4 
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จากตารางที่ 4.4 ซึ่งเป็นการทดสอบในชุดขวด Leonard’s jar พบวําน้ าหนักแห๎งรวมของต๎นและรากของถ่ัวเหลือง

ในชุดทดสอบที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนและมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง ไอโซเลต 

01023 มีคําสูงสุดคือ 0.46 กรัม ซึ่งมีคํามากกวําชุดควบคุมทั้งที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน

และไมํมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลืองและชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่มีไนโตรเจนและไมํมี

แบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลืองอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (P = 0.05) 

ส าหรับการทดสอบในชุดขวด Leonard’s jar ในแงํความสมบูรณ์และความเขียวของใบ พบวําต๎นถ่ัวเหลืองที่ปลูกใน

สารละลายสารอาหารที่ไมํมีไนโตรเจน รํวมกับแบคทีเรียปมรากไอโซเลตตํางๆ (รูปที่ 4.8 ก-ช) มีการเจริญที่สมบูรณ์

และมีใบสีเขียวอยํางชัดเจน   ขณะที่ต๎นถ่ัวเหลืองในชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน

และไมํมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง (รูปที่ 4.8 ซ) แสดงการขาดไนโตรเจนโดยมีสีของใบที่เหลืองและไมํแข็งแรง 

ในแงํความยาวของล าต๎น พบวําต๎นถ่ัวเหลืองในชุดขวด Leonard’s jar ที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ไมํมี

ไนโตรเจน รํวมกับแบคทีเรียปมราก ไอโซเลต 01035, 01010, 01027, 01023, 01041 และ 01042 (รูปที่ 4.8 ก-

ช) มีความยาวล าต๎นเฉลี่ยสูงกวําชุดควบคุมทั้งที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนและไมํมี

แบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง (รูปที่ 4.8 ซ) และชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่มีไนโตรเจนและไมํมี

แบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง (รูปที่ 4.8 ฌ) โดยต๎นถ่ัวเหลืองในชุดขวด Leonard’s jar ที่ปลูกในสารละลาย

สารอาหารที่ไมํมีไนโตรเจน รํวมกับแบคทีเรียปมรากไอโซเลต 01023 มีความยาวล าต๎นของต๎นเฉลี่ยสูงสุด ที่ 42.33

เซนติเมตร ซึ่งมีคํามากกวําชุดควบคุมทั้งสองอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (P = 0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.8 การเจริญของต๎นถ่ัวเหลืองในชุดขวด Leonard’s jar ในชุดทดสอบที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่

ปราศจากไนโตรเจน และมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง ไอโซเลต 01011 (ก), 01023 (ข), 01027 (ค), 01035 

(ง), 01041 (จ), 01010 (ฉ), 01042 (ช)   ชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนและไมํมี

แบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง (ซ) และชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่มีไนโตรเจน (ฌ) 
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ในแงํความยาวของรากน้ัน ต๎นถ่ัวเหลืองในชุดขวด Leonard’s jar ที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ไมํมีไนโตรเจน 

รํวมกับแบคทีเรียปมราก ไอโซเลต 01010 มีความยาวรากสูงสุดที่ 7.92 เซนติเมตร (รูปที่ 4.9 ฉ) โดยต๎นถ่ัวเหลือง

ในชุดขวด Leonard’s jar ที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ ไมํมีไนโตรเจน รํวมกับแบคทีเรียปมราก ไอโซเลต 

01010, 01023 และ 01042 มีคําความยาวรากเฉลี่ยสูงกวําชุดควบคุมทั้งที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจาก

ไนโตรเจนและไมํมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง (รูปที่ 4.9 ซ) และชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่มี

ไนโตรเจนและไมํมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลืองอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (P = 0.05) (รูปที่ 4.9 ฌ) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.9 บริเวณรากต๎นถ่ัวเหลืองจากชุดขวด Leonard’s jar ในชุดทดสอบที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่
ปราศจากไนโตรเจน และมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง ท่ี 1×108 CFU/มิลลิลิตร    ไอโซเลต 01011 (ก), 01023 
(ข), 01027 (ค), 01035 (ง), 01041 (จ), 01010 (ฉ), 01042 (ช)     ชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่
ปราศจากไนโตรเจนและไมํมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง (ซ) และชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่มี
ไนโตรเจน (ฌ) 
 

ในสํวนของการสร๎างปม ในชุดขวด Leonard’s jar หลังจากปลูกเป็นเวลา 30-45 วัน พบวําแบคทีเรียปมรากทั้ง 7 

ไอโซเลตมีความสามารถในการสร๎างปมกับถ่ัวเหลือง โดยไอโซเลต 01035 สร๎างปมเฉลี่ยได๎สูงสุด 6.5 ปม/ต๎น โดย

สร๎างปมที่มีขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง 1.95 เซนติเมตร เมื่อผําปมพบวําภายในมีสีชมพูแดง ซึ่งแสดงถึงประสิทธิภาพที่

ดีของแบคทีเรียในปมรากในการตรึงไนโตรเจน ดังแสดงในรูปที่ 4.10 
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รูปที่ 4.10 ตัวอยํางการเกิดปมรากในถ่ัวเหลืองจากชุดขวด Leonard’s jar ในชุดทดสอบที่ปลูกในสารละลาย
สารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนและมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง ไอโซเลต 01035 

ส าหรับการทดสอบในหลอดทดลอง พบวําการเจริญของต๎นถ่ัวเหลืองหลังจากปลูกเป็นเวลา 30 วัน ในสารละลาย

สารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนรํวมกับแบคทีเรียปมรากแตํละไอโซเลต (ตารางที่ 4.5) เป็นไปในทิศทางเดียวกันกับ

ในการทดสอบในขวด Leonard’s jar โดยน้ าหนักแห๎งรวมของต๎นและรากของถ่ัวเหลืองในชุดทดสอบที่ปลูกใน

สารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนและมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง ไอโซเลต 01023 มีคําสูงสุดคือ 

0.23 กรัม ซึ่งมีคํามากกวําชุดควบคุมทั้งที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนและไมํมีแบคทีเรียจาก

ปมรากถ่ัวเหลืองและชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่มีไนโตรเจนและไมํมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง

อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (P = 0.05)   ต๎นถ่ัวเหลืองในชุดทดสอบที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจาก

ไนโตรเจน และมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลืองไอโซเลต 01023 มีความยาวต๎นสูงสุดที่ 34.75 เซนติเมตร และต๎น

ถ่ัวเหลืองในหลอดทดลองที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ไมํมีไนโตรเจน รํวมกับแบคทีเรียปมราก ไอโซเลต 01027, 

01011, 01023 และ 01042 มีความยาวล าต๎นเฉลี่ยสูงกวําชุดควบคุมทั้งที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจาก

ไนโตรเจนและไมํมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลืองและชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่มีไนโตรเจนและไมํ

มีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง (รูปที่ 4.11)   ในขณะที่ต๎นถ่ัวเหลืองที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ไมํมี

ไนโตรเจน รํวมกับแบคทีเรียปมราก ไอโซเลต 01010 มีความยาวรากสูงสุดที่ 20.67 เซนติเมตร   นอกจากน้ียัง

พบวํา แบคทีเรียปมรากทั้ง 7 ไอโซเลต มีความสามารถในการสร๎างปมกับถ่ัวเหลือง (รูปที่ 4.12) โดยไอโซเลต 

01041 สร๎างปมเฉลี่ยได๎สูงสุด 6.3 ปม โดยสร๎างปมทีมีขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง 1.73 เซนติเมตร 
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รูปที่ 4.11 การเจริญของต๎นถ่ัวเหลืองจากชุดปลูกในหลอดทดลอง ในชุดทดสอบที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่
ปราศจากไนโตรเจน และมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง (จากรูปด๎านซ๎ายไปขวา) ไอโซเลต 01042, 01041, 
01010, 01023, 01027, 01011, 01035, ชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนและไมํมี
แบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง (N free), ชุดควบคุมที่ใสํแบคทีเรียยับย้ังรา (N13/2) และชุดควบคุมที่ปลูกใน
สารละลายสารอาหารที่มีไนโตรเจน (Plus N2) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.12 บริเวณรากของต๎นถ่ัวเหลืองจากชุดปลูกในหลอดทดลอง ในชุดทดสอบที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่
ปราศจากไนโตรเจน และมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง ไอโซเลต 01042 (ก), 01041 (ข), 01010 (ค), 01023 
(ง), 01027 (จ), 01011 (ฉ), 01035 (ช), ชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนและไมํมี
แบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง (ซ), และชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่มีไนโตรเจน (ฌ)

 
 

ก ข ค ง จ 

ฉ ช ซ ฌ 



62 
 

 

4.6 การใช๎เช้ือผสมของแบคทีเรียรํวมกันในการสํงเสริมการเจริญและการยับย้ังรากํอโรคในถ่ัวเหลือง 

4.6.1 การศึกษาความเข๎ากันได๎ของแบคทีเรียที่มีบทบาทสํงเสริมการเจริญกับแบคทีเรียยับย้ังรากํอโรคในถ่ัวเหลือง 
คัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้งราและแบคทีเรียปมรากที่สํงเสริมการเจริญของถ่ัวเหลืองที่สามารถ

เจริญรํวมกันได๎และไมํพบการยับยั้งการเจริญของกันและกัน โดยปิเปตแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับย้ังราลง

บนกระดาษกรองปลอดเช้ือ ขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร จากน้ันวางกระดาษกรองลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 

YMCA ที่เกลี่ยแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลืองไว๎ลํวงหน๎า 1 วัน   จากน้ันบํมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

3-5 วัน แล๎วตรวจผลการยับย้ังกันและกันจากโซนใสรอบแผํนกระดาษกรอง   ผลการทดสอบแสดงดังตารางที่  4.6 

ซึ่งไมํพบการยับย้ังการเจริญของกันและกันในแบคทีเรียยับย้ังรากํอโรคทั้ง 11 ไอโซกับแบคทีเรียปมราก ไอโซเลต 

01010, 01011 และ 01023   แบคทีเรียปมราก ไอโซเลต 01035, 01041, 01042 สามารถเจริญรํวมกันได๎กับ

แบคทีเรียยับยั้งราบางไอโซเลต   ขณะที่แบคทีเรียปมรากไอโซเลต 01027 ถูกยับย้ังได๎โดยแบคทีเรียยับย้ังราเกือบ

ทุกไอโซเลต ยกเว๎น NE 10/1 (รูปที่ 4.13) 

ตารางที่ 4.6 ความเข๎ากันได๎ของแบคทีเรียทั้งสองกลุํมเม่ือเจริญรํวมกันบนอาหารเลี้ยงเช้ือ YMCA 

ไอโซเลต 01010 01011 01023 01035 01041 01042 01027 

N13/1 - - - - - + + 
N13/2 - - - + - - + 
NE6 - - - - - + + 

NE10/1 - - - + - + - 
NE18 - - - - + - + 
NE7 - - - - - - + 
NE16 - - - - - + + 

NE10/2 - - - - - + + 
N14/1 - - - - - + + 
N14/2 - - - - - + + 

C5 - - - - - + + 

เคร่ืองหมาย + แสดงถึง พบการยับย้ังการเจริญของกันและกัน (antagonistic) 
เคร่ืองหมาย - แสดงถึง ไมํพบการยับย้ังการเจริญของกันและกัน (สามารถเจริญรํวมกันได๎) 
 

 

 
 
 
รูปที่ 4.13 ตัวอยํางความเข๎ากันได๎ของแบคทีเรียซึ่งไมํพบโซนยับยัง้รอบโคโลนี (ก) และ ความเข๎ากันไมํได๎ของ
แบคทีเรียซึ่งเกิดโซนยับยั้งรอบโคโลนี (ข) 
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4.6.2 การคัดเลือกคูํแบคทีเรียเพ่ือใช๎เป็นเช้ือผสมของแบคทีเรียในการทดสอบ 

คัดเลือกคูํแบคทีเรียเพ่ือใช๎เป็นเช้ือผสมของแบคทีเรีย จากแบคทีเรียยับย้ังรา 11 ไอโซเลต โดยพิจารณาจาก

ความสามารถในการยับยั้งราของสํวนน้ าใส, การผลิตเอนไซม์ที่เกี่ยวข๎องกับการยับย้ังการเจริญของรา , การสร๎างไซ

เดอโรฟอร์ และจากแบคทีเรียปมราก 7 ไอโซเลต โดยพิจารณาจากชุดทดสอบที่ให๎น้ าหนักแห๎งรวมของต๎นและราก

ของถ่ัวเหลืองสูงสุด และความสามารถของแบคทีเรียทั้งสองกลุํมในการเจริญรํวมกัน พบวําส าหรับแบคทีเรียที่

สามารถยับยั้งราน้ัน ไอโซเลต N13/2 สามารถยับย้ังราได๎ 5 ชนิด และมีเปอร์เซ็นต์การยับย้ัง C. gloeosporioides 

และ R. solani ของสํวนน้ าใสสูงสุด ที่ 39.33 และ 66.27 ตามล าดับ   นอกจากน้ียังผลิตโปรตีเอสและเซลลูเลส 

รวมถึงสามารถผลิตไซเดอโรฟอร์ได๎ดีด๎วย   สํวนแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลืองน้ัน ไอโซเลต 01023 ให๎น้ าหนักแห๎ง

รวมต๎นและรากโดยเฉลี่ยสูงสุด ซึ่งแสดงวําสามารถสํงเสริมการเจริญเติบโตถ่ัวเหลืองได๎ดีที่สุด   นอกจากน้ีก็ยังไมํพบ

การยับยั้งการเจริญของกันและกันของแบคทีเรียทั้งสองไอโซเลต   ดังน้ันจึงเลือกใช๎ไอโซเลตทั้งสองเป็นเช้ือผสมใน

การทดสอบตํอไป 

4.6.3 ผลการใช๎เช้ือผสมของแบคทีเรียในการสํงเสริมการเจริญของถ่ัวเหลือง 

การใช๎เช้ือผสมของไอโซเลต 01023 และ N13/2 ในการสํงเสริมการเจริญของถ่ัวเหลือง โดยปลูกถ่ัวเหลืองในหลอด

ทดลองที่บรรจุสารละลายปราศจากไนโตรเจนรํวมกับเช้ือผสมของแบคทีเรียที่ 1×108 CFU/มิลลิลิตร 

สังเกตการเจริญของต๎นถ่ัวเหลืองและบันทึก ความสูงของล าต๎น, ความยาวราก, น้ าหนักสดและน้ าหนักแห๎งของต๎น, 

น้ าหนักสดและน้ าแห๎งของราก, จ านวนและเส๎นผํานศูนย์กลางปม หลังจากปลูกเป็นเวลา 30-45 วัน เทียบกับชุด

ควบคุม ได๎ผลดังแสดงในตารางที่ 4.7 ซึ่งพบวําต๎นถ่ัวเหลืองในชุดทดสอบที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจาก

ไนโตรเจน และมีเช้ือผสมของแบคทีเรียมีความยาวต๎นสูงสุดที่ 36.67 เซนติเมตร โดยมีความยาวล าต๎นเฉลี่ยสูงกวํา

ชุดควบคุมทั้งที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนและไมํมีเช้ือผสมของแบคทีเรียและชุดควบคุมที่

ปลูกในสารละลายสารอาหารที่มีไนโตรเจนและไมํมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง (รูปที่ 4.14) รวมถึงมีความยาว

รากสูงสุดที่ 20.58 เซนติเมตร (รูปที่ 4.15)   ในสํวนของการเกิดปมราก พบวําต๎นถ่ัวเหลืองในชุดทดสอบที่ปลูกใน

สารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน และมีเช้ือผสมของแบคทีเรียมีการสร๎างปมเฉลี่ย 6.33 ปม /ต๎น ขนาด

เส๎นผํานศูนย์กลางเฉลี่ย 1.43 เซนติเมตร (รูปที่ 4.16) ซึ่งไมํแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญกับต๎นถ่ัวเหลืองในชุดทดสอบที่

ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนรํวมกับแบคทีเรียปมรากไอโซเลต 01023 (P=0.05)   โดยรวม

แล๎ว การใช๎เช้ือผสมของไอโซเลต 01023 และ N13/2 ไมํมีผลด๎านลบตํอการสํงเสริมการเจริญของถ่ัวเหลือง แตํมีผล

ที่ดีในแงํผลผลิตของถ่ัวเหลือง เชํน ความยาวของล าต๎น, ความยาวของราก, และน้ าหนักแห๎งรวม 
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รูปที่ 4.14 การเจริญของต๎นถ่ัวเหลืองบริเวณล าต๎น ในชุดทดสอบที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจาก
ไนโตรเจน และมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง ไอโซเลต 01023 (ก), ชุดทดสอบที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่
ปราศจากไนโตรเจนและมีเช้ือผสมของแบคทีเรีย (ข), ชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจาก
ไนโตรเจนและไมํมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง (ค), ชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่มีไนโตรเจนและมี
แบคทีเรียยับยั้งราไอโซเลต N13/2 (ง), และชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่มีไนโตรเจน (จ) 
 

 

 

 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.15 บริเวณรากของต๎นถ่ัวเหลือง ในชุดทดสอบที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน และมี
แบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง ไอโซเลต 01023 (ก), ชุดทดสอบที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจาก
ไนโตรเจนและมีเช้ือผสมของแบคทีเรีย (ข), ชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนและไมํมี
แบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง (ค), ชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่มีไนโตรเจนและมีแบคทีเรียยับย้ังรา
ไอโซเลต N13/2 (ง), และชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่มีไนโตรเจน (จ) 
 

ก ข ค ง จ 

ก ข ค ง จ 
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รูปที่ 4.16 การใช๎เช้ือผสมของ 01023 และ N13/2 ในการสํงเสริมการเจริญของถ่ัวเหลือง และการเกิดปมรากในชุด
ทดสอบที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน และมีเช้ือผสมของแบคทีเรีย  ไอโซเลต 01023 และ 
N13/2 ในชุดขวด Leonard’s jar 
 

4.7 การกํอโรคในถ่ัวเหลืองโดยรา 

 ทดสอบการกํอโรคในถ่ัวเหลืองโดยรากํอโรคในพืช 4 ชนิด ได๎แกํ F. oxysporum, Colletotrichum sp., 

Curvularia sp. และ R. solani โดยปลูกถ่ัวเหลืองรํวมกับรากํอโรคในพืช 4 ชนิดข๎างต๎น ในสารละลายสารอาหารที่

มีไนโตรเจน บันทึกผลความเปลี่ยนแปลง อาการของโรค และบริเวณที่แสดงอาการจนครบ 14 วัน 

 จากการสังเกต ไมํพบการกํอโรคในถ่ัวเหลืองของรา F. oxysporum (รูปที่ 4.17), Curvularia sp. (รูปที่ 

4.18) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม (รูปที่ 4.19)   อยํางไรก็ตามพบการกํอโรคที่ชัดเจนในหลอดทดสอบที่มีการเติมรา  

R. solani ซึ่งถ่ัวเหลืองเร่ิมติดโรคและแสดงอาการของโรคหลังจากเติมราเป็นระยะเวลา 5 วัน (ดังรูปที่ 4.20) และ

การกํอโรคในระบบรากในหลอดทดสอบที่มีการเติมรา Colletotrichum sp. (รูปที ่4.21) 

 จากการทดสอบแสดงให๎เห็น R. solani เป็นราท่ีสามารถกํอโรคในถ่ัวเหลืองได๎อยํางชัดเจนและรวดเร็ว 

โดยแสดงอาการรากเนําและอาการช้ าน้ าบริเวณล าต๎น   ในการทดลองข้ันตํอไปจึงเลือกใช๎ R. solani 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.17 การเจริญของต๎นถ่ัวเหลืองชุดทดสอบที่มีการเติม F. oxysporum ในหลอดทดลอง ซึ่งไมํพบการกํอโรค 
ในถ่ัวเหลืองทั้งในระบบรากและใบ 
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รูปที่ 4.18 การเจริญของต๎นถ่ัวเหลืองชุดทดสอบที่มีการเติม Curvularia sp. ในหลอดทดลอง ซึ่งไมํพบการกํอโรค
ในถ่ัวเหลืองทั้งในระบบรากและใบ 

 
 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.19 การเจริญของต๎นถ่ัวเหลืองชุดควบคุมในหลอดทดลอง พบวําถ่ัวเหลืองเจริญได๎ดี และมีการพัฒนา  
ของระบบรากท่ีสมบูรณ์อยํางชัดเจน 
 

  

 

 

 

 
 
รูปที่ 4.20 การเจริญของต๎นถ่ัวเหลืองชุดทดสอบที่มีการเติม R. solani ในหลอดทดลอง ซึ่งพบอาการของโรค
บริเวณใบเลี้ยง ล าต๎น และระบบรากของถ่ัวเหลือง
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รูปที่ 4.21 การเจริญของต๎นถ่ัวเหลืองชุดทดสอบที่มีการเติม Colletotrichum sp. ในหลอดทดลอง 
 ซึ่งพบการเจริญของราบริเวณใบเลี้ยง และระบบรากของถ่ัวเหลือง 
 

4.8 ประสิทธิภาพของเช้ือผสมในการยับย้ังรากํอโรคในถ่ัวเหลือง 

ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือผสมของแบคทีเรียยับย้ังรา ไอโซเลต N13/2 และแบคทีเรียปมราก ไอโซเลต 01023 

ในการยับยั้งรากํอโรค และในการสํงเสริมการเจริญของถ่ัวเหลือง โดยการปลูกถ่ัวเหลืองในหลอดทดลอง แล๎วสังเกต

อาการของโรค รวมถึงการเจริญของต๎นถ่ัวเหลือง และบันทึก ความสูงของล าต๎น, ความยาวราก, น้ าหนักสดและ

น้ าหนักแห๎งของต๎น, น้ าหนักสดและน้ าแห๎งของราก , จ านวนและเส๎นผํานศูนย์กลางปม หลังจากปลูกเป็นเวลา  

30-45 วัน เทียบกับชุดควบคุมตํางๆ 

ผลการทดสอบพบวําท้ังในชุดควบคุมหน่ึงซึ่งปลูกเมล็ดถ่ัวในอาหารที่มีไนโตรเจน ไมํมีแบคทีเรียใดๆ และใสํรากํอโรค

, ชุดทดสอบสองซึ่งปลูกเมล็ดถ่ัวในอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน มีเช้ือผสมของแบคทีเรีย และใสํรากํอโรค, และชุด

ทดสอบหน่ึงซึ่งปลูกเมล็ดถ่ัวในอาหารที่มีไนโตรเจน, มีแบคทีเรียยับย้ังรา และใสํรากํอโรค (3 วันหลังใสํแบคทีเรีย) 

เมื่อเวลาผํานไป 7 วัน เกิดอาการช้ าน้ าบริเวณรากท่ีชัดเจนเหมือนกัน (รูปที่ 4.22)   ที่ระยะ 7 วันน้ี ความสูงของต๎น

ถ่ัวของชุดที่ปลูกในอาหารที่มีไนโตรเจนและใสํรากํอโรค  (รูปที่ 4.23 ก) และของชุดที่ปลูกในอาหารที่มีไนโตรเจน

และมีแบคทีเรียยับย้ังรา (รูปที่ 4.23 ค) มีความสูงใกล๎เคียงกัน ซึ่งเต้ียกวําความสูงของต๎นถ่ัวที่ปลูกในอาหารที่

ปราศจากไนโตรเจน มีเช้ือผสมของแบคทีเรีย และใสํรากํอโรค (รูปที่ 4.23 ข)   เมื่อเวลาผํานไป 14 วัน พบวํา

บริเวณใบของทั้งสามชุดเหลําน้ีเร่ิมมีอาการใบเหี่ยว (รูปที่ 4.24) โดยสังเกตพบเพ่ิมเติมวําในชุดที่ปลูกในอาหารที่

ปราศจากไนโตรเจน มีเช้ือผสมของแบคทีเรีย และใสํรากํอโรค ที่บริเวณรากเร่ิมมีการสร๎างปม (รูปที่ 4.25)
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รูปที่ 4.22 อาการของโรคหลังจากลงราเป็นเวลา 7 วัน ของชุดควบคุมที่ปลูกเมล็ดถ่ัวในอาหารที่มีไนโตรเจนและใสํ
รากํอโรค (ก), ชุดทดสอบที่ปลูกเมล็ดถ่ัวในอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน มีเช้ือผสมของแบคทีเรีย และใสํรากํอโรค 
(ข) และชุดทดสอบที่ปลูกเมล็ดถ่ัวในอาหารที่มีไนโตรเจน มีแบคทีเรียยับยั้งรา และใสํรากํอโรค (ค) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
รูปที่ 4.23 การเจริญบริเวณต๎นของถ่ัวเหลือง หลังจากลงราเป็นเวลา 7 วัน ของชุดควบคุมที่ปลูกเมล็ดถ่ัวในอาหารที่
มีไนโตรเจนและใสํรากํอโรค (ก), ชุดทดสอบที่ปลูกเมล็ดถ่ัวในอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน มีเช้ือผสมของแบคทีเรีย 
และใสํรากํอโรค (ข) และชุดทดสอบที่ปลูกเมล็ดถ่ัวในอาหารที่มีไนโตรเจน มแีบคทีเรียยับยั้งรา และใสํรากํอโรค (ค) 

ก ข ค 

 ก ข ค 
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รูปที่ 4.24 อาการใบเหี่ยว หลังจากลงราเป็นเวลา 14 วัน ของชุดควบคุมที่ปลูกเมล็ดถ่ัวในอาหารที่มีไนโตรเจนและ
ใสํรากํอโรค (ก), ชุดทดสอบที่ปลูกเมล็ดถ่ัวในอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน มเีช้ือผสมของแบคทีเรีย และใสํรากํอโรค 
(ข) และชุดทดสอบที่ปลูกเมล็ดถ่ัวในอาหารที่มีไนโตรเจน มีแบคทีเรียยับยั้งรา และใสํรากํอโรค (ค) 

 

 
 
 
 

รูปที่ 4.25 แสดงการเกิดปมบริเวณรากถ่ัวเหลืองในชุดทดสอบที่ปลูกเมล็ดถ่ัวในอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน  
มีเช้ือผสมของแบคทีเรีย และใสํรากํอโรค 
 

จากผลการทดสอบ ไมํพบการยับย้ังการเกิดโรคจาก R. solani ทั้งในชุดทดสอบสองซึ่งปลูกเมล็ดถ่ัวใน
อาหารที่ปราศจากไนโตรเจน มีเช้ือผสมของแบคทีเรีย และใสํรากํอโรค, และชุดทดสอบหน่ึงซึ่งปลูก เมล็ดถ่ัวใน
อาหารที่มีไนโตรเจน, มีแบคทีเรียยับยั้งรา และใสํรากํอโรค จึงท าการทดสอบเพ่ิมเติม โดยทดสอบความสามารถของ
แบคทีเรียยับย้ังรา N13/2 ในการยับย้ังรากํอโรคด๎วยวิธี dual culture บนอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนและบน
อาหารที่มีไนโตรเจน เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA ผลการทดสอบแสดงดังรูปที่ 4.26   
พบวําแบคทีเรียยับยั้งรา N13/2 สามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีไนโตรเจนและอาหารทีปราศจากไนโตรเจนได๎ 
แตํไมํสามารถยับยั้ง R. solani ได๎  
 

 

 

ก ข ค 
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รูปที่ 4.26 ผลการทดสอบการยับยั้งราด๎วยวิธี dual culture บนอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน (ก) และบนอาหารที่มี
ไนโตรเจน (ข) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA (ค) หลังจากบํมที่ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 วัน 

 

4.9 ผลการพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย 

4.9.1 การทดสอบทางชีวเคมี 
น าแบคทีเรียที่ ยับย้ังราและแบคทีเรียปมรากมาทดสอบสมบัติทางชีวเคมีของ ได๎แกํ ตรวจสอบการติดสี 

แกรม, รูปรํางและลักษณะภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์, การทดสอบคะตะเลส, การทดสอบออกซิเดส , การสร๎างสปอร์, 

การเคลื่อนที่, การหมักน้ าตาล ได๎แกํ แลคโทส, กลูโคส, มอลโทส และเด็กซ์โทรส, การทดสอบ MR-VP, การยํอย

แป้ง, การรีดิวส์ไนเตรต, การทดสอบเลซิติเนส, การทดสอบอินโดล, การทดสอบการใช๎ซิเตรต, การทดสอบความทน

เกลือโซเดียมคลอไรด์ที่ 5 และ 7 เปอร์เซนต์ (ตารางที่ 4.8) และการทดสอบทางสัณฐานวิทยา (รูปที่ 4.27) พบวํา

แบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับย้ังราทั้ง 11 ไอโซเลต เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปรํางเป็นแทํง และพบการ

สร๎างสปอร์ ซึ่งนําจะจัดอยํูในสกุล Bacillus   สํวนแบคทีเรียปมราก ทั้ง 7 ไอโซเลต เป็นแบคทีเรียแกรมลบ (รูปที่ 

4.28) และไมํมีการสร๎างสปอร์ 

ก ข ค 
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ตารางที่ 4.8 ผลทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรีย 11 ไอโซเลต ท่ีมีความสามารถในการยับยั้งรากํอโรค 
 

หมายเหตุ +ve แสดง แกรมบวก, + แสดงผลทดสอบเป็นบวก, - แสดงผลทดสอบเป็นลบ, A = acid, ALK=alkaline 

 

 

 

 
 
 
 
รูปที่ 4.27 ตัวอยํางภาพใต๎กล๎องจุลทรรศน์ (1000X) ของการย๎อมแกรมและการย๎อมสปอร์ของไอโซเลต NE10/2 

                    ไอโซเลต 
ปฏิกิริยาที่ทดสอบ 

NE10/1 C5 N13/2 NE16 NE10/2 NE18 NE7 N13/1 NE6 N14/1 N14/2 

การติดสีแกรม +ve +ve +ve +ve +ve +ve +ve +ve +ve +ve +ve 

การสร๎างเอนโดสปอร์ + + + + + + + + + + + 
รูปรํางของเซลล์ Rod Rod Rod Rod Rod Rod Rod Rod Rod Rod Rod 
การเคลื่อนที่ + + + + + + + + + + + 

การไฮโดรไลซ์แป้ง - + + + + - - + - - - 
การทดสอบเลซิติเนส - - - - - - - - - + + 

การทดสอบการใช๎ซิเตรด + + + + + + + + + - - 
การทดสอบออกซิเดส + + + + + + + + + + + 

การทดสอบคะตะเลส + + + + + + + + + + + 

การรีดิวส์ไนเตรต + + + + + + + + + + + 

Voges-Proskuer + + - - - - - + + - - 
Methyl red - - - - - - - - - + - 

การทดสอบอินโดล - - - - - - - - - - - 
การทดสอบความทน
เกลือโซเดียมคลอไรด์ 

ที่ 5 เปอร์เซนต์ 
- - + + + + + - + - - 

การทดสอบความทน
เกลือโซเดียมคลอไรด์ 

ที่ 7 เปอร์เซนต์ 
- + + + + + - + + - - 

การหมักมอลโทส - A + A - A A A - A A 

การหมักแลคโตส - ALK ALK ALK - - ALK ALK ALK ALK - 
การหมักเด็กซ์โทรส A - A A A A A A A A A 

การหมักซูโครส A A A A A A A A A A A 
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รูปที่ 4.28 ตัวอยํางภาพใต๎กล๎องจุลทรรศน์ (1000X) ของการย๎อมแกรมแบคทีเรียจากปมราก ไอโซเลต 01027 และ 
01041 

4.9.2 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA เพ่ือพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย 

 สกัดจีโนมิก DNA ด๎วย DNAzol® ตามวิธีการของ Chomczynski และคณะ (1997) และเพ่ิมปริมาณ DNA 

บางสํวนบริเวณ 16S rDNA โดยการท าปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรส และตรวจสอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซํพอลิ

เมอเรสด๎วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส โดยใช๎ 1kb DNA Ladder เป็น marker 

 ผลการทดสอบพบวําแบคทีเรียยับยั้งราท้ัง 11 ไอโซเลตให๎แถบของผลิตภัณฑ์ขนาดประมาณ 1500 bp (รูปที่ 

4.29)   เมื่อวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S โดยน าข๎อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได๎ (ภาคผนวก ง หมายเลข 1) 

ไปเปรียบเทียบกับฐานข๎อมูลใน GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ด๎วยโปรแกรม blastn พบวําล าดับ

นิวคลีโอไทด์ที่ได๎ของทั้ง 11 ไอโซเลตมีความใกล๎เคียงกับล าดับนิวคลิโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของ Bacillus spp. 

ที่ระดับความเหมือน 99% (ตารางที่ 4.9) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.29 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ์ PCR บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียยับยั้งรา ไอโซเลต 
NE10/1 (ชํองที่ 1), C5 (ชํองที่ 2), N13/2 (ชํองที่ 3), NE16 (ชํองที่ 4), NE10/2 (ชํองที่ 5), NE18 (ชํองที่ 6), NE7 
(ชํองที่ 7), N13/1 (ชํองที่ 8), NE6 (ชํองที่ 9), N14/1 (ชํองที่ 10) และ N14/2 (ชํองที่ 11) เมื่อเทียบกับ 1kb DNA 
Ladder (M) 

M     1     2    3     4     5     6 M    7      8     9    10   11    M  

bp 

1500 
2500 

300 

500 
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ตารางที่ 4.9 ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียยับยั้งราเปรียบเทียบกับฐานข๎อมูล
ใน GenBank ด๎วยโปรแกรม Blastn 

 

ส าหรับแบคทีเรียปมรากทั้ง 7 ไอโซเลตเมื่อตรวจสอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรสด๎วยวิธีอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสพบวํา แบคทีเรียปมรากทั้ง 7 ไอโซเลตให๎ผลิตภัณฑ์ขนาด 1500 bp เมื่อเทียบกับ 1kb DNA 

Ladder (รูปที่ 4.30)   ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ได๎ผลดังแสดงไว๎ในภาคผนวก ง 

หมายเลข 2   เมื่อน าข๎อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได๎ไปเปรียบเทียบกับฐานข๎อมูลใน GenBank ด๎วยโปรแกรม blastn 

พบวําล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได๎ของแบคทีเรียปมราก 6 ไอโซเลต มีความใกล๎เคียงกับล าดับนิวคลิโอไทด์บริเวณ 16S 

rDNA ของ Bradyrhizobium japonicum สายพันธ์ุตํางๆที่ระดับความเหมือน 99%  และหน่ึงไอโซเลต (01027) 

มีความใกล๎เคียงกับล าดับนิวคลิโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของ Bradyrhizobium elkanii (ตารางที ่4.10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ไอโซเลต ใกล๎เคียง 16rDNA ของแบคทีเรีย Accession Query cover Identity 
N13/1 Bacillus sp. KM979099.1 100 99 

NE10/2 Bacillus sp. KF157957.1 100 99 

N13/2 Bacillus sp. KM979099.1 100 99 
N14/1 B. cereus HE660034.1 98 99 

N14/2 B. cereus HE660034.1 98 99 

C5 B. subtilis KP215279.1 98 100 
NE6 Bacillus sp. KT583543.1 98 99 

NE7 Bacillus sp. KJ601743.1 98 97 

NE 16 B. subtilis KT982217.1 98 100 
NE18 Bacillus sp. CP009938.1 98 99 

NE10/1 Bacillus sp. KF157957.1 100 99 
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รูปที่ 4.30 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ์ PCR บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียปมรากถ่ัวเหลือง  

ไอโซเลต 01027 (ชํองที่ 1), 01010 (ชํองที่ 2), 01042 (ชํองที่ 3), 01041 (ชํองที่ 4), 01035 (ชํองที่ 5), 01023 
(ชํองที่ 6) และ 01011 (ชํองที่ 7) เมื่อเทียบกับ 1kb DNA Ladder (M) 
 

ตารางที่ 4.10 ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียปมรากเปรียบเทียบกับ
ฐานข๎อมูลใน GenBank ด๎วยโปรแกรม Blastn 
 

ไอโซเลต ใกล๎เคียง 16rDNA ของแบคทีเรีย Accession Query cover Identity 
01010 Bradyrhizobium japonicum EU481826.1 98 99 

01011 B. japonicum AB601640.1 97 99 

01023 B. japonicum AB070569.2 98 99 
01035 B. japonicum AB601640.1 98 100 

01041 B. japonicum CP007569.1 98 98 

01042 B. japonicum EU481826.1 98 99 
01027 B. elkanii KX242475.1 100 100 

       M      1         2          3      4         5        6        7 

bp 

1500 

2500 

300 

500 
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บทที่ 5  

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 

งานวิจัยน้ีได๎คัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งรากํอโรคและสํงเสริมการเจริญในถ่ัวเหลืองจากแบคทีเรียใน

ดิน จากจ านวน 93 ไอโซเลต และแบคทีเรียปมรากถ่ัวเหลือง จ านวน 7 ไอโซเลต โดยทดสอบการยับย้ังรากํอโรคใน

ถ่ัวเหลือง, สมบัติการเป็น PGPR (plant growth promoting rhizobacteria) ได๎แกํ การผลิต IAA, การสร๎างสารไซ

เดอโร-ฟอร์, การสร๎างปมรากในถ่ัวเหลือง ทั้งแบบ in vitro และ in planta   การทดสอบความสามารถในการ

ยับย้ังรากํอโรค พบวําแบคทีเรียในดิน 11 ไอโซเลต ได๎แกํ NE6, NE7, NE10/1, NE10/2, NE16, NE18, N13/1, 

N13/2, N14/1, N14/2 และ C5 สามารถยับย้ังการเจริญของรากํอโรคในพืช 5 ชนิด ได๎แกํ C. gloeosporioides,  

F. oxysporum, Colletotrichum sp., Curvularia sp. และ R. solani ทั้งโดยวิธี dual culture และในสภาพ 

น้ าเลี้ยงเช้ือที่ปราศจากเซลล์ (cell free culture filtrate) จึงเลือกใช๎ 11 ไอโซเลตดังกลําวน้ีในการทดสอบตํอไป 

เมื่อน าแบคทีเรียทั้ง 11 ไอโซเลต มาพิสูจน์เอกลักษณ์โดยวิธีทางสัณฐานวิทยาและทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี 

พบวําแบคทีเรีย ทั้ง 11 ไอโซเลต เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปรํางเป็นทํอน สร๎างสปอร์ และให๎ผลบวกกับการ

ทดสอบแคทาเลส   เมื่อศึกษาหาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA พบวํามีความใกล๎เคียงกับ Bacillus มากถึง 

99% แตํยังไมํสามารถระบุสปีชีส์ได๎ชัดเจนเน่ืองจากยังมีความคล๎ายคลึงระหวํางผลลัพธ์ที่ได๎ (ภาคผนวก ง หมายเลข 

1) ดังน้ันจึงระบุได๎เบื้องต๎นวําเป็น Bacillus sp. โดย Bacillus เป็นแบคทีเรียในดินที่พบได๎ทั่วไป ทนทานตํอ

สภาพแวดล๎อม และเป็นจุลินทรีย์ที่มีการน ามาใช๎ในด๎านการควบคุมชีวภาพ (Shoda, 2000) 

จากน้ันได๎น าแบคทีเรียทั้ง 11 ไอโซเลตมาทดสอบการผลิตเอนไซม์ที่มีรายงานวํามีผลยับย้ังการเจริญของ

รา ได๎แกํ เซลลูเลส, โปรตีเอส และไคติเนส พบวําแบคทีเรีย 11 ไอโซเลตที่ยับยั้งราได๎ดังกลําว มีความสามารถในการ

ผลิตเอนไซม์เหลําน้ีได๎อยํางน๎อย 1 ชนิด โดยไอโซเลต N13/2 ยับย้ังราได๎ 5 ชนิด และยับย้ัง C.gloeosporioides 

และ R. solani ได๎สูงสุด ท่ี 39.33% และ 66.27% ตามล าดับ และยังสามารถผลิตเซลลูเลสและโปรตีเอสได๎ด๎วย จึง

มีความ เป็นไปได๎ที่ ความสามารถในการผลิต เอนไซม์ เห ลํา น้ีจะ เป็นห น่ึงในกลไกที่ ใ ช๎ในการยั บ ย้ังรา 

(Chantawannakul และคณะ, 2002; Koo, 2001; Koumoutsi และคณะ, 2004; 2008) 

ส าหรับแบคทีเรียปมรากทั้ง 7 ไอโซเลตที่ทดสอบไมํมีความสามารถในการยับย้ังราและไมํสามารถผลิต

เอนไซม์ดังกลําวข๎างต๎นได๎   อยํางไรก็ตามแบคทีเรียปมรากทั้ง  7 ไอโซเลตได๎รับการยืนยันจากผลการทดลองวํา

สามารถสร๎างปมรากได๎ในถ่ัวเหลือง โดยไอโซเลต 01023 สามารถสํงเสริมการเจริญของถ่ัวเหลืองได๎ดี โดยต๎นถ่ัว

เหลืองในชุดขวด Leonard’s jar ที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ไมํมีไนโตรเจน รํวมกับแบคทีเรียปมรากไอโซเลต 

01023 น้ี มีความยาวล าต๎นเฉลี่ยและน้ าหนักแห๎งรวมต๎นและรากเฉลี่ยสูงกวําชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลาย

สารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนและไมํมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลืองและชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลาย

สารอาหารที่มีไนโตรเจนและไมํมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลืองอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (P = 0.05) 
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เมื่อน าแบคทีเรียปมรากท้ัง 7 ไอโซเลต มาพิสูจน์เอกลักษณ์โดยวิธีทางสัณฐานวิทยา พบวําแบคทีเรียทั้ง 7 

ไอโซเลต เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปรํางเป็นทํอน   เมื่อศึกษาหาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของ

แบคทีเรียปมรากทั้ง 7 ไอโซเลต พบวําแบคทีเรียปมรากไอโซเลต 01027 มีความใกล๎เคียงกับ B. elkanii มากถึง 

100% และแบคทีเรียปมรากอีก 6 ไอโซเลตมีความใกล๎เคียงกับ B. japonicum มากถึง 99% จึงสามารถระบุได๎วํา

แบคทีเรียปมรากไอโซเลต 01027 เป็น B. elkanii และแบคทีเรียปมรากอีก 6 ไอโซเลตเป็น B. japonicum 

(ภาคผนวก ง หมายเลข 2)   B. japonicum และ B. elkanii  เป็นแบคทีเรียในกลุํมไรโซเบียมที่สามารถเข๎าสร๎างปม

รากและมีสํวนชํวยในกระบวนการตรึงไนโตรเจนในพืชถ่ัวเหลือง (Fuhrmann และ Wollum, 1989; Kaneko และ

คณะ, 2002) และมีสมบัติเป็น PGPR ที่ชํวยสํงเสริมการเจริญของพืชถ่ัวเหลือง (Kumar และคณะ, 2011) 

แบคทีเรียยับย้ังรา 11 ไอโซเลตและแบคทีเรียปมราก 7 ไอโซเลต ตํางมีความสามารถในการผลิตสารไซ

เดอโรฟอร์ โดยแบคทีเรียยับย้ังรามีขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางของบริเวณการเปลี่ยนสีรอบโคโลนีบนอาหาร  CAS ที่

กว๎างและชัดเจนกวําแบคทีเรียปมราก โดยขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางของบริเวณการเปลี่ยนสีแสดงถึงความเข๎มข๎นของ

สารประกอบ chelator-iron (III) complex ที่เกิดข้ึนเมื่อมีการผลิตไซเดอโรฟอร์ (Milagres และคณะ, 1999) ซึ่ง

ปริมาณของไซเดอโรฟอร์ที่ผลิตได๎มากกวําโดยแบคทีเรียยับยั้งรายังสามารถเกิดจากการเจริญที่เร็วกวําของแบคทีเรีย

พวก Bacillus เมื่อเปรียบเทียบกับพวก Bradyrhizobium ซึ่งเจริญช๎าอีกด๎วย   Yu และคณะ (2011) รายงานการ

ผลิตไซเดอโรฟอร์บนอาหาร CAS โดยแบคทีเรียยับยั้งรากํอโรคในพืชเมื่อทดสอบโดยวิธี dual culture ซึ่งเป็นปัจจัย

หน่ึงที่ยับยั้งรากํอโรค (Adesina และคณะ, 2007; Joseph และคณะ, 2007)   Rossum และคณะ (1994) รายงาน

วําการผลิตไซเดอโรฟอร์ของแบคทีเรียปมรากในกลุํม Bradyrhizobium มีความเกี่ยวข๎องกับประสิทธิภาพของการ

เกิดปม (nodulation effectiveness) โดยชํวยเพ่ิมการเจริญของแบคทีเรียบริเวณรอบรากพืช (rhizospheric) และ

เพ่ิมประสิทธิภาพการยึดเกาะบริเวณราก (root colonization) รวมถึงการเกิดปมราก (nodulation) อีกด๎วย 

เมื่อน าแบคทีเรียยับยั้งรา 11 ไอโซเลตและแบคทีเรียปมราก 7 ไอโซเลต มาทดสอบการสร๎าง IAA พบวํา  

B. japonicum 01010 และ B. elkanii  01027 สามารถผลิต IAA ได๎ที่ 80 µg/ml และ 42 µg/ml ตามล าดับ 

และเมื่อเปรียบเทียบการเจริญของต๎นถ่ัวเหลืองในชุดทดสอบ รํวมกับแบคทีเรียปมรากพบวํา B. japonicum 01010 

ให๎ความยาวรากมากกวําชุดควบคุมที่ไมํมีการใสํแบคทีเรียปมรากอยํางมีนัยส าคัญ (P=0.05) รวมถึง B. japonicum 

01010 ให๎ขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางของปมที่กว๎างกวํา ทั้งน้ีขนาดของปมที่กว๎างน้ีอาจเป็นผลมาจากปริมาณ IAA ที่

ผลิตได๎มากโดยไอโซเลตน้ี ดังที่มีรายงานไว๎โดย Boiero และคณะ (2007) วํา B. japonicum มีความสามารถในการ

ผลิตฮอร์โมนพืช โดยสามารถควบคุมการเจริญของพืชผํานการท างานของฮอร์โมนที่ผลิตข้ึนและปลํอยออกมา โดย 

IAA มีความสัมพันธ์กับการกระต๎ุนกระบวนการทางสรีรวิทยา (physiological processes) อาทิ การเกิดปมรากและ

การเจริญของราก (Kaneshiro และ Kwolek, 1985)   IAA ยังมีสํวนชํวยเพ่ิมความยาวรากและการสร๎างปมในถ่ัว

เหลืองด๎วย (Fukuhara และคณะ, 1994; Kaneshiro และ Kwolek, 1985) 

ความเข๎มข๎นของ IAA มีบทบาทในการสํงเสริมการเจริญของพืชที่แตกตํางกัน มีรายงานถึงบทบาทของ IAA 

ที่ความเข๎มข๎นตํางๆ ที่ผลิตโดยแบคทีเรียในการสํงเสริมการเจริญของพืช อาทิ Pseudomonas spp. ผลิต IAA ใน
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ปริมาณสูงถึง 5–10 mg/ ml มีผลในการลดการยืดตัวตามยาวของราก (root elongation) และเพ่ิมอัตราสํวนต๎น

ตํอรากในชูการ์บีท (Beta vulgaris) (Schroth, 1986)   Yuttavanichakul และคณะ (2012)  รายงานถึงการผลิต 

IAA ใน B. japonicum พบวําปริมาณ IAA ในชํวง 40 และ 60 µg/ml มีผลตํอช้ันคอร์เท็กซ์และเอพิเดอร์มิสของถ่ัว

ลิสง และ IAA ที่ผลิตโดยจุลินทรีย์ในกลุํม PGPR นําจะมีผลตํอสัณฐานวิทยาของรากหรือมีผลตํอเช้ือกํอโรคโดยตรง 

ซึ่งสํงผลดีตํอพืช   Reetha และคณะ (2014)  ศึกษา P. fluorescens และ B. subtilis ที่ผลิต IAA ที่ 15.38±0.5 

µg/ml และ 12.67±0.32 µg/ml ตามล าดับ พบวําแบคทีเรียดังกลําวมีสํวนชํวยเพ่ิมความยาวราก , น้ าหนักสดและ

น้ าหนักแห๎งของต๎นและของรากในหัวหอมเมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไมํเติมแบคทีเรีย   Sheng และคณะ (2008) 

ศึกษา P. fluorescens และ Microbacterium ที่ผลิต IAA ที่ 15.80±2.1 µg/ml และ 27.90±3.6 µg/ml 

ตามล าดับ พบวําแบคทีเรียดังกลําวมีสํวนชํวยเพ่ิมความยาวรากในต๎นเรป (rape) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม   ดังน้ัน

ปริมาณ IAA ที่ผลิตโดย B. japonicum 01010 และ B. elkanii  01027 ถือวํามีปริมาณสูง และอาจมีบทบาทตํอ

การสํงเสริมการเจริญของถ่ัวเหลือง โดย IAA จะสํงผลดีตํอราก เมื่อความยาวรากเพ่ิมข้ึน จะเพ่ิมพ้ืนที่ในการดูดซึมแรํ

ธาตุในดิน รวมถึงการมีขนาดปมที่ใหญํอาจจะมีสํวนชํวยในกระบวนการตรึงไนโตรเจน (Dobbelaere และคณะ, 

1999) 

จากการทดสอบแสดงวําแบคทีเรียปมรากมีบทบาทในการสํงเสริมการเจริญในถ่ัวเหลือง แตํไมํสามารถ

ยับยั้งราได๎ ดังน้ันจึงทดสอบการใช๎เช้ือผสมกันระหวํางแบคทีเรียยับยั้งราและแบคทีเรียปมรากทั้งในด๎านการสํงเสริม

การเจริญและการยับยั้งรากํอโรค โดยจ าเป็นต๎องศึกษาความเข๎ากันได๎ของแบคทีเรียทั้ง 2 กลุํมกํอนที่จะน ามาท าเป็น

เช้ือผสมของแบคทีเรีย การทดสอบความเข๎ากันได๎ของแบคทีเรียทั้งสองกลุํมเมื่อเจริญรํวมกันบนอาหารเลี้ยงเช้ือ  

YMCA พบการยับย้ังกันและกันในบางไอโซเลต   กลไกการยับย้ังหน่ึงที่มีการรายงานไว๎โดย  Fuhrmann และ 

Wollum (1989) ระบุวําในเช้ือผสมที่มีแบคทีเรียยับยั้งรา ซึ่งเป็นแบคทีเรียกลุํม pseudomonad ที่มีความสามารถ

ในการผลิตไซเดอ-โรฟอร์ในปริมาณสูงน้ัน มีผลไปแขํงขันแยํงธาตุเหล็ก และท าให๎เกิดการยับย้ังแบคทีเรียปมราก B. 

japonicum สายพันธ์ุ USDA 110 ที่มีอยํูในเช้ือผสมน้ัน 

เมื่อพิจารณาผลการทดลองที่ได๎ พบวําคูํแบคทีเรียที่เหมาะสมส าหรับใช๎เป็นเช้ือผสมของแบคทีเรียคือ 

Bacillus sp. N13/2 และ B. japonicum 01023 ซึ่งน าไปใช๎ในการทดสอบการใช๎เช้ือผสมของแบคทีเรียในการ

สํงเสริมการเจริญและยับยั้งรากํอโรคในถ่ัวเหลืองในข้ันตํอไป 

ในการศึกษาผลแบบ in planta ข้ันแรกเป็นการทดสอบความสามารถในการกํอโรคในถ่ัวเหลืองโดยรากํอ

โรคพืช 4 ชนิด ได๎แกํ F. oxysporum, Colletotrichum sp., Curvularia sp. และ R. solani เพ่ือคัดเลือกชนิด

ของราที่กํอโรคได๎ชัดเจนไปทดสอบตํอไป   จากผลการทดสอบ พบวํา R. solani สามารถกํอโรคในถ่ัวเหลืองและ

แสดงอาการของโรค โดยพบอาการรากเนําและอาการช้ าน้ าบริเวณล าต๎นอยํางชัดเจนและรวดเร็ว จึงเลือกใช๎ R. 

solani ในการทดลองแบบ in planta ตํอไป 

การทดสอบการใช๎เช้ือผสมของแบคทีเรียในแงํการสํงเสริมการเจริญพบวํา ต๎นถ่ัวเหลืองในชุดทดสอบที่

ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน และมีเช้ือผสมของแบคทีเรียมีความยาวต๎นเฉลี่ยสูงกวําชุด
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ควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนและไมํมีเช้ือผสมของแบคทีเรียและชุดควบคุมที่ปลูกใน

สารละลายสารอาหารที่มีไนโตรเจนและไมํมีแบคทีเรียจากปมรากถ่ัวเหลือง 1.54 และ 1.51 เทํา ตามล าดับ ในสํวน

ของความยาวราก พบวําถ่ัวเหลืองในชุดทดสอบที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน และมีเช้ือผสม

ของแบคทีเรียมีความยาวรากเฉลี่ยสูงกวําชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนและไมํมี

เช้ือผสมของแบคทีเรียและชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่มีไนโตรเจนและไมํมีแบคทีเรียจากปมราก  

ถ่ัวเหลือง 1.33 และ 1.30 เทํา ตามล าดับ 

ต๎นถ่ัวเหลืองในชุดทดสอบที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน และมีเช้ือผสมของ

แบคทีเรียให๎น้ าหนักแห๎งของต๎นสูงกวําชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนและไมํมีเช้ือ

ผสมของแบคทีเรียและชุดควบคุมที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่มีไนโตรเจนและไมํมีแบคทีเรียจากปมราก 1.10 

และ 1.06 เทํา ตามล าดับ รวมถึงให๎น้ าหนักแห๎งของรากสูงกวํา 1.34 และ 1.11 เทํา ตามล าดับ   นอกจากน้ีพบการ

สร๎างปมในต๎นถ่ัวเหลืองในชุดทดสอบที่ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน และมีเช้ือผสมของ

แบคทีเรียโดยมีจ านวนและขนาดเส๎นผํานศูนย์กลางปม ไมํแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญกับต๎นถ่ัวเหลืองในชุดทดสอบที่

ปลูกในสารละลายสารอาหารที่ปราศจากไนโตรเจนรํวมกับ B. japonicum 01023 (P=0.05) ซึ่งแสดงวําการมี

แบคทีเรียยับย้ังราไมํกระทบตํอการสร๎างปมโดย B. japonicum 01023 แตํชํวยเสริมประสิทธิภาพการเจริญให๎แกํ

ถ่ัวเหลือง ซึ่ งสอดคล๎องกับงานของ Masciarelli และคณะ (2014) ซึ่งพบวําการใช๎เ ช้ือผสมระหวําง B. 

amyloliquefaciencs LL2012 และ B. japonicum E109 สามารถสํงเสริมการเจริญของต๎นอํอนและชํวยในการ

สร๎างปมรากในถ่ัวเหลือง และยังพบวําเช้ือผสมของแบคทีเรียชํวยเพ่ิมน้ าหนักแห๎งของต๎นและรากในถ่ัวเหลืองด๎วย 

มีรายงานถึงการใช๎เช้ือผสมของ Bacillus sp. และ B. japonicum เพ่ือชํวยสํงเสริมกันและกันในด๎านการ

เจริญของพืช โดย Halverson และ Handelsman (1991) รายงานวํา Bacillus cereus สายพันธ์ุ UW85 ชํวย

สํงเสริมการเกิดปมรากในถ่ัวเหลือง เมื่อเป็นเช้ือผสมของแบคทีเรีย   Mishra และคณะ (2009) รายงานวํา การใช๎

เช้ือผสมของ Bacillus thuringiensis สายพันธ์ุ KR1 และ B. japonicum สายพันธ์ุ SB1 ชํวยเพ่ิมจ านวนปมราก 

น้ าหนักราก ความยาวราก และน้ าหนักล าต๎น เมื่อเปรียบเทียบกับ B. japonicum สายพันธ์ุ SB1 อยํางเดียว   

นอกจากน้ีงานวิจัยบางสํวนแสดงวําแบคทีเรียในกลุํม PGPR สํงผลดีตํอกระบวนการตรึงไนโตรเจน โดยเพ่ิมจ านวน

และขนาดปมราก (Kaneko และคณะ, 2002; Polonenko และคณะ, 1987) รวมถึงชํวยเพ่ิมการท างานของ

เอนไซม์ไนโตร-จีเนส (Alagawadi และ Gaur, 1988) 

การทดสอบการใช๎เช้ือผสมของแบคทีเรียในการยับย้ังรากํอโรคน้ัน ในขณะที่พบการยับย้ังราในหลอด

ทดลอง (in vitro) แตํในการเลี้ยงรํวมกับถ่ัวเหลือง (in planta) กลับพบวําแบคทีเรียยับย้ังรา Bacillus sp. N13/2 

อยํางเดียว หรือเมื่อรํวมกับ B. japonicum 01023 ไมํสามารถยับย้ังรา R. solani ที่กํอโรคในถ่ัวเหลืองได๎ ทั้งน้ีอาจ

เน่ืองมาจากภาวะในหลอดทดลองและในพืชมีความแตกตํางกัน   ภาวะที่ใช๎เลี้ยงพืช อาจไมํเหมาะสมส าหรับ 

Bacillus sp. N13/2 ในการผลิตสารยับยั้งรา (Nalisha และคณะ, 2006), R. solani สามารถเจริญได๎ดีกวําในภาวะ

ที่ทดสอบกับพืช จึงสํงผลให๎ Bacillus sp. N13/2 ไมํสามารถยับย้ังได๎ทัน (Lumsden และ Locke, 1989), หรือ
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รากถ่ัวเหลืองอาจมีการหลั่งสารบางอยํางที่อาจย้ับย้ัง Bacillus sp. N 13/2 หรือสํงเสริมการเจริญของ R. solani 

(Lameta และ Jay, 1987) เป็นต๎น 

มีรายงานเก่ียวกับการยับยั้งราในหลอดทดลอง (in vitro) แตํไมํพบการยับยั้งราในพืช (in planta) ดังน้ี 

Chin-A-Woeng และคณะ (1998) ได๎คัดแยก Pseudomonas chlororaphis PCL1391 ที่สามารถ

ยับย้ัง F. oxysporum เมื่อทดสอบในเพลท (in vitro antifungal activity) แตํไมํพบการยับย้ังราดังกลําวเมื่อ

ทดสอบในมะเขือเทศ   Cazorla และคณะ (Cazorla และคณะ, 2007) ศึกษา B. subtilis ที่สามารถยับย้ังรากํอโรค

ในพืชบนเพลทและผลิตไฮโดรไลติกเอนไซม์  แตํกลับไมํพบการยับย้ังรากํอโรคเมื่อน าไปใช๎รํวมกับอาโวคา   

Hammami และคณะ (2009) พบวํา แม๎วํา B. subtilis จะผลิตสารต๎านราที่ยับย้ังราได๎ดีในเพลท แตํประสิทธิภาพ

ของสารต๎านแบคทีเรียลดลงเมื่อทดสอบในพืช (in planta) และคาดวํากระบวนการยับยั้งรานําจะเกิดจากกลไกอื่นๆ 

อาทิ การแขํงขันแยํงอาหารและที่อยํูอาศัย 

จากการทดสอบการยับย้ังราเพ่ิมเติมด๎วยวิธี dual culture บนอาหารแข็งสังเคราะห์ (synthetic 

medium) ที่มีไนโตรเจนและอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ทดสอบบนอาหารเลี้ยงเช้ือ 

PDA ซึ่งเป็นอาหารสมบูรณ์ (complete medium) พบวํา Bacillus sp. N13/2 สามารถเจริญได๎บนทั้งอาหารแข็ง

สังเคราะห์และอาหารแข็งสมบูรณ์ แตํในอาหารแข็งสังเคราะห์ไมํพบวําสามารถยับย้ัง R. solani ได๎ ทั้งน้ีอาจเกิด

จากในอาหารสังเคราะห์ไมํมีซับสเตรตส าหรับการสังเคราะห์สารยับยั้งรา (Calam, 1986; Vahidi และคณะ, 2004)  

งานวิจัยน้ีประสบผลส าเร็จในด๎านการหาเช้ือแบคทีเรียส าหรับใช๎รํวมกันที่ให๎ประโยชน์สองด๎าน คือ ด๎าน

การยับยั้งราท่ีกํอโรคในถ่ัวเหลือง และด๎านการสํงเสริมการเจริญในถ่ัวเหลือง เพ่ือน าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ชีวภาพที่

ใช๎ทดแทนสารเคมีก าจัดราและปุ๋ยเคมีได๎   แตํอยํางไรก็ตาม ในข้ันตอนการพัฒนาเช้ือผสมน้ีไปใช๎ให๎ได๎ผลตํอไป ยัง

จ าเป็นต๎องศึกษาแปรผันภาวะตํางๆที่กลําวไว๎ข๎างต๎นเพ่ือให๎เกิดประสิทธิภาพในการยับย้ังรากํอโรคและในการ

สํงเสริมการเจริญของถ่ัวเหลืองให๎ดีข้ึนตํอไป 
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ภาคผนวก ก 
สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 

 

1. อาหารเหลว Nutrient Broth (NB) 
แบคโตเปบโตน (Bacto peptone)    5 กรัม 
สารสกัดจากเน้ือ (Beef extract)    3 กรัม 

ผสมสารตามล าดับในน้ ากลั่น 800 มิลลิลิตร และ ปรับ pH ให๎เป็น 7 แล๎วเติมน้ ากลั่นจนมีปริมาตรเป็น    

1,000 มิลลิลิตร จากน้ันน าไปน่ึงฆําเช้ือด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที 

 

2. อาหารแข็ง Nutrient Agar (NA) 
แบคโตเปบโตน (Bacto peptone) 5 กรัม 
สารสกัดจากเน้ือ (Beef extract) 3 กรัม 
ผงว๎ุน (Agar) 15 กรัม 

ผสมสารตามล าดับในน้ ากลั่น (ยกเว๎นผงว๎ุน) 800 มิลลิลิตร และ ปรับ pH ให๎เป็น 7 จากน้ันเติมผงว๎ุนคนให๎

ละลาย แล๎วเติมน้ ากลั่นจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 

 

3. อาหารเหลว Yeast Mannitol broth (YMB) 
 อาหารเลี้ยงเช้ือส าเร็จรูปยีสต์แมนนิทอล (Yeast Mannitol Broth)  12.8  กรัม 
 HiMedia Laboratories, India 

เติมน้ ากลั่น 800 มิลลิลิตร และ ปรับ pH ให๎เป็น 6.6-6.8 ด๎วย 1 N NaOH แล๎วเติมน้ ากลั่นจนมีปริมาตร

เป็น 1,000 มิลลิลิตร จากน้ันน าไปน่ึงฆําเช้ือด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

 

4. อาหารแข็ง Yeast Mannitol Agar w/ Congo Red  (YMCA)   
 อาหารเลี้ยงเช้ือแข็งส าเร็จรูป ยีสต์แมนนิทอลที่มีคองโกเรด  31.82  กรัม 

(Yeast Mannitol Agar w/congo red) 
บริษัท HiMedia Laboratories, India 

เติมน้ ากลั่น 800 มิลลิลิตร และ ปรับ pH ให๎เป็น 6.6-6.8 ด๎วย 1 N NaOH แล๎วเติมน้ ากลั่นจนมีปริมาตรเป็น 

1,000 มิลลิลิตร จากน้ันน าไปน่ึงฆําเช้ือด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที 
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5. Potato Dextrose Broth (PDB) 
 อาหารส าเร็จรูป PDB (Potato Dextrose Broth)  24 กรัม 

HiMedia Laboratories, India 
เติมน้ ากลั่น 800 มิลลิลิตร และ ปรับ pH ให๎เป็น 5.1-5.3 แล๎วเติมน้ ากลั่นจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 

จากน้ันน าไปน่ึงฆําเช้ือด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 121 องศา เซลเซียส เป็นเวลา 15 

นาที 

 

6. อาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) 
อาหารส าเร็จรูป PDB (Potato Dextrose Broth)  24      กรัม 
HiMedia Laboratories, India 
ผงว๎ุน (Agar)      15       กรัม 

ละลาย PDB ในน้ ากลั่น 800 มิลลิลิตร และ ปรับ pH ให๎เป็น 5.1-5.3 จากน้ันเติมผงว๎ุนคนให๎ละลาย แล๎วเติม

น้ ากลั่นจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 

 

7. 2% (w/v)1-carboxymethylcellulose (CMC) agar 
คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส (CMC)  20    กรัม 
สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract) 1     กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส (K2HPO4) 0.7  กรัม 

            แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟส (NH4H2PO4) 1     กรัม 
            แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตาไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 0.5            กรัม 
            ไอรอน (III) ซัลเฟตเฮปตาไฮเดรต (FeSO4.7H2O )   0.01      กรัม 

ผสมสารตามล าดับในน้ ากลั่น 800 มิลลิลิตร และ ปรับ pH ให๎เป็น 6.8-7.2 จากน้ันเติมผงว๎ุนคนให๎ละลาย แล๎ว

เติมน้ ากลั่นจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆําเช้ือด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางน้ิว ที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

8. 3% (w/v) powdered skim milk agar plates 
 ผงนมขาดมันเนย (skim milk powder)       30        กรัม 
 เคซีนเอนไซม์ไฮโดรไลเซต ไทป์ I          5        กรัม 
 casein enzymatic hydrolysate, type-I) 
 สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)              2.5          กรัม 
 กลูโคส            1           กรัม 
 ผงว๎ุน           15        กรัม 
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ผสมสารตามล าดับในน้ ากลั่น 800 มิลลิลิตร และ ปรับ pH ให๎เป็น 7 จากน้ันเติมผงว๎ุนคนให๎ละลาย แล๎วเติมน้ า

กลั่นจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆําเช้ือด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

9.  1% (w/v) colloidal chitin agar plates 
 Colloidal chitin  10  กรัม 

  กลูโคส 10  กรัม 
 แบคโตเปบโตน (Bacto peptone)    0.5    กรัม 
 สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)                 1          กรัม 
 สารสกัดจากเน้ือ  (Beef extract)      1          กรัม 
 ผงว๎ุน (Agar)              15      กรัม 

เตรียม colloidal chitin โดยช่ัง Chitin 10 กรัม เติมกรดฟอสฟอริคเข๎มข๎น  (H3PO4 ) 100 มิลลิลิตร ปิดด๎วย 
ฟรอยด์ เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 24 ชม. จากน้ันน ามาเติมน้ ากลั่น 500 มิลลิลิตร ให๎ทํวมผิวหน๎า ทิ้งไว๎ 
10 นาที แล๎วใช๎แทํงแก๎วคนให๎เข๎ากัน จากน้ันกรองด๎วยผ๎าขาวบาง 3-4 ช้ัน และล๎างด๎วยน้ าสะอาด น าไปน่ึงฆํา
เช้ือด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที และเก็บที่ 4 
องศาเซลเซียส 
ผสมสารตามล าดับในน้ ากลั่น 800 มิลลิลิตร และ ปรับ pH ให๎เป็น 6.8-7.2 จากน้ันเติมผงว๎ุนคนให๎ละลาย แล๎ว
เติมน้ ากลั่นจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆําเช้ือด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางน้ิว ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 
10. อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง CAS 

อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง CAS ประกอบด๎วย 3 สํวน ดังน้ี  

สารละลาย CAS      100 มิลลิลิตร 
Basal agar medium     880       มิลลิลิตร 
สารละลายกลูโคส 50 เปอร์เซ็นต์    20         มิลลิลิตร 

การเตรียม สารละลายCAS 

เตรียมสารละลาย CAS โดยช่ัง โครมอะซูรอลเอส (chrome azurol S, CAS) 60.5 mg ละลายในน้ ากลั่น

ปลอดประจุ 50 มิลลิลิตร จากน้ันเติม สารละลายเหล็ก (Fe(III)solution) 10 มิลลิลิตร สารละลายเหล็ก 

(Fe(III)solution) เตรียมจากละลาย 27 มิลลิกรัมของ ไอรอน (III) คลอไรด์ (Fecl3.6H2o) ใน กรดไฮโดรคลอริก

เข๎มข๎น 83.3 ไมโครลิตร และเติมน้ ากลั่นปลอดประจุ 100 มิลลิลิตร จากน้ันเติม สารละลาย HDTMA โดย

เตรียมจาก 72.9 มิลลิกรัมของ HDTMA ในน้ ากลั่นปลอดประจุ 40 มิลลิลิตร ปริมาตรสุทธิ 100 มิลลิลิตร 

น าไปน่ึงฆําเช้ือด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที
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การเตรียม Basal agar medium 880 มิลลิลิตร 

3-(N-morpholino)propanesulfonic acid ( MOPS)   30 กรัม 
โซเดียมคลอไรด์ (Nacl)      0.5 กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟส (K2HPO4)    0.3 กรัม 
แอมโมเนียคลอไรด์ NH4Cl     0.1 กรัม 
แอสพาราจีน (L-Asparagine)     0.5 กรัม 

      ผงว๎ุน (Agar)                      15    กรัม 
ผสมสารตามล าดับในน้ ากลั่น 700 มิลลิลิตร และ ปรับ pH ให๎เป็น 6.8 ด๎วย 6M NaOH จากน้ันเติมผงว๎ุนคน

ให๎ละลาย แล๎วเติมน้ ากลั่นปลอดประจุจนมีปริมาตรเป็น 880 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆําเช้ือด๎วยความดันไอ 15 

ปอนด์ตํอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

สารละลายกลูโคส 50 เปอร์เซ็นต์ 

ละลาย50 กรัม กลูโคส ในน้ ากลั่นปลอดประจุ 100 มิลลิลิตร จากน้ันกรองด๎วยตัวกรองขนาด 0.45 ไมครอน 
อาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง CAS จะเตรียมโดยการเติม สารละลายกลูโคส 50 เปอร์เซ็นต์  ลงใน Basal agar 
mediumอุํน ทีอุ่ณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส คนตลอดเวลา  จากน้ันคํอยๆเติม สารละลาย CAS ช๎าๆ 
พยายามอยําให๎เกิดฟอง ผสมให๎เข๎ากันและเทลงบนเพลทปลอดเช้ือ 25 มิลลิลิตรตํอเพลท 
 

11. สารละลายสารอาหารที่มีหรือที่ปราศจากไนโตรเจน 
สารละลาย 1 
แคลเซียมคลอไรด์ดีไฮเดรต (CaCl2.2H2O)       294.1  กรัม 
สารละลาย 2  
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟส (KH2PO4)                                  136.1   กรัม 
สารละลาย 3 
ไอรอน (III) ซิเตรต (FeC6H6O7)       6.7  กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O)  123.3  กรัม 
โพแทสเซียมซัลเฟต (K2SO4)     87.0  กรัม 
แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต (MnSO4.H2O)   0.338  กรัม 
สารละลาย 4 
กรดบอริก (H3BO3)  0.247  กรัม 
ซิงค์ซัลเฟสเฮปตาไฮเดรต (ZnSO4·7H2O)  0.288  กรัม 
คอปเปอร์ซัลเฟสเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O)     0.1  กรัม 
โคบอลต์ซัลเฟสเฮปตาไฮเดรต (CoSO4.7H2O) 0.056  กรัม 
โซเดียมโมลิปเดต ดีไฮเดรต (Na2MoO2·2H2O) 0.048  กรัม 
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ผสม 5 มิลลิลิตรของสารละลายแตํละชนิด (1-4) ใสํในน้ ากลั่น 5 ลิตร และเจือจางให๎ได๎ปริมาตร 10 ลิตร 
ส าหรับสารละลายสารอาหารที่มีไนโตรเจน เติม 0.05% KNO3 (0.5 กรัม/ลิตร) 
ปรับ pH ให๎เป็น 6.6-6.8 ด๎วย 1 N NaOH จากน้ันน าไปน่ึงฆําเช้ือด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางน้ิว ที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
12. อาหารแข็งเอียง Fahräeus  ที่มีหรือที่ปราศจากไนโตรเจน (ดัดแปลงจาก Vincent (1970)) 

สารอาหารหลัก (Macronutrient) 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตาไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 0.5 M(1)   1          มิลลิลิตร 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟส (KH2PO4) 0.7 M(1)   1 มิลลิลิตร 
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตดีไฮเดรต (Na2HPO4.2H2O) 0.4 M(1)  2    มิลลิลิตร 
Fe-EDTA 20 mM (2)                                               2.5       มิลลิลิตร 
สารอาหารรอง (Micronutrient)  

            ซิงค์ซัลเฟสเฮปตาไฮเดรต (ZnSO4·7H2O)          1 mg/ml(3)  0.1 มิลลิลิตร 

คอปเปอร์ซัลเฟสเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) 1 mg/ml (3)  0.1 มิลลิลิตร
โคบอลต์ซัลเฟสเฮปตาไฮเดรต (CoSO4.7H2O)    1 mg/ml (3)  0.1 มิลลิลิตร 

            โซเดียมโมลิปเดต ดีไฮเดรต (Na2MoO2·2H2O)    1 mg/ml(3)  0.1        มิลลิลิตร 
            กรดบอริก (H3BO3)  1  mg/ml(3)    0.1  มิลลิลิตร  
            แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต  (MnSO4.H2O)     1 mg/ml(3)  0.1  มิลลิลิตร 
 

ผสมสารตามล าดับในน้ ากลั่น 800 มิลลิลิตร และ ปรับ pH ให๎เป็น 6.5 ด๎วย 1M NaOH จากน้ันเติมผงว๎ุน 15 

กรัม คนให๎ละลาย แล๎วเติมน้ ากลั่นปลอดประจุจนมีปริมาตรเป็น 1000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆําเช้ือด๎วยความดัน

ไอ 15 ปอนด์ตํอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เมื่ออาหารเย็นลงที่อุณหภูมิ

ประมาณ 50 องศาเซลเซียส เติมสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ (Cacl2) ปลอดเช้ือ ให๎ความเข๎มข๎นสุดท๎ายเป็น 

1 มิลลิโมลาร์ ผสมให๎เข๎ากัน และต้ังหลอดเอียง 45 องศา รอจนอาหารแข็ง 

สารอาหารหลัก (Macronutrient) (1) เตรียมและเก็บที่อุณหภูมิห๎อง และเก็บที่ 4 องศาเซลเซียสเมื่อเปิดใช๎ 
Fe-EDTA 20 mM (2) เตรียมสารละลาย 2 ชนิด โดย ช่ัง 5.6 กรัม ในน้ ากลั่น 1 ลิตร ของ FeSO4 และ 7.4 
กรัม ของ Na2EDTA ในน้ ากลั่น 1 ลิตร น าสารละลายทั้งสองไปให๎ความร๎อนที่ 50 องศาเซลเซียสจนละลาย 
และน ามาผสมกัน  
สารอาหารรอง (Micronutrient) (3) เตรียมที่อุณหภูมิห๎องและเก็บที่ -20 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 
สารเคมีและอุปกรณ์ที่ใช๎ในการทดลอง 

 

1. 15% กลีเซอรอล 
น ากลีเซอรอล 87% ปริมาตร 17.24 มิลลิลิตร ผสมในน้ ากลั่นปริมาตร 82.76 มิลลิลิตร ผสมให๎เข๎ากัน 

น าไปน่ึงฆําเช้ือด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

2. สารละลายคองโกเรด (congo red solution ) 0.1% 
คองโกเรด    0.1  กรัม 
น้ ากลั่น            100        มิลลิลิตร 
ละลายคองโกเรดในน้ ากลั่น คนให๎ละลาย    

 

3. Salkowsky reagent   
0.5 M FeCl3               20       มิลลิลิตร 
น้ ากลั่น             490      มิลลิลิตร 
70% perchloric acid           490      มิลลิลิตร 
เตรียม 0.5 M FeCl3 โดยช่ัง FeCl3  135.15 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 1000 มิลลิลิตร   

 

4. บัฟเฟอร์ 1X Tris-acetate (TAE) 
เตรียมจาก บัฟเฟอร์ 50X Tris-acetate (TAE)  
Trisma base             121      กรัม 
กรดอะซีติกเข๎มข๎น          28.55      กรัม 
สารละลาย EDTA เข๎มข๎น 0.5 โมลาร์             50      กรัม 
ละลายสํวนผสมทั้งหมดในน้ าปลอดประจุปริมาตร 300 มิลลิลิตร แล๎วเติมน้ าปลอดประจุ จนมีปริมาตร

เป็น 1,000 มิลลิลิตร จากน้ันน าไปน่ึงฆําเช้ือด๎วยความดันไอ 15 ปอนด์ตํอตารางน้ิว ที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที กํอนใช๎ให๎น ามาเจือจางด๎วยน้ าปลอดประจุให๎ความเข๎มข๎นสุดท๎ายเป็น 1X 

 

5. สีติดตาม 10X Loading dye 
Bromphenolblue             0.025 % 
ซูโครส                  40 % 
ละลายสํวนผสมในน้ าปลอดประจุปลอดเช้ือ เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
 



 

 

100 

6. เอธิเดียมโบรไมด์ความเข๎มข๎น 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ช่ังเอธิเดียมโบรไมด์ 0.1 มิลลิกรัม ละลายในน้ ากลั่นปลอดประจุ  100 มิลลิลิตร เก็บในภาชนะปิดมิดชิด 
และพ๎นจากแสง
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ภาคผนวก ค 

1. กราฟมาตรฐาน IAA 

 

2. ตารางแสดงความสามารถในการยับยั้งของแบคทีเรียในดินและแบคทีเรียปมราก 100 ไอโซเลต 

y = 0.0117x - 0.1081 
R² = 0.9871 
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Concentration of IAA (ug/ml) 

IAA standard curve 

ไอโซเลต/
รา 

ความสามารถในการยับยั้งรากํอโรค 

C. gloeosporioides F. oxysporum Colletotrichum sp. Curvularia sp. R. solani Pythium sp. 

N1 - - - - - - 

N2 - - - - - - 

N3 - - - - - - 

N4 - - - - - - 

N5 - - - - - - 

N6 - - - - - - 

N7 - - - - - - 

N8 - - - - - - 

N9 - - - - - - 

N10 - - - - - - 

N11 - - - - - - 

N12 - - - - - - 

N13 - + + + + - 

N14 - - + + + - 

N15 - - - - - - 

N16 - - - - - - 

N17 - - - - - - 

N18 - - - - - - 

N19 - - - - - - 
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N20 - - - - - - 

C1 - - - - - - 

C2 - - - - - - 

C3 - - - - - - 

C4 - - - - - - 

C5 + + - + + - 

C6 - - - - - - 

C7 - - - - - - 

C8 - - - - - - 

C9 - - - - - - 

C10 - - - - - - 

NE1 - - - - - - 

NE2 - - - - - - 

NE3 - - - - - - 

NE5 - - - - - - 

NE6 + + + + + - 

NE7 + + + + + - 

NE8 - - - - - - 

NE9 - - - - - - 

NE10 + + + + + - 

NE11 - - - - - - 

NE12 - - - - - - 

NE13 - - - - - - 

NE14 - - - - - - 

NE15 - - - - - - 

NE16 - - - - - - 

NE17 - - - - - - 

NE18 - - - - - - 

NE19 - - - - - - 

NE20 - - - - - - 

01002 - - - - - - 

01007 - - - - - - 

01008 - - - - - - 

01010 - - - - - - 

01011 - - - - - - 

01014 - - - - - - 

01015 - - - - - - 

01017 - - - - - - 

01019 - - - - - - 

01023 - - - - - - 

01024 - - - - - - 

01027 - - - - - - 

01028 - - - - - - 

01029 - - - - - - 

01034 - - - - - - 

01041 - - - - - - 

01042 - - - - - - 
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หมายเหตุ เคร่ืองหมาย + แสดงวํา พบการยับยั้งการเจริญของรา, เคร่ืองหมาย - แสดงวํา ไมํพบการยับยั้งการเจริญ

ของรา 

01054 - - - - - - 

01134 - - - - - - 

01135 - - - - - - 

03017 - - - - - - 

03018 - - - - - - 

03027 - - - - - - 

03028 - - - - - - 

03034 - - - - - - 

03043 - - - - - - 

03057 - - - - - - 

03059 - - - - - - 

03061 - - - - - - 

03063 - - - - - - 

03066 - - - - - - 

03069 - - - - - - 

03071 - - - - - - 

03084 - - - - - - 

03085 - - - - - - 

03093 - - - - - - 

03094 - - - - - - 

03114 - - - - - - 

03118 - - - - - - 

55001 - - - - - - 

55002 - - - - - - 

55003 - - - - - - 

55004 - - - - - - 

55006 - - - - - - 

55008 - - - - - - 

55009 - - - - - - 

55011 - - - - - - 

55012 - - - - - - 

55013 - - - - - - 
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3. กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ของปริมาณเช้ือ (inoculum size) และคําดูดกลืนแสงที่ 530 นาโนเมตร (OD) 

ของไอโซเลตตํางๆ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.0445x 
R² = 0.9913 
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R² = 0.9776 
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y = 0.1094x 
R² = 0.9991 
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y = 0.0484x 
R² = 0.9756 
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y = 0.017x 
R² = 0.9756 
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y = 0.0501x 
R² = 0.9884 
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y = 3.8278x 
R² = 0.9557 
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y = 0.0713x 
R² = 0.8824 
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ภาคผนวก ง 

 

1. ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียยับยั้งราไอโซเลต NE10/2 
        1 CTTGCTCCCT GATGTTAGCG GCGGACGGGT GAGTAACACG TGGGTAACCT GCCTGTAAGA 

       61 CTGGGATAAC TCCGGGAAAC CGGGGCTAAT ACCGGATGGT TGTTTGAACC GCATGGTTCA 

      121 GACATAAAAG GTGGCTTCGG CTACCACTTA CAGATGGACC CGCGGCGCAT TAGCTAGTTG 

      181 GTGAGGTAAC GGCTCACCAA GGCGACGATG CGTAGCCGAC CTGAGAGGGT GATCGGCCAC 

      241 ACTGGGGACT GGAGACACGG CCCCAGACTC CTTACGGGAG GCAGCCAGTA GGGAATCTTC 

      301 CGCCAATGGA CGAAAATTCT GACGGAGCAA CCCCCGCGTG AGTGATGAAG GTTTTCGGAT 

      361 CGTAAAGCTC TGTTGTTAGG GAAGAACAAG TGCCGTTCAA ATAGGGCGGC ACCTTGACGG 

      421 TACCTAACCA GAAAGCCACG GCTAACTACG TGCCAGCAGC CGCGGTAATA CGTAGGTGGC 

      481 AAGCGTTGTC CGGAATTATT GGGCGTAAAG GGCTCGCAGG CGGTTTCTTA AGTCTGATGT 

      541 GAAAGCCCCC GGCTCAACCG GGGAGGGTCA TTGGAAACTG GGGAACTTGA GTGCAGAAGA 

      601 GGAGAGTGGA ATTCCACGTG TAGCGGTGAA ATGCGTAGAG ATGTGGAGGA ACACCAGTGG 

      661 CGAAGGCGAC TCTCTGGTCT GTAACTGACG CTGAGGAGCG AAAGCGTGGG GAGCGAACAG 

      721 GATTAGATAC CCTGGTAGTC CACGCCGTAA ACGATGAGTG CTAAGTGTTA GGGGGTTTCC 

      781 GCCCCTTAGT GCTGCAGCTA ACGCATTAAG CACTCCGCCT GGGGAGTACG GTCGCAAGAC 

      841 TGAAACTCAA AGGAATTGAC GGGGGCCCGC ACAAGCGGTG GAGCATGTGG TTTAATTCGA 

      901 AGCAACGCGA AGAACCTTAC CAGGTCTTGA CATCCTCTGA CAATCCTAGA GATAGGACGT 

      961 CCCCTTCGGG GGCAGAGTGA CAGGTGGTGC ATGGTTGTCG TCAGCTCGTG TCGTGAGATG 

     1021 TTGGGTTAAG TCCCGCAACG AGCGCAACCC TTGATCTTAG TTGCCAGCAT TCAGTTTGGG 

     1081 CACTCTAAGG GTGACTGCCC GGTGACAAAC CCGAAGGAAG GTGGGGGATG ACGTCAAATC 

     1141 ATCATGCCCC TTATGACCTG GGCTACACAC GTGCTACAAT GGACAGAACA AAGGGCAGCG 

     1201 AAACCGCGAG GTTAAGCCAA TCCCACAAAT CTGTTCTCAG TTCGGATCGC AGTCTGCAAC 

     1261 TCGACTGCGT GAAGCTGGAA TCGCTAGTAA TCGCGGATCA GCATGCCGCG GTGAATACGT 

     1321 TCCCGGGCCT TGTACACACC GCCCGTCACA CCACGAGAGT TTGTAACACC CGAAGTCGGT 

     1381 GAG 

 

2. ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียยับยั้งราไอโซเลต N13/1 
        1 TAGCGGCGGA CGGGTGAGTA ACACGTGGGT AACCTGCCTG TAAGACTGGG ATAACTCCGG 

       61 GAAACCGGGG CTAATACCGG ATGGTTGTTT GAACCGCATG GTTCAAACAT AAAAGGTGGC 

      121 TTCGGCTACC ACTTACAGAT GGACCCGCGG CGCATTAGCT AGTTGGTGAG GTAATGGCTC 

      181 ACCAAGGCAA CGATGCGTAG CCGACCTGAG AGGGTGATCG GCCACACTGG GACTGAGACA 

      241 CGGCCCAGAC TCCTACGGGA GGCAGCAGTA GGGAATCTTC CGCAATGGAC GAAAGTCTGA 

      301 CGGAGCAACG CCGCGTGAGT GATGAAGGTT TTCGGATCGT AAAGCTCTGT TGTTAGGGAA 

      361 GAACAAGTAC CGTTCGAATA GGGCGGTACC TTGACGGTAC CTAACCAGAA AGCCACGGCT 

      421 AACTACGTGC CAGCAGCCGC GGTAATACGT AGGTGGCAAG CGTTGTCCGG AATTATTGGG 

      481 CGTAAAGGGC TCGCAGGCGG TTTCTTAAGT CTGATGTGAA AGCCCCCGGC TCAACCGGGG 

      541 AGGGTCATTG GAAACTGGGG AACTTGAGTG CAGAAGAGGA GAGTGGAATT CCACGTGTAG 

      601 CGGTGAAATG CGTAGAGATG TGGAGGAACA CCAGTGGCGA AGGCGACTCT CTGGTCTGTA 

      661 ACTGACGCTG AGGAGCGAAA GCGTGGGGAG CGAACAGGAT TAGATACCCT GGTAGTCCAC 

      721 GCCGTAAACG ATGAGTGCTA AGTGTTAGGG GGTTTCCGCC CCTTAGTGCT GCAGCTAACG 

      781 CATTAAGCAC TCCGCCTGGG GAGTACGGTC GCAAGACTGA AACTCAAAGG AATTGACGGG 

      841 GGCCCGCACA AGCGGTGGAG CATGTGGTTT AATTCGAAGC AACGCGAAGA ACCTTACCAG 

      901 GTCTTGACAT CCTCTGACAA TCCTAGAGAT AGGACGTCCC CTTCGGGGGC AGAGTGACAG 

      961 GTGGTGCATG GTTGTCGTCA GCTCGTGTCG TGAGATGTTG GGTTAAGTCC CGCAACCGAG 

     1021 CGCAACCCTT TGATCTTAAG TTGCCAGCAT TTCAGTTTGG GCACTCTAAG GTGACTGCCG 

     1081 GTGACAAACC GGAGGAAGGT GGGGATGACG TCAAATCATC ATGCCCCTTA TGACCTGGGC 

     1141 TACACACGTG CTACAATGGA CAGAACAAAG GGCAGCGAAA CCGCGAGGTT AAGCCAATCC 

     1201 CACAAATCTG TTCTCAGTTC GGATCGCAGT CTGCAACTCG ACTGCGTGAA GCTGGAATCG 

     1261 CTAGTAATCG CGGATCAGCA TGCCGCGGTG AATACGTTCC CGGGCCTTGT ACACACCGCC 

     1321 CGTCACACCA 
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3. ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียยับยั้งราไอโซเลต N13/2 
        1 CTGATGTTAG CGGCGGACGG GTGAGTAACA CGTGGGTAAC CTGCCTGTAA GACTGGGATA 

       61 ACTCCGGGAA ACCGGGGCTA ATACCGGATG GTTGTTTGAA CCGCATGGTT CAAACATAAA 

      121 AGGTGGCTTC GGCTACCACT TACAGATGGA CCCGCGGCGC ATTAGCTAGT TGGTGAGGTA 

      181 ATGGCTCACC AAGGCAACGA TGCGTAGCCG ACCTGAGAGG GTGATCGGCC ACACTGGGAC 

      241 TGAGACACGG CCCAGACTCC TACGGGAGGC AGCAGTAGGG AATCTTCCGC AATGGACGAA 

      301 AGTCTGACGG AGCAACCCCC GCGTGAGTGA TGAAGGTTTT CGGATCGTAA AGCTCTGTTG 

      361 TTAGGGAAGA ACAAGTACCG TTCGAATAGG GCGGTACCTT GACGGTACCT AACCAGAAAG 

      421 CCACGGCTAA CTACGTGCCA GCAGCCGCGG TAATACGTAG GTGGCAAGCG TTGTCCGGAA 

      481 TTATTGGGCG TAAAGGGCTC GCAGGCGGTT TCTTAAGTCT GATGTGAAAG CCCCCGGCTC 

      541 AACCGGGGAG GGTCATTGGA AACTGGGGAA CTTGAGTGCA GAAGAGGAGA GTGGAATTCC 

      601 ACGTGTAGCG GTGAAATGCG TAGAGATGTG GAGGAACACC AGTGGCGAAG GCGACTCTCT 

      661 GGTCTGTAAC TGACGCTGAG GAGCGAAAGC GTGGGGAGCG AACAGGATTA GATACCCTGG 

      721 TAGTCCACGC CGTAAACGAT GAGTGCTAAG TGTTAGGGGG TTTCCGCCCC TTAGTGCTGC 

      781 AGCTAACGCA TTAAGCACTC CGCCTGGGGA GTACGGTCGC AAGACTGAAA CTCAAAGGAA 

      841 TTGACGGGGG CCCGCACAAG CGGTGGAGCA TGTGGTTTAA TTCGAAGCAA CGCGAAGAAC 

      901 CTTACCAGGT CTTGACATCC TCTGACAATC CTAGAGATAG GACGTCCCCT TCGGGGGCAG 

      961 AGTGACAGGT GGTGCATGGT TGTCGTCAGC TCGTGTCGTG AGATGTTGGG TTAAGTCCCG 

     1021 CAACGAGCGC AACCCTTGAT CTTAGTTGCC AGCATTCAGT TGGGCACTCT AAGGTGACTG 

     1081 CCGGTGACAA ACCGGAGGAA GGTGGGGATG ACGTCAAATC ATCATGCCCC TTATGACCTG 

     1141 GGCTACACAC GTGCTACAAT GGACAGAACA AAGGGCAGCG AAACCGCGAG GTTAAGCCAA 

     1201 TCCCACAAAT CTGTTCTCAG TTCGGATCGC AGTCTGCAAC TCGACTGCGT GAAGCTGGAA 

     1261 TCGCTAGTAA TCGCGGATCA GCATGCCGCG GTGAATACGT TCCCGGGCCT TGTACACACC 

     1321 GCCCGTCACA CCACGAGAGT 

 

4. ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียยับยั้งราไอโซเลต N14/1 
        1 AGAGCTTGCT CTTATGAAGT TAGCGGCGGA CGGGTGAGTA ACACGTGGGT AACCTGCCCA 

       61 TAAGACTGGG ATAACTCCGG GAAACCGGGG CTAATACCGG ATAACATTTT GAACCGCATG 

      121 GTTCGAAATT GAAAGGCGGC TTCGGCTGTC ACTTATGGAT GGACCCGCGT CGCATTAGCT 

      181 AGTTGGTGAG GTAACGGCTC ACCAAGGCAA CGATGCGTAG CCGACCTGAG AGGGTGATCG 

      241 GCCACACTGG GACTGAGACA CGGCCCAGAC TCCTACGGGA GGCAGCAGTA GGGAATCTTC 

      301 CGCCAATGGA CGAAAATTCT GACGGGAGCA ACCCCCGCGT GAGTGATGAA GGCTTTCGGG 

      361 GTCGTAAAAC TCTGTTGTTA GGGAAGAACA AGTGCTAGTT GAATAAGCTG GCACCTTGAC 

      421 GGTACCTAAC CAGAAAGCCA CGGCTAACTA CGTGCCAGCA GCCGCGGTAA TACGTAGGTG 

      481 GCAAGCGTTA TCCGGAATTA TTGGGCGTAA AGCGCGCGCA GGTGGTTTCT TAAGTCTGAT 

      541 GTGAAAGCCC ACGGCTCAAC CGTGGAGGGT CATTGGAAAC TGGGAGACTT GAGTGCAGAA 

      601 GAGGAAAGTG GAATTCCATG TGTAGCGGTG AAATGCGTAG AGATATGGAG GAACACCAGT 

      661 GGCGAAGGCG ACTTTCTGGT CTGTAACTGA CACTGAGGCG CGAAAGCGTG GGGAGCAAAC 

      721 AGGATTAGAT ACCCTGGTAG TCCACGCCGT AAACGATGAG TGCTAAGTGT TAGAGGGTTT 

      781 CCGCCCTTTA GTGCTGAAGT TAACGCATTA AGCACTCCGC CTGGGGAGTA CGGCCGCAAG 

      841 GCTGAAACTC AAAGGAATTG ACGGGGGCCC GCACAAGCGG TGGAGCATGT GGTTTAATTC 

      901 GAAGCAACGC GAAGAACCTT ACCAGGTCTT GACATCCTCT GAAAACCCTA GAGATAGGGC 

      961 TTCTCCTTCG GGAGCAGAGT GACAGGTGGT GCATGGTTGT CGTCAGCTCG TGTCGTGAGA 

     1021 TGTTGGGTTA AGTCCCGCAA CGAGCGCAAC CCTTGATCTT AGTTGCCATC ATTAAGTTGG 

     1081 GGCACTCTAA GGGTGACTGG CCGGTGACAA ACCCGGAGGA AGGTGGGGAT GACGTCAAAT 

     1141 CATCATGCCC CTTATGACCT GGGCTACACA CGTGCTACAA TGGACGGTAC AAAGAGCTGC 

     1201 AAGACCGCGA GGTGGAGCTA ATCTCATAAA ACCGTTCTCA GTTCGGATTG TAGGCTGCAA 

     1261 CTCGCCTACA TGAAGCTGGA ATCGCTAGTA ATCGCGGATC AGCATGCCGC GGTGAATACG 

     1321 TTCCCGGGCC TTGTACACAC CGCCCGTCAC ACCACGAGAG TT  

 

5. ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียยับยั้งราไอโซเลต C5 
        1 TGTTAGCGGC GGACGGGTGA GTAACACGTG GGTAACCTGC CTGTAAGACT GGGATAACTC 

       61 CGGGAAACCG GGGCTAATAC CGGATGGTTG TTTGAACCGC ATGGTTCAAA CATAAAAGGT 

      121 GGCTTCGGCT ACCACTTACA GATGGACCCG CGGCGCATTA GCTAGTTGGT GAGGTAATGG 

      181 CTCACCAAGG CAACGATGCG TAGCCGACCT GAGAGGGTGA TCGGCCACAC TGGGACTGAG 

      241 ACACGGCCCA GACTCCTACG GGAGGCAGCA GTAGGGAATC TTCCGCAATG GACGAAAGTC 

      301 TGACGGAGCA ACGCCGCGTG AGTGATGAAG GTTTTCGGAT CGTAAAGCTC TGTTGTTAGG 

      361 GAAGAACAAG TACCGTTCGA ATAGGGCGGT ACCTTGACGG TACCTAACCA GAAAGCCACG 

      421 GCTAACTACG TGCCAGCAGC CGCGGTAATA CGTAGGTGGC AAGCGTTGTC CGGAATTATT 
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      481 GGGCGTAAAG GGCTCGCAGG CGGTTTCTTA AGTCTGATGT GAAAGCCCCC GGCTCAACCG 

      541 GGGAGGGTCA TTGGAAACTG GGGAACTTGA GTGCAGAAGA GGAGAGTGGA ATTCCACGTG 

      601 TAGCGGTGAA ATGCGTAGAG ATGTGGAGGA ACACCAGTGG CGAAGGCGAC TCTCTGGTCT 

      661 GTAACTGACG CTGAGGAGCG AAAGCGTGGG GAGCGAACAG GATTAGATAC CCTGGTAGTC 

      721 CACGCCGTAA ACGATGAGTG CTAAGTGTTA GGGGGTTTCC GCCCCTTAGT GCTGCAGCTA 

      781 ACGCATTAAG CACTCCGCCT GGGGAGTACG GTCGCAAGAC TGAAACTCAA AGGAATTGAC 

      841 GGGGGCCCGC ACAAGCGGTG GAGCATGTGG TTTAATTCGA AGCAACGCGA AGAACCTTAC 

      901 CAGGTCTTGA CATCCTCTGA CAATCCTAGA GATAGGACGT CCCCTTCGGG GGCAGAGTGA 

      961 CAGGTGGTGC ATGGTTGTCG TCAGCTCGTG TCGTGAGATG TTGGGTTAAG TCCCGCAACG 

     1021 AGCGCAACCC TTGATCTTAG TTGCCAGCAT TCAGTTGGGC ACTCTAAGGT GACTGCCGGT 

     1081 GACAAACCGG AGGAAGGTGG GGATGACGTC AAATCATCAT GCCCCTTATG ACCTGGGCTA 

     1141 CACACGTGCT ACAATGGACA GAACAAAGGG CAGCGAAACC GCGAGGTTAA GCCAATCCCA 

     1201 CAAATCTGTT CTCAGTTCGG ATCGCAGTCT GCAACTCGAC TGCGTGAAGC TGGAATCGCT 

     1261 AGTAATCGCG GATCAGCATG CCGCGGTGAA TACGTTCCCG GGCCTTGTAC ACACCGCCCG 

     1321 TCACACCACG AGAGTTTGTA ACACCCGAAG TCGGTGAGG 

 

6. ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียยับยั้งราไอโซเลต N14/2 
        1 AGAGCTTGCT CTTATGAAGT TAGCGGCGGA CGGGTGAGTA ACACGTGGGT AACCTGCCCA 

       61 TAAGACTGGG ATAACTCCGG GAAACCGGGG CTAATACCGG ATAACATTTT GAACCGCATG 

      121 GTTCGAAATT GAAAGGCGGC TTCGGCTGTC ACTTATGGAT GGACCCGCGT CGCATTAGCT 

      181 AGTTGGTGAG GTAACGGCTC ACCAAGGCAA CGATGCGTAG CCGACCTGAG AGGGTGATCG 

      241 GCCACACTGG GACTGAGACA CGGCCCAGAC TCCTACGGGA GGCAGCAGTA GGGAATCTTC 

      301 CGCAATGGAC GAAAGTCTGA CGGAGCAACC CCCGCGTGAG TGATGAAGGC TTTCGGGTCG 

      361 TAAAACTCTG TTGTTAGGGA AGAACAAGTG CTAGTTGAAT AAGCTGGCAC CTTGACGGTA 

      421 CCTAACCAGA AAGCCACGGC TAACTACGTG CCAGCAGCCG CGGTAATACG TAGGTGGCAA 

      481 GCGTTATCCG GAATTATTGG GCGTAAAGCG CGCGCAGGTG GTTTCTTAAG TCTGATGTGA 

      541 AAGCCCACGG CTCAACCGTG GAGGGTCATT GGAAACTGGG AGACTTGAGT GCAGAAGAGG 

      601 AAAGTGGAAT TCCATGTGTA GCGGTGAAAT GCGTAGAGAT ATGGAGGAAC ACCAGTGGCG 

      661 AAGGCGACTT TCTGGTCTGT AACTGACACT GAGGCGCGAA AGCGTGGGGA GCAAACAGGA 

      721 TTAGATACCC TGGTAGTCCA CGCCGTAAAC GATGAGTGCT AAGTGTTAGA GGGTTTCCGC 

      781 CCTTTAGTGC TGAAGTTAAC GCATTAAGCA CTCCGCCTGG GGAGTACGGC CGCAAGGCTG 

      841 AAACTCAAAG GAATTGACGG GGGCCCGCAC AAGCGGTGGA GCATGTGGTT TAATTCGAAG 

      901 CAACGCGAAG AACCTTACCA GGTCTTGACA TCCTCTGAAA ACCCTAGAGA TAGGGCTTCT 

      961 CCTTCGGGAG CAGAGTGACA GGTGGTGCAT GGTTGTCGTC AGCTCGTGTC GTGAGATGTT 

     1021 GGGTTAAGTC CCGCAACGAG CGCAACCCTT GATCTTAGTT GCCATCATTA AGTTGGGCAC 

     1081 TCTAAGGGGA CTGCCGGTGA CAAACCCGAA GGAAGGGGGG GATGACGTCA AATCATCATG 

     1141 CCCCTTATGA CCTGGGCTAC ACACGTGCTA CAATGGACGG TACAAAGAGC TGCAAGACCG 

     1201 CGAGGTGGAG CTAATCTCAT AAAACCGTTC TCAGTTCGGA TTGTAGGCTG CAACTCGCCT 

     1261 ACATGAAGCT GGAATCGCTA GTAATCGCGG ATCAGCATGC CGCGGTGAAT ACGTTCCCGG 

     1321 GCCTTGTACA CACCGCCCGT CACACCACGA GAGTTTGTAA CACCCGAAGT CGGTGGGGTA 

     1381 A 

 

7. ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียยับยั้งราไอโซเลต NE6 
        1 TGATGTTAGC GGCGGACGGG TGAGTAACAC GTGGGTAACC TGCCTGTAAG ACTGGGATAA 

       61 CTCCGGGAAA CCGGGGCTAA TACCGGATGG TTGTCTGAAC CGCATGGTTC AGACATAAAA 

      121 GGTGGCTTCG GCTACCACTT ACAGATGGAC CCGCGGCGCA TTAGCTAGTT GGTGAGGTAA 

      181 CGGCTCACCA AGGCGACGAT GCGTAGCCGA CCTGAGAGGG TGATCGGCCA CACTGGGACT 

      241 GAGACACGGC CCCAGACTCC TTACGGGGAG GCAGCCAGTA GGGAATCTTC CGCCAATGGA 

      301 CGAAAATTCT GACGGAGCAA CCCCCGCGTG AGTGATGAAG GTTTTCGGAT CGTAAAGCTC 

      361 TGTTGTTAGG GAAGAACAAG TGCCGTTCAA ATAGGGCGGC ACCTTGACGG TACCTAACCA 

      421 GAAAGCCACG GCTAACTACG TGCCAGCAGC CGCGGTAATA CGTAGGTGGC AAGCGTTGTC 

      481 CGGAATTATT GGGCGTAAAG GGCTCGCAGG CGGTTTCTTA AGTCTGATGT GAAAGCCCCC 

      541 GGCTCAACCG GGGAGGGTCA TTGGAAACTG GGGAACTTGA GTGCAGAAGA GGAGAGTGGA 

      601 ATTCCACGTG TAGCGGTGAA ATGCGTAGAG ATGTGGAGGA ACACCAGTGG CGAAGGCGAC 

      661 TCTCTGGTCT GTAACTGACG CTGAGGAGCG AAAGCGTGGG GAGCGAACAG GATTAGATAC 

      721 CCTGGTAGTC CACGCCGTAA ACGATGAGTG CTAAGTGTTA GGGGGTTTCC GCCCCTTAGT 

      781 GCTGCAGCTA ACGCATTAAG CACTCCGCCT GGGGAGTACG GTCGCAAGAC TGAAACTCAA 

      841 AGGAATTGAC GGGGGCCCGC ACAAGCGGTG GAGCATGTGG TTTAATTCGA AGCAACGCGA 

      901 AGAACCTTAC CAGGTCTTGA CATCCTCTGA CAATCCTAGA GATAGGACGT CCCCTTCGGG 

      961 GGCAGAGTGA CAGGTGGTGC ATGGTTGTCG TCAGCTCGTG TCGTGAGATG TTGGGTTAAG 
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     1021 TCCCGCAACG AGCGCAACCC TTGATCTTAG TTGCCAGCAT TCAGTTGGGC ACTCTAAGGT 

     1081 GACTGCCGGT GACAAACCGG AGGAAGGTGG GGATGACGTC AAATCATCAT GCCCCTTATG 

     1141 ACCTGGGCTA CACACGTGCT ACAATGGACA GAACAAAGGG CAGCGAAACC GCGAGGTTAA 

     1201 GCCAATCCCA CAAATCTGTT CTCAGTTCGG ATCGCAGTCT GCAACTCGAC TGCGTGAAGC 

     1261 TGGAATCGCT AGTAATCGCG GATCAGCATG CCGCGGTGAA TACGTTCCCG GGCCTTGTAC 

     1321 ACACCGCCCG TCACACCACG AGAGTTT 

 

8. ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียยับยั้งราไอโซเลต NE7 
        1 CTGTAAGACT GGGATAACTC CGGGAAACCG GGGCTAATAC CGGATGGTTG TTTGAACCGC 

       61 ATGGTTCAGA CATAAAAGGT GGCTTCGGCT ACCACTTACA GATGGACCCG CGGCGCATTA 

      121 GCTAGTTGGT GAGGTAACGG CTCACCAAGG CGACGATGCG TAGCCGACCT GAGAGGGTGA 

      181 TCGGCCACAC TGGGACTGAG ACACGGCCCA GACTCCTACG GGAGGCAGCA GTAGGGAATC 

      241 TTCCGCAATG GACGAAAGTC TGACGGAGCA ACGCCGCGTG AGTGATGAAG GTTTTCGGAT 

      301 CGTAAAGCTC TGTTGTTAGG GAAGAACAAG TGCCGTTCAA ATAGGGCGGC ACCTTGACGG 

      361 TACCTAACCA GAAAGCCACG GCTAACTACG TGCCAGCAGC CGCGGTAATA CGTAGGTGGC 

      421 AAGCGTTGTC CGGAATTATT GGGCGTAAAG GGCTCGCAGG CGGTTTCTTA AGTCTGATGT 

      481 GAAAGCCCCC CGGCTCAACC CGGGGAGGGT CATTGGAAAA CTGGGGAACT TGAGTGCAGA 

      541 AGAGGAGAGT GGAATTCCCA CGTGTAGCGG TGAAATGCGT AGAGATGTGG AGGAACACCA 

      601 GTGGCGAAGG CGACTCTCTG GTCTGTAACT GACGCTGAGG AGCGAAAGCG TGGGGAGCGA 

      661 ACAGGATTAG ATACCCTGGT AGTCCACGCC GTAAACGATG AGTGCTAAGT GTTAGGGGGT 

      721 TTCCGCCCCT TAGTGCTGCA GCTAACGCAT TAAGCACTCC GCCTGGGGAG TACGGTCGCA 

      781 AGACTGAAAC TCAAAGGAAT TGACGGGGGC CCGCACAAGC GGTGGAGCAT GTGGTTTAAT 

      841 TCGAAGCAAC GCGAAGAACC TTACCAGGTC TTGACATCCT CTGACAATCC TAGAGATAGG 

      901 ACGTCCCCTT CGGGGGCAGA GTGACAAGGT GGTGCATGGG TTGTCGTCAG CTCCGTGTCG 

      961 GGGAGATGTT GGGGTTAAGT CCCGCAACCA AGCGCAACCC TTTGATCTTA AGTTGCCAGG 

     1021 CATTTCAGTT TGGGGCACTC TTAAGGGTGA CTGGCCGGGT GACAAAACCC GGAAGGAAGG 

     1081 TGGGGGGATG AACGTCAAAA TCATCCATGG CCCCCTTATN GAACCTTGGG GCTACACACG 

     1141 TGCTACAATG GACAGAACAA AGGGCAGCGA AACCGCGAGG TTAAGCCAAT CCCACAAATC 

     1201 TGTTCTCAGT TCGGATCGCA GTCTGCAACT CGACTGCGTG AAGCTGGAAT CGCTAGTAAT 

     1261 CGCGGATCAG CATGCCGCGG TGAATACGTT CCCGGGCCTT GT 

 

9. ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียยับยั้งราไอโซเลต NE16 
        1 TGATGTTAGC GGCGGACGGG TGAGTAACAC GTGGGTAACC TGCCTGTAAG ACTGGGATAA 

       61 CTCCGGGAAA CCGGGGCTAA TACCGGATGG TTGTTTGAAC CGCATGGTTC AAACATAAAA 

      121 GGTGGCTTCG GCTACCACTT ACAGATGGAC CCGCGGCGCA TTAGCTAGTT GGTGAGGTAA 

      181 CGGCTCACCA AGGCAACGAT GCGTAGCCGA CCTGAGAGGG TGATCGGCCA CACTGGGACT 

      241 GAGACACGGC CCAGACTCCT ACGGGAGGCA GCAGTAGGGA ATCTTCCGCA ATGGACGAAA 

      301 GTCTGACGGA GCAACGCCGC GTGAGTGATG AAGGTTTTCG GATCGTAAAG CTCTGTTGTT 

      361 AGGGAAGAAC AAGTACCGTT CGAATAGGGC GGTACCTTGA CGGTACCTAA CCAGAAAGCC 

      421 ACGGCTAACT ACGTGCCAGC AGCCGCGGTA ATACGTAGGT GGCAAGCGTT GTCCGGAATT 

      481 ATTGGGCGTA AAGGGCTCGC AGGCGGTTTC TTAAGTCTGA TGTGAAAGCC CCCGGCTCAA 

      541 CCGGGGAGGG TCATTGGAAA CTGGGGAACT TGAGTGCAGA AGAGGAGAGT GGAATTCCAC 

      601 GTGTAGCGGT GAAATGCGTA GAGATGTGGA GGAACACCAG TGGCGAAGGC GACTCTCTGG 

      661 TCTGTAACTG ACGCTGAGGA GCGAAAGCGT GGGGAGCGAA CAGGATTAGA TACCCTGGTA 

      721 GTCCACGCCG TAAACGATGA GTGCTAAGTG TTAGGGGGTT TCCGCCCCTT AGTGCTGCAG 

      781 CTAACGCATT AAGCACTCCG CCTGGGGAGT ACGGTCGCAA GACTGAAACT CAAAGGAATT 

      841 GACGGGGGCC CGCACAAGCG GTGGAGCATG TGGTTTAATT CGAAGCAACG CGAAGAACCT 

      901 TACCAGGTCT TGACATCCTC TGACAATCCT AGAGATAGGA CGTCCCCTTC GGGGGCAGAG 

      961 TGACAGGTGG TGCATGGTTG TCGTCAGCTC GTGTCGTGAG ATGTTGGGTT AAGTCCCGCA 

     1021 ACGAGCGCAA CCCTTGATCT TAGTTGCCAG CATTCAGTTG GGCACTCTAA GGTGACTGCC 

     1081 GGTGACAAAC CGGAGGAAGG TGGGGATGAC GTCAAATCAT CATGCCCCTT ATGACCTGGG 

     1141 CTACACACGT GCTACAATGG ACAGAACAAA GGGCAGCGAA ACCGCGAGGT TAAGCCAATC 

     1201 CCACAAATCT GTTCTCAGTT CGGATCGCAG TCTGCAACTC GACTGCGTGA AGCTGGAATC 

     1261 GCTAGTAATC GCGGATCAGC ATGCCGCGGT GAATACGTTC CCGGGCCTTG TACACACCGC 

     1321 CCGTCACACC ACGAGAGTTT GTAACACCCG AAGTCGGTGA GGTAACCTTT A
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10. ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียยับยั้งราไอโซเลต NE18 
        1 GATGTTAGCG GCGGACGGGT GAGTAACACG TGGGTAACCT GCCTGTAAGA CTGGGATAAC 

       61 TCCGGGAAAC CGGGGCTAAT ACCGGATGGT TGTTTGAACC GCATGGTTCA GACATAAAAG 

      121 GTGGCTTCGG CTACCACTTA CAGATGGACC CGCGGCGCAT TAGCTAGTTG GTGAGGTAAC 

      181 GGCTCACCAA GGCAACGATG CGTAGCCGAC CTGAGAGGGT GATCGGCCCA CACTGGGAAT 

      241 TGAGACACCG GCCCCAGACT CCTTACGGGG AGGCAACCAG TAGGGAATCT TTCCGCAATG 

      301 GACGAAAATC TGACGGAGCA ACGCCGCGTG AGTGATGAAG GTTTTCGGAT CGTAAAGCTC 

      361 TGTTGTTAGG GAAGAACAAG TGCCGTTCAA ATAGGGCGGC ACCTTGACGG TACCTAACCA 

      421 GAAAGCCACG GCTAACTACG TGCCAGCAGC CGCGGTAATA CGTAGGTGGC AAGCGTTGTC 

      481 CGGAATTATT GGGCGTAAAG GGCTCGCAGG CGGTTTCTTA AGTCTGATGT GAAAGCCCCC 

      541 GGCTCAACCG GGGAGGGTCA TTGGAAACTG GGGAACTTGA GTGCAGAAGA GGAGAGTGGA 

      601 ATTCCACGTG TAGCGGTGAA ATGCGTAGAG ATGTGGAGGA ACACCAGTGG CGAAGGCGAC 

      661 TCTCTGGTCT GTAACTGACG CTGAGGAGCG AAAGCGTGGG GAGCGAACAG GATTAGATAC 

      721 CCTGGTAGTC CACGCCGTAA ACGATGAGTG CTAAGTGTTA GGGGGTTTCC GCCCCTTAGT 

      781 GCTGCAGCTA ACGCATTAAG CACTCCGCCT GGGGAGTACG GTCGCAAGAC TGAAACTCAA 

      841 AGGAATTGAC GGGGGCCCGC ACAAGCGGTG GAGCATGTGG TTTAATTCGA AGCAACGCGA 

      901 AGAACCTTAC CAGGTCTTGA CATCCTCTGA CAATCCTAGA GATAGGACGT CCCCTTCGGG 

      961 GGCAGAGTGA CAGGTGGTGC ATGGTTGTCG TCAGCTCGTG TCGTGAGATG TTGGGTTAAG 

     1021 TCCCGCAACG AGCGCAACCC TTGATCTTAG TTGCCAGCAT TCAGTTGGGC ACTCTAAGGT 

     1081 GACTGCCGGT GACAAACCGG AGGAAGGTGG GGATGACGTC AAATCATCAT GCCCCTTATG 

     1141 ACCTGGGCTA CACACGTGCT ACAATGGGCA GAACAAAGGG CAGCGAAACC GCGAGGTTAA 

     1201 GCCAATCCCA CAAATCTGTT CTCAGTTCGG ATCGCAGTCT GCAACTCGAC TGCGTGAAGC 

     1261 TGGAATCGCT AGTAATCGCG GATCAGCATG CCGCGGTGAA TACGTTCCCG GGCCTTGTAC 

     1321 ACACCGCCCG TCACAC 

 

11. ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียยับยั้งราไอโซเลต NE10/1 
        1 CTTGCTCCCT GATGTTAGCG GCGGACGGGT GAGTAACACG CGGGGTAACC TGACCTGTAA 

       61 GACTGGGATA ACTCCGGGAA ACCGGGGCTA ATACCGGATG GTTGTTTGAA CCGCATGGTT 

      121 CAGACATAAA AGGTGGCTTC GGCTACCACT TACAGATGGA CCCGCGGCGC ATTAGCTAGT 

      181 TGGTGAGGTA ACGGCTCACC AAGGCGACGA TGCGTAGCCG ACCTGAGAGG GTGATCGGCC 

      241 ACACTGGGAC TGAGACACGG CCCAGACTCC TACGGGAGGC AGCAGTAGGG AATCTTCCGC 

      301 AATGGACGAA AGTCTGACGG AGCAACGCCG CGTGAGTGAT GAAGGTTTTC GGATCGTAAA 

      361 GCTCTGTTGT TAGGGAAGAA CAAGTGCCGT TCAAATAGGG CGGCACCTTG ACGGTACCTA 

      421 ACCAGAAAGC CACGGCTAAC TACGTGCCAG CAGCCGCGGT AATACGTAGG TGGCAAGCGT 

      481 TGTCCGGAAT TATTGGGCGT AAAGGGCTCG CAGGCGGTTT CTTAAGTCTG ATGTGAAAGC 

      541 CCCCGGCTCA ACCGGGGAGG GTCATTGGAA ACTGGGGAAC TTGAGTGCAG AAGAGGAGAG 

      601 TGGAATTCCA CGTGTAGCGG TGAAATGCGT AGAGATGTGG AGGAACACCA GTGGCGAAGG 

      661 CGACTCTCTG GTCTGTAACT GACGCTGAGG AGCGAAAGCG TGGGGAGCGA ACAGGATTAG 

      721 ATACCCTGGT AGTCCACGCC GTAAACGATG AGTGCTAAGT GTTAGGGGGT TTCCGCCCCT 

      781 TAGTGCTGCA GCTAACGCAT TAAGCACTCC GCCTGGGGAG TACGGTCGCA AGACTGAAAC 

      841 TCAAAGGAAT TGACGGGGGC CCGCACAAGC GGTGGAGCAT GTGGTTTAAT TCGAAGCAAC 

      901 GCGAAGAACC TTACCAGGTC TTGACATCCT CTGACAATCC TAGAGATAGG ACGTCCCCTT 

      961 CGGGGGCAGA GTGACAGGTG GGTGCATGGG TTGTCGTCAA CCCCGTGTCG TGGAGATGTT 

     1021 GGGGTTAAGT CCCCGCAACC AAGCGCAACC CTTTGATCTT AGTTTGCCAG CATTTCAGTT 

     1081 GGGGCACTCT AAGGGGGACT GGCCGGTGAC AAACCCGGAA GGAAGGTGGG GATGACGTCA 

     1141 AATCATCATG CCCCTTATGA CCTGGGCTAC ACACGTGCTA CAATGGACAG AACAAAGGGC 

     1201 AGCGAAACCG CGAGGTTAAG CCAATCCCAC AAATCTGTTC TCAGTTCGGA TCGCAGTCTG 

     1261 CAACTCGACT GCGTGAAGCT GGAATCGCTA GTAATCGCGG ATCAGCATGC CGCGGTGAAT 

     1321 ACGTTCCCGG GCCTTGTACA CACCGC 

 

12. ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียปมรากถ่ัวเหลืองไอโซเลต 01010 
        1 CGTCAGCGGC AGACGGGTGA GTAACGCGTG GGAACGTACC TTTTGGTTCG GAACAACACA 

       61 GGGAAACTTG TGCTAATACC GGATAAGCCC TTACGGGGAA AGATTTATCG CCGAAAGATC 

      121 GGCCCGCGTC TGATTAGCTA GTTGGTGAGG TAATGGCTCA CCAAGGCGAC GATCAGTAGC 

      181 TGGTCTGAGA GGATGATCAG CCACATTGGG ACTGAGACAC GGCCCAAACT CCTACGGGAG 

      241 GCAGCAGTGG GGAATATTGG ACAATGGGGG CAACCCTGAT CCAGCCATGC TCGCGTGAGT 

      301 GATGAAGCCC CTAGGGTTGT AAAGCTCTTT TGTGCGGGAA GATAATGACG GTACCGCAAG 

      361 AATAAGCCCC GGCTAAATTC GTGCCAGCAG CCGCGGTAAT ACGAAGGGGG CTAGCGTTGC 

      421 TCAGAATCAC TGGGCGTAAA GGGTGCGTAG GCGGGTCTTT AAGTCAGGGG TGAAATCCTG 
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      481 GAGCTCAACT CCAGAACTGC ATTTGATACT GAAGATCTTG AGTTCGGGAG AAGTGAGTGG 

      541 AACTGCGAGT GTAGAGGTGA AATTCGTAGA TATTCGCAAG AACACCAGTG GCGAAGGCGG 

      601 CTCACTGGCC CGATACTGAC GCTGAGGCAC GAAAGCGTGG GGAGCAAACA GGATTAGATA 

      661 CCCTGGTAGT CCACGCCGTA AACGATGAAT GCCAGCCGTT AGTGGGTTTA CTCACTAGTG 

      721 GCGCAGCTAA CGCTTTAAGC ATTCCGCCTG GGGAGTACGG TCGCAAGATT AAAACTCAAA 

      781 GGAATTGACG GGGGCCCGCA CAAGCGGTGG AGCATGTGGT TTAATTCGAC GCAACGCGCA 

      841 GAACCTTACC AGCCCTTGAC ATGTCCAGGA CCGGTCGCAG AGATGTGACC TTCTCTTCGG 

      901 AGCCTGGAAC ACAGGTGCTG CATGGCTGTC GTCAGCTCGT GTCGTGAGAT GTTGGGTTAA 

      961 GTCCCGCAAC GAGCGCAACC CCCGTCCTTA GTTGCTACCA TTTAGTTGAG CACTCTAAGG 

     1021 AGACTGCCGG TGATAAGCCG CGAGGAAGGT GGGGATGACG TCAAGTCCTC ATGGCCCTTA 

     1081 CGGGCTGGGC TACACACGTG CTACAATGGC GGTGACAATG GGATGCTAAG GGGCGACCCT 

     1141 TCGCAAATCT CAAAAAGCCG TCTCAGTTCG GATTGGGCTC TGCAACTCGA GCCCATGAAG 

     1201 TTGGAATCGC TAGTAATCGT GGATCAGCAC GCCACGGTGA ATACGTTCCC GGGCCTTGTA 

     1261 CACACCGCCC GTCACACCAT GGGAGTTGGT TTTACCTGAA GACGGTGCGC TAACCCGCAA 

     1321 GGGAGGCAGC CGGCCACGGT AGGGTCAGCG ACT 

 

13. ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียปมรากถ่ัวเหลืองไอโซเลต 01023 
        1 TAGCAATACG TCAGCGGCAG ACGGGTGAGT AACGCGTGGG AACGTACCTT TTGGTTCGGA 

       61 ACAACACAGG GAAACTTGTG CTAATACCGG ATAAGCCCTT ACGGGGAAAG ATTTATCGCC 

      121 GAAAGATCGG CCCGCGTCTG ATTAGCTAGT TGGTAGGGTA ACGGCCTACC AAGGCGACGA 

      181 TCAGTAGCTG GTCTGAGAGG ATGATCAGCC ACATTGGGAC TGAGACACGG CCCAAACTCC 

      241 TACGGGAGGC AGCAGTGGGG AATATTGGAC AATGGGGGCA ACCCTGATCC AGCCATGCCG 

      301 CGTGAGTGAT GAAGGCCCTA GGGTTGTAAA GCTCTTTTGT GCGGGAAGAT AATGACGGTA 

      361 CCGCAAGAAT AAGCCCCGGC TAACTTCGTG CCAGCAGCCG CGGTAATACG AAGGGGGCTA 

      421 GCGTTGCTCG GAATCACTGG GCGTAAAGGG TGCGTAGGCG GGTCTTTAAG TCAGGGGTGA 

      481 AATCCTGGAG CTCAACTCCA GAACTGCCTT TGATACTGAA GATCTTGAGT TCGGGAGAGG 

      541 TGAGTGGAAC TGCGAGTGTA GAGGTGAAAT TCGTAGATAT TCGCAAGAAC ACCAGTGGCG 

      601 AAGGCGGCTC ACTGGCCCGA TACTGACGCT GAGGCACGAA AGCGTGGGGA GCAAACAGGA 

      661 TTAGATACCC TGGTAGTCCA CGCCGTAAAC GATGAATGCC AGCCGTTAGT GGGTTTACTC 

      721 ACTAGTGGCG CAGCTAACGC TTTAAGCATT CCGCCTGGGG AGTACGGTCG CAAGATTAAA 

      781 ACTCAAAGGA ATTGACGGGG GCCCGCACAA GCGGTGGAGC ATGTGGTTTA ATTCGACGCA 

      841 ACGCGCAGAA CCTTACCAGC CCTTGACATG TCCAGGACCG GTCGCAGAGA TGTGACCTTC 

      901 TCTTCGGAGC CTGGAACACA GGTGCTGCAT GGCTGTCGTC AGCTCGTGTC GTGAGATGTT 

      961 GGGTTAAGTC CCGCAACGAG CGCAACCCCC GTCCTTAGTT GCTACCATTT AGTTGAGCAC 

     1021 TCTAAGGAGA CTGCCGGTGA TAAGCCGCCA GGAAGGTGGG GATGACGTCA AGTCCTCATG 

     1081 GCCCTTACGG GCTGGGCTAC ACACGTGCTA CAATGGCGGT GACAATGGGA TGCTAAGGGG 

     1141 CGACCCTTCG CAAATCTCAA AAAGCCGTCT CAGTTCGGAT TGGGCTCTGC AACTCGAGCC 

     1201 CATGAAGTTG GAATCGCTAG TAATCGTGGA TCAGCACGCC ACGGTGAATA CGTTCCCGGG 

     1261 CCTTGTACAC ACCGCCCGTC ACACCATGGG AGTTGGCTTT ACCTGAAGAC GGTGCGCTAA 

     1321 CCAGCAATGG AGGCAGCCGG CCACGGTAGG GTCAGCGACT  

 

14. ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียปมรากถ่ัวเหลืองไอโซเลต 01035 
        1 CGTAGCAATA CGTCAGCGGC AGACGGGTGA GTAACGCGTG GGAACATACC TTTTGGTTCG 

       61 GAACAACACA GGGAAACTTG TGCTAATACC GGATAAGCCC TTACGGGGAA AGATTTATCG 

      121 CCGAAAGATT GGCCCGCGTC TGATTAGCTA GTTGGTGAGG TAATGGCTCA CCAAGGCGAC 

      181 GATCAGTAGC TGGTCTGAGA GGATGATCAG CCACATTGGG ACTGAGACAC GGCCCAAACT 

      241 CCTACGGGAG GCAGCAGTGG GGAATATTGG ACAATGGGGG CAACCCTGAT CCAGCCATGC 

      301 CGCGTGAGTG ATGAAGGCCC TAGGGTTGTA AAGCTCTTTT GTGCGGGAAG ATAATGACGG 

      361 TACCGCAAGA ATAAGCCCCG GCTAACTTCG TGCCAGCAGC CGCGGTAATA CGAAGGGGGC 

      421 TAGCGTTGCT CGGAATCACT GGGCGTAAAG GGTGCGTAGG CGGGTCTTTA AGTCAGGGGT 

      481 GAAATCCTGG AGCTCAACTC CAGAACTGCC TTTGATACTG AAGATCTTGA GTTCGGGAGA 

      541 GGTGAGTGGA ACTGCGAGTG TAGAGGTGAA ATTCGTAGAT ATTCGCAAGA ACACCAGTGG 

      601 CGAAGGCGGC TCACTGGCCC GATACTGACG CTGAGGCACG AAAGCGTGGG GAGCAAACAG 

      661 GATTAGATAC CCTGGTAGTC CACGCCGTAA ACGATGAATG CCAGCCGTTA GTGGGTTTAC 

      721 TCACTAGTGG CGCAGCTAAC GCTTTAAGCA TTCCGCCTGG GGAGTACGGT CGCAAGATTA 

      781 AAACTCAAAG GAATTGACGG GGGCCCGCAC AAGCGGTGGA GCATGTGGTT TAATTCGACG 

      841 CAACGCGCAG AACCTTACCA GCCCTTGACA TGTCCAGGAC CGGTCGCAGA GATGTGACCT 

      901 TCTCTTCGGA GCCTGGAACA CAGGTGCTGC ATGGCTGTCG TCAGCTCGTG TCGTGAGATG 

      961 TTGGGTTAAG TCCCGCAACG AGCGCAACCC CCGTCCTTAG TTGCTACCAT TTAGTTGAGC 

     1021 ACTCTAAGGA GACTGCCGGT GATAAGCCGC GAGGAAGGTG GGGATGACGT CAAGTCCTCA 

     1081 TGGCCCTTAC GGGCTGGGCT ACACACGTGC TACAATGGCG GTGACAATGG GATGCTAAGG 
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     1141 GGCGACCCTT CGCAAATCTC AAAAAGCCGT CTCAGTTCGG ATTGGGCTCT GCAACTCGAG 

     1201 CCCATGAAGT TGGAATCGCT AGTAATCGTG GATCAGCACG CCACGGTGAA TACGTTCCCG 

     1261 GGCCTTGTAC ACACCGCCCG TCACACCATG GGAGTTGGTT TTACCTGAAG ACGGTGCGCT 

     1321 AACCCGCAAG GGAGGCAGCC GGCCACGGTA GGGTCA 

 

15. ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียปมรากถ่ัวเหลืองไอโซเลต 01041 
        1 TAGCAATACG TCAGCGGCAG ACGGGTGAGT AACGCGTGGG AACGTACCTT TTGGTTCGGA 

       61 ACAACACAGG GAAACTTGTG CTAATACCGG ATAAGCCCTT ACGGGGAAAG ATTTATCGCC 

      121 GAAAGATCGG CCCGCGTCTG ATTAGCTAGT TGGTGAGGTA ATGGCTCACC AAGGCGACGA 

      181 TCAGTAGCTG GTCTGAGAGG ATGATCAGCC ACATTGGGAC TGAGACACGG CCCAAACTCC 

      241 TACGGGAGGC AGCAGTGGGG AATATTGGAC AATGGGGGCA ACCCTGATCC AGCCATGCCG 

      301 CGTGAGTGAT GAAGGCCCTA GGGTTGTAAA GCTCTTTTGT GCGGGAAGAT AATGACGGTA 

      361 CCGCAAGAAT AAGCCCCGGC TAACTTCGTG CCAGCAGCCG CGGTAATACG AAGGGGGCTA 

      421 GCGTTGCTCG GAATCACTGG GCGTAAAGGG TGCGTAGGCG GGTCTTTAAG TCAGGGGTGA 

      481 AATCCTGGAG CTCAACTCCA GAACTGCCTT TGATACTGAG GATCTTGAGT TCGGGAGAGG 

      541 TGAGTGGAAC TGCGAGTGTA GAGGTGAAAT TCGTAGATAT TCGCAAGAAC ACCAGTGGCG 

      601 AAGGCGGCTC ACTGGCCCGA TACTGACGCT GAGGCACGAA AGCGTGGGGA GCAAACAGGA 

      661 TTAGATACCC TGGTAGTCCA CGCCGTAAAC GATGAATGCC AGCCGTTAGT GGGTTTACTC 

      721 ACTAGTGGCG CAGCTAACGC TTTAAGCATT CCGCCTGGGG AGTACGGTCG CAAGATTAAA 

      781 ACTCAAAGGA ATTGACGGGG GCCCGCCACA ACCGGTGGAA CATGGTGGTT TAATTCAACG 

      841 CAACGCGCAA AACCTTACCA GCCCTTGACA GGTCCAGGAC CGGTCGCAGA GATTGGACCT 

      901 TCTCTTCGAA CCCGGGAGCA CAGGGGCTGC ATGGCTGTCC TCAGCTCCGT GCCGGGAGAA 

      961 TGTTGGGTTA AGTCCCGCAA CGAGCGCAAC CCCCGTCCTT AGTTGCTACC ATTTAGTTGA 

     1021 GCACTCTAAG GAGACTGCCG GTGATAAGCC GCGAGGAAGG TGGGGATGAC GTCAAGTCCT 

     1081 CATGGCCCTT ACGGGCTGGG CTACACACGT GCTACAATGG TCGGTGACAA TGGGATGCTA 

     1141 AGGGGCGACC CTTCGCAAAT CTCAAAAAGC TGTCTCAGTT CGGATTGGGA TGTGCAACTC 

     1201 GAGCCCATGA AGTTGGAATC GCTAGTAATC GTGGATCAGC ACGCCACGGT GAATACGTTC 

     1261 CCGGGCCTTG TACACACCGC CCGTCACACC ATGGGAGTTG GTTT 

 

16. ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียปมรากถ่ัวเหลืองไอโซเลต 01042 
        1 GTAGCAATAC GTCAGCGGCA GACGGGTGAG TAACGCGTGG GAACGTACCT TTTGGTTCGG 

       61 AACAACACAG GGAAACTTGT GCTAATACCG GATAAGCCCT TACGGGGAAA GATTTATCGC 

      121 CGAAAGATCG GCCCGCGTCT GATTAGCTAG TTGGTGAGGT AATGGCTCAC CAAGGCGACG 

      181 ATCAGTAGCT GGTCTGAGAG GATGATCAGC CACATTGGGA CTGAGACACG GCCCAAACTC 

      241 CTACGGGAGG CAGCAGTGGG GAATATTGGA CAATGGGGAC AACCCTGATT CCCCAGCCAT 

      301 GCTCGCGTGA ATGATGAAGG CCCTTAGGGT TGTAAAGCTC TTTTGTGCGG GAAGATAATG 

      361 ACGGTACCGC AAGAATAAGC CCCGGCTAAC TTCGTGCCAG CAGCCGCGGT AATACGAAGG 

      421 GGGCTAGCGT TGCTCGGAAT CACTGGGCGT AAAGGGTGCG TAGGCGGGTC TTTAAGTCAG 

      481 GGGTGAAATC CTGGAGCTCA ACTCCAGAAC TGCCTTTGAT ACTGAAGATC TTGAGTTCGG 

      541 GAGAAGTGAG TGGAACTGCG AGTGTAGAGG TGAAATTCGT AGATATTCGC AAGAACACCA 

      601 GTGGCGAAGG CGGCTCACTG GCCCGATACT GACGCTGAGG CACGAAAGCG TGGGGAGCAA 

      661 ACAGGATTAG ATACCCTGGT AGTCCACGCC GTAAACGATG AATGCCAGCC GTTAGTGGGT 

      721 TTACTCACTA GTGGCGCAGC TAACGCTTTA AGCATTCCGC CTGGGGAGTA CGGTCGCAAG 

      781 ATTAAAACTC AAAGGAATTG ACGGGGGCCC GCACAAGCGG TGGAGCATGT GGTTTAATTC 

      841 GACGCAACGC GCAGAACCTT ACCAGCCCTT GACATGTCCA GGACCGGTCG CAGAGATGTG 

      901 ACCTTCTCTT CGGAGCCTGG AACACAGGTG CTGCATGGCT GTCGTCAGCT CGTGTCGTGA 

      961 GATGTTGGGT TAAGTCCCGC AACGAGCGCA ACCCCCGTCC TTAGTTGCTA CCATTTAGTT 

     1021 GAGCACTCTA AGGAGACTGC CGGTGATAAG CCGCGAGGAA GGTGGGGATG ACGTCAAGTC 

     1081 CTCATGGCCC TTACGGGCTG GGCTACACAC GTGCTACAAT GGCGGTGACA ATGGGATGCT 

     1141 AAGGGGCGAC CCTTCGCAAA TCTCAAAAAG CCGTCTCAGT TCGGATTGGG CTCTGCAACT 

     1201 CGAGCCCATG AAGTTGGAAT CGCTAGTAAT CGTGGATCAG CACGCCACGG TGAATACGTT 

     1261 CCCGGGCCTT GTACACACCG CCCGTCACAC CATGGGAGTT GGTTTTACCT GAAGACGGTG 

     1321 CGCTAACCCG CAAGGGAGGC AGCCGGCCAC GGTAGGGTCA GC 

17. ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียปมรากถ่ัวเหลืองไอโซเลต 01027 
        1 TATGTCAGCG GCAGACGGGT GAGTAACGCG TGGGAACGTA CCTTTTGGTT CGGAACAACT 

       61 GAGGGAAACT TCAGCTAATA CCGGATAAGC CCTTACGGGG AAAGATTTAT CGCCGAAAGA 

      121 TCGGCCCGCG TCTGATTAGC TAGTTGGTGA GGTAATGGCT CACCAAGGCG ACGATCAGTA 

      181 GCTGGTCTGA GAGGATGATC AGCCACATTG GGACTGAGAC ACGGCCCAAA CTCCTACGGG 
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      241 AGGCAGCAGT GGGGAATATT GGACAATGGG CGCAAGCCTG ATCCAGCCAT GCCGCGTGAG 

      301 TGATGAAGGC CCTAGGGTTG TAAAGCTCTT TTGTGCGGGA AGATAATGAC GGTACCGCAA 

      361 GAATAAGCCC CGGCTAACTT CGTGCCAGCA GCCGCGGTAA TACGAAGGGG GCTAGCGTTG 

      421 CTCGGAATCA CTGGGCGTAA AGGGTGCGTA GGCGGGTCTT TAAGTCAGGG GTGAAATCCT 

      481 GGAGCTCAAC TCCAGAACTG CCTTTGATAC TGAAGATCTT GAGTTCGGGA GAGGTGAGTG 

      541 GAACTGCGAG TGTAGAGGTG AAATTCGTAG ATATTCGCAA GAACACCAGT GGCGAAGGCG 

      601 GCTCACTGGC CCGATACTGA CGCTGAGGCA CGAAAGCGTG GGGAGCAAAC AGGATTAGAT 

      661 ACCCTGGTAG TCCACGCCGT AAACGATGAA TGCCAGCCGT TAGTGGGTTT ACTCACTAGT 

      721 GGCGCAGCTA ACGCTTTAAG CATTCCGCCT GGGGAGTACG GTCGCAAGAT TAAAACTCAA 

      781 AGGAATTGAC GGGGGCCCGC ACAAGCGGTG GAGCATGTGG TTTAATTCGA CGCAACGCGC 

      841 AGAACCTTAC CAGCCCTTGA CATCCCGGTC GCGGATCTCC AGAGACGGAG TTCGAACACC 

      901 TCGGTCAAGA CCGAAGACAG GTGACCGCAT GGCACGTCCT AAACTCAGTG TCGAACAGAT 

      961 GGTTGGGTAT AAGTCCCGTC AACGAGCGCC AGACCCCCGT CCTTAGTTCA AGCTAGCCAT 

     1021 TTAGACAGGG AATTCGGCCA AGACCCTCGA CGATAATTCG GGAGNAAGGG GGGGAAGTAT 

     1081 TCAAGTCGTC ATTTGCCCTG CGCCCCGCAC CTTCCCTGAG ATGTTGGCAT CGTCACCGGC 

     1141 GCCGCGCAAG CGCCGTTCTT CAGCGGATCC CAAAAAACCG TGTCATTAAG GAGGAGTTCT 

     1201 TCAAACCGTG CCCCCAACCA CATCGGCTAG GTATAGACAC CCCCAAATCA AGGTGATGGA 

     1261 ATTCCCCGAC CATCACACAC TGCCCGTCAC CTCATGGGAT TTAGCCCCCG GGAAAAGGCC 

     1321 GCCTTCCCGA AAAGGGCCAA CCG 

 

18. ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียปมรากถ่ัวเหลืองไอโซเลต 01011 
        1 GTAGCAATAC GTCAGCGGCA GACGGGTGAG TAACGCGTGG GAACGTACCT TTTGGTTCGG 

       61 AACAACACAG GGAAACTTGT GCTAATACCG GATAAGCCCT TACGGGGAAA GATTTATCGC 

      121 CGAAAGATCG GCCCGCGTCT GATTAGCTAG TTGGTGAGGT AATGGCTCAC CAAGGCGACG 

      181 ATCAGTAGCT GGTCTGAGAG GATGATCAGC CACATTGGGA CTGAGACACG GCCCAAACTC 

      241 CTACGGGAGG CAGCAGTGGG GAATATTGGA CAATGGGGGC AACCCTGATC CAGCCATGCC 

      301 GCGTGAGTGA TGAAGGCCCT AGGGTTGTAA AGCTCTTTTG TGCGGGAAGA TAATGACGGT 

      361 ACCGCAAGAA TAAGCCCCGG CTAACTTCGT GCCAGCAGCC GCGGTAATAC GAAGGGGGCT 

      421 AGCGTTGCTC GGAATCACTG GGCGTAAAGG GTGCGTAGGC GGGTCTTTAA GTCAGGGGTG 

      481 AAATCCTGGA GCTCAACTCC AGAACTGCCT TTGATACTGA AGATCTTGAG TTCGGGAGAA 

      541 GTGAGTGGAA CTGCGAGTGT AGAGGTGAAA TTCGTAGATA TTCGCAAGAA CACCAGTGGC 

      601 GAAGGCGGCT CACTGGCCCG ATACTGACGC TGAGGCACGA AAGCGTGGGG AGCAAACAGG 

      661 ATTAGATACC CTGGTAGTCC ACGCCGTAAA CGATGAATGC CAGCCGTTAG TGGGTTTACT 

      721 CACTAGTGGC GCAGCTAACG CTTTAAGCAT TCCGCCTGGG GAGTACGGTC GCAAGATTAA 

      781 AACTCAAAGG AATTGACGGG GGCCCGCACA AGCGGTGGAG CATGTGGTTT AATTCGACGC 

      841 AACGCGCAGA ACCTTACCAG CCCTTGACAT GTCCAGGACC GGTCGCAGAG ATGTGACCTT 

      901 CTCTTCGGAG CCTGGAACAC AGGTGCTGCA TGGCTGTCGT CAGCTCGTGT CGTGAGATGT 

      961 TGGGTTAAGT CCCGCAACGA GCGCAACCCC CGTCCTTAGT TGCTACCATT TAGTTGAGCA 

     1021 CTCTAAGGAG ACTGCCGGTG ATAAGCCGCG AGGAAGGTGG GGATGACGTC AAGTCCTCAT 

     1081 GGCCCTTACG GGCTGGGCTA CACACGTGCT ACAATGGCGG TGACAATGGG ATGCTAAGGG 

     1141 GCGACCCTTC GCAAATCTCA AAAAGCCGTC TCAGTTCGGA TTGGGCTCTG CAACTCGAGC 

     1201 CCATGAAGTT GGAATCGCTA GTAATCGTGG ATCAGCACGC CACGGTGAAT ACGTTCCCGG 

     1261 GCCTTGTACA CACCGCCCGT CACACCATGG GAGTTGGTTT TACCTGAAGA CGGTGCGCTA 

     1321 ACCCGCAAGG GAGGCAGCCG GCCACGGTAG G 

 

 



118 
 

 

ภาคผนวก จ 

1. การวิเคราะห์ข๎อมูลทางสถิติโปรแกรม SPSS ชุดขวด Leonard jar 
 

Descriptives 

 N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 
ความสูงต๎น 01035 6 32.1667 6.14546 2.50887 25.7174 38.6159 24.00 40.00 

01010 6 27.6667 16.40020 6.69535 10.4557 44.8776 12.50 57.00 

01027 6 30.5833 5.66936 2.31451 24.6337 36.5330 26.50 40.00 
01011 6 24.1333 8.42631 3.44003 15.2905 32.9762 13.30 30.70 

01023 6 42.3333 12.89444 5.26413 28.8014 55.8652 23.00 59.00 
01041 6 29.7500 7.27839 2.97139 22.1118 37.3882 18.00 38.00 
01042 6 26.2833 9.24563 3.77451 16.5806 35.9860 15.50 40.00 

N free 6 26.1500 8.30391 3.39006 17.4356 34.8644 17.00 41.00 

N plus 6 26.2292 4.38065 1.78839 21.6320 30.8264 18.00 30.00 
Total 54 29.4773 10.12985 1.37850 26.7124 32.2422 12.50 59.00 

ความยาวราก 01035 6 5.5833 3.21585 1.31286 2.2085 8.9582 3.00 11.00 
01010 6 7.9167 3.20026 1.30650 4.5582 11.2751 4.00 11.00 
01027 6 5.3333 3.20416 1.30809 1.9708 8.6959 3.00 11.00 

01011 6 4.8333 1.96638 .80277 2.7697 6.8969 2.50 8.00 

01023 6 6.8333 2.06559 .84327 4.6656 9.0010 3.00 9.00 
01041 6 5.2500 2.48495 1.01448 2.6422 7.8578 3.00 8.00 

01042 6 7.3667 2.03044 .82892 5.2359 9.4975 4.00 9.50 
N free 6 5.1167 3.52727 1.44000 1.4150 8.8183 1.50 11.00 

N plus 6 2.8958 1.32254 .53992 1.5079 4.2838 1.50 5.00 
Total 54 5.6810 2.83850 .38627 4.9063 6.4558 1.50 11.00 

จ านวนปม 01035 6 6.5000 4.72229 1.92787 1.5443 11.4557 3.00 15.00 

01010 6 3.8333 1.72240 .70317 2.0258 5.6409 2.00 6.00 
01027 6 3.3333 2.06559 .84327 1.1656 5.5010 1.00 7.00 
01011 6 1.8333 1.32916 .54263 .4385 3.2282 1.00 4.00 

01023 6 3.6667 2.06559 .84327 1.4990 5.8344 1.00 6.00 
01041 6 3.1667 2.04124 .83333 1.0245 5.3088 1.00 7.00 

01042 6 1.6667 1.21106 .49441 .3957 2.9376 1.00 4.00 

N free 6 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 
N plus 6 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

Total 54 2.6667 2.77455 .37757 1.9094 3.4240 .00 15.00 
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เส๎นผําน
ศูนย์กลางปม 

01035 6 1.9550 .29541 .12060 1.6450 2.2650 1.67 2.43 
01010 6 1.7900 .78223 .31934 .9691 2.6109 1.33 3.22 

01027 6 1.1483 .30003 .12249 .8335 1.4632 1.00 1.75 

01011 6 1.1667 .40825 .16667 .7382 1.5951 1.00 2.00 
01023 6 1.8333 .68313 .27889 1.1164 2.5502 1.00 2.50 
01041 6 1.8817 .80236 .32756 1.0396 2.7237 1.00 3.00 

01042 6 2.3750 .80234 .32755 1.5330 3.2170 2.00 4.00 
N free 6 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

N plus 6 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

Total 54 1.3500 .95784 .13035 1.0886 1.6114 .00 4.00 
น้ าหนักสดต๎น 01035 6 1.0146 .66432 .27121 .3174 1.7117 .20 1.80 

01010 6 .6691 .73932 .30183 -.1068 1.4450 .17 1.76 

01027 6 .7710 .71336 .29123 .0224 1.5196 .15 1.73 
01011 6 .1514 .08265 .03374 .0647 .2381 .07 .29 

01023 6 1.9390 1.42848 .58318 .4399 3.4381 .22 3.74 
01041 6 1.1460 1.14272 .46651 -.0532 2.3452 .11 2.72 
01042 6 .1676 .05220 .02131 .1128 .2224 .09 .23 

N free 6 .3820 .72379 .29549 -.3776 1.1416 .04 1.86 
N plus 6 .2329 .18013 .07354 .0439 .4220 .12 .58 
Total 54 .7193 .90576 .12326 .4721 .9665 .04 3.74 

น้ าหนักสดราก 01035 6 .5478 .34014 .13886 .1909 .9048 .16 .98 
01010 6 .9370 .67632 .27611 .2272 1.6467 .09 1.61 
01027 6 .5898 .40502 .16535 .1648 1.0149 .11 1.02 

01011 6 .5464 .23715 .09681 .2975 .7952 .26 .84 
01023 6 .6062 .83255 .33989 -.2675 1.4799 .12 2.29 

01041 6 .5513 .33222 .13563 .2027 .8999 .15 .97 

01042 6 .8316 .35988 .14692 .4539 1.2092 .18 1.17 
N free 6 .5749 .30153 .12310 .2585 .8914 .19 .88 

N plus 6 .9358 .68858 .28111 .2132 1.6584 .05 1.96 
Total 54 .6801 .49226 .06699 .5457 .8144 .05 2.29 

น้ าหนักแห๎งต๎น 01035 6 .2132 .11984 .04893 .0874 .3390 .05 .37 

01010 6 .1435 .09313 .03802 .0458 .2413 .06 .28 

01027 6 .1773 .11777 .04808 .0537 .3009 .06 .34 
01011 6 .0228 .01619 .00661 .0058 .0398 .01 .05 

01023 6 .3431 .20643 .08428 .1264 .5597 .04 .59 
01041 6 .2218 .14184 .05790 .0729 .3706 .09 .42 

01042 6 .0726 .08193 .03345 -.0134 .1585 .01 .20 

N free 6 .0813 .10265 .04191 -.0264 .1890 .02 .29 

N plus 6 .0608 .01289 .00526 .0473 .0744 .04 .08 

Total 54 .1485 .14267 .01941 .1095 .1874 .01 .59 
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น้ าหนักแห๎งราก 01035 6 .1089 .05859 .02392 .0474 .1703 .05 .19 
01010 6 .1051 .04854 .01982 .0541 .1560 .05 .16 

01027 6 .0910 .06031 .02462 .0277 .1543 .03 .20 

01011 6 .1224 .03936 .01607 .0811 .1637 .07 .16 
01023 6 .1199 .14278 .05829 -.0300 .2697 .04 .40 
01041 6 .0925 .03812 .01556 .0525 .1325 .04 .15 

01042 6 .1209 .06192 .02528 .0560 .1859 .06 .24 
N free 6 .0876 .04847 .01979 .0367 .1384 .03 .16 

N plus 6 .0935 .06778 .02767 .0223 .1646 .01 .16 

Total 54 .1046 .06551 .00891 .0867 .1225 .01 .40 
น้ าหนักแห๎งรวม 01035 6 .3087 .11179 .04564 .1914 .4260 .17 .50 

01010 6 .2486 .06566 .02681 .1797 .3175 .17 .33 

01027 6 .2684 .09194 .03753 .1719 .3648 .16 .37 
01011 6 .1452 .05287 .02158 .0897 .2006 .08 .20 

01023 6 .4629 .17512 .07149 .2792 .6467 .32 .72 
01041 6 .3142 .15750 .06430 .1489 .4795 .16 .57 
01042 6 .1935 .10820 .04417 .0799 .3070 .10 .38 

N free 6 .1689 .08876 .03624 .0757 .2621 .07 .32 
N plus 6 .1543 .06778 .02767 .0832 .2254 .06 .22 
Total 54 .2516 .13991 .01904 .2134 .2898 .06 .72 

 
ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

ความสูงต๎น Between Groups 1424.802 8 178.100 1.997 .069 
Within Groups 4013.731 45 89.194   

Total 5438.533 53    

ความยาวราก Between Groups 109.667 8 13.708 1.944 .076 
Within Groups 317.359 45 7.052   

Total 427.026 53    
จ านวนปม Between Groups 202.000 8 25.250 5.516 .000 

Within Groups 206.000 45 4.578   

Total 408.000 53    

เส๎นผํานศูนย์กลางปม Between Groups 35.075 8 4.384 14.560 .000 
Within Groups 13.550 45 .301   

Total 48.625 53    
น้ าหนักสดต๎น Between Groups 16.436 8 2.054 3.418 .004 

Within Groups 27.045 45 .601   

Total 43.481 53    

น้ าหนักสดราก Between Groups 1.386 8 .173 .680 .706 

Within Groups 11.457 45 .255   
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Total 12.843 53    
น้ าหนักแห๎งต๎น Between Groups .492 8 .062 4.720 .000 

Within Groups .587 45 .013   

Total 1.079 53    
น้ าหนักแห๎งราก Between Groups .009 8 .001 .245 .980 

Within Groups .218 45 .005   

Total .227 53    
น้ าหนักแห๎งรวม Between Groups .499 8 .062 5.211 .000 

Within Groups .539 45 .012   

Total 1.037 53    
 

Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 

 

ความสูงต้น 

Duncana 

ไอโซเลต N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 
01011 6 24.1333  

N free 6 26.1500  
N plus 6 26.2292  

01042 6 26.2833  

01010 6 27.6667  
01041 6 29.7500  
01027 6 30.5833  

01035 6 32.1667 32.1667 
01023 6  42.3333 

Sig.  .216 .069 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
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ความยาวราก 
Duncana 

ไอโซเลต N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 
N plus 6 2.8958  
01011 6 4.8333 4.8333 

N free 6 5.1167 5.1167 
01041 6 5.2500 5.2500 

01027 6 5.3333 5.3333 

01035 6 5.5833 5.5833 
01023 6  6.8333 
01042 6  7.3667 

01010 6  7.9167 
Sig.  .131 .091 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 

 
 

จ านวนปม 

Duncana 

ไอโซเลต N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 
N free 6 .0000   
N plus 6 .0000   

01042 6 1.6667 1.6667  
01011 6 1.8333 1.8333  

01041 6  3.1667  

01027 6  3.3333  
01023 6  3.6667  
01010 6  3.8333  

01035 6   6.5000 
Sig.  .183 .131 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
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เส้นผ่านศูนย์กลางปม 
Duncana 

ไอโซเลต N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 
N free 6 .0000   
N plus 6 .0000   

01027 6  1.1483  
01011 6  1.1667  

01010 6  1.7900 1.7900 

01023 6  1.8333 1.8333 
01041 6   1.8817 
01035 6   1.9550 

01042 6   2.3750 
Sig.  1.000 .053 .106 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 

 
 

น  าหนักสดต้น 

Duncana 

ไอโซเลต N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 
01011 6 .1514  
01042 6 .1676  

N plus 6 .2329  
N free 6 .3820  

01010 6 .6691  

01027 6 .7710  
01035 6 1.0146 1.0146 
01041 6 1.1460 1.1460 

01023 6  1.9390 
Sig.  .061 .056 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
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น  าหนักสดราก 
Duncana 

ไอโซเลต N 

Subset for alpha = 0.05 

1 
01011 6 .5464 
01035 6 .5478 

01041 6 .5513 
N free 6 .5749 

01027 6 .5898 

01023 6 .6062 
01042 6 .8316 
N plus 6 .9358 

01010 6 .9370 
Sig.  .263 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 

 

น  าหนักแห้งต้น 
Duncana 

ไอโซเลต N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
01011 6 .0228    
N plus 6 .0608 .0608   

01042 6 .0726 .0726 .0726  
N free 6 .0813 .0813 .0813  

01010 6 .1435 .1435 .1435  

01027 6  .1773 .1773  
01035 6   .2132 .2132 

01041 6   .2218 .2218 
01023 6    .3431 
Sig.  .109 .122 .051 .068 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
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น  าหนักแห้งราก 
Duncana 

ไอโซเลต N 

Subset for alpha = 0.05 

1 
N free 6 .0876 
01027 6 .0910 

01041 6 .0925 
N plus 6 .0935 

01010 6 .1051 

01035 6 .1089 
01023 6 .1199 
01042 6 .1209 

01011 6 .1224 
Sig.  .469 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 

 
 

น  าหนักแห้งรวม 

Duncana 

ไอโซเลต N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
01011 6 .1452    
N plus 6 .1543    

N free 6 .1689 .1689   
01042 6 .1935 .1935 .1935  

01010 6 .2486 .2486 .2486  

01027 6 .2684 .2684 .2684  
01035 6  .3087 .3087  
01041 6   .3142  

01023 6    .4629 
Sig.  .093 .052 .094 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
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2. การวิเคราะห์ข๎อมูลทางสถิติโปรแกรม SPSS ชุดหลอดทดลอง 
 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence 
Interval for Mean 

Minimum 
Maximu

m 
Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

ความสูงต๎น 01035 6 25.3333 2.01660 .82327 23.2170 27.4496 23.00 27.50 

01010 6 26.3333 4.92612 2.01108 21.1637 31.5030 20.00 30.00 

01027 6 32.3333 2.69568 1.10050 29.5044 35.1623 29.50 35.50 

01011 6 23.3333 4.29729 1.75436 18.8236 27.8431 19.00 28.50 

01023 6 34.7500 9.93856 4.05740 24.3201 45.1799 23.00 47.00 
01041 6 34.6667 2.25093 .91894 32.3045 37.0289 32.00 37.00 

01042 6 33.9000 5.28621 2.15809 28.3525 39.4475 28.20 40.00 

N free 6 23.7194 6.58070 2.68656 16.8134 30.6255 13.00 31.00 

N plus 6 24.3333 5.57375 2.27547 18.4840 30.1826 18.50 31.00 
Total 54 28.7448 6.88634 .93711 26.8651 30.6244 13.00 47.00 

ความยาวราก 01035 6 11.8333 4.15532 1.69640 7.4726 16.1941 8.00 17.00 

01010 6 20.6667 7.44759 3.04047 12.8509 28.4824 14.00 30.00 
01027 6 17.6667 3.61478 1.47573 13.8732 21.4602 14.00 22.00 

01011 6 13.6667 1.86190 .76012 11.7127 15.6206 12.00 16.00 

01023 6 12.6667 4.88535 1.99444 7.5398 17.7935 3.00 16.00 
01041 6 16.3333 4.22690 1.72562 11.8975 20.7692 11.00 20.00 
01042 6 12.3333 1.36626 .55777 10.8995 13.7671 11.00 14.00 

N free 6 15.8611 2.84881 1.16302 12.8715 18.8508 12.00 19.00 
N plus 6 15.5000 2.23607 .91287 13.1534 17.8466 11.50 18.00 

Total 54 15.1698 4.61023 .62737 13.9114 16.4281 3.00 30.00 

จ านวนปม 01035 6 6.0000 1.54919 .63246 4.3742 7.6258 4.00 7.00 
01010 6 3.6667 1.36626 .55777 2.2329 5.1005 2.00 5.00 

01027 6 4.6667 1.03280 .42164 3.5828 5.7505 4.00 6.00 
01011 6 5.0000 1.78885 .73030 3.1227 6.8773 3.00 7.00 
01023 6 6.1667 2.78687 1.13774 3.2420 9.0913 3.00 9.00 

01041 6 6.3333 1.36626 .55777 4.8995 7.7671 5.00 8.00 

01042 6 5.3333 .51640 .21082 4.7914 5.8753 5.00 6.00 
N free 6 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

N plus 6 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 
Total 54 4.1296 2.70601 .36824 3.3910 4.8682 .00 9.00 
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เส๎นผําน
ศูนย์กลางปม 

01035 6 1.8433 .45959 .18763 1.3610 2.3256 1.25 2.14 
01010 6 2.1667 .25820 .10541 1.8957 2.4376 2.00 2.50 

01027 6 2.1400 .38084 .15548 1.7403 2.5397 1.67 2.50 

01011 6 1.4300 .46017 .18787 .9471 1.9129 1.00 2.00 
01023 6 1.7350 .57688 .23551 1.1296 2.3404 1.00 2.25 
01041 6 1.7267 .49286 .20121 1.2094 2.2439 1.25 2.33 

01042 6 1.9733 .26021 .10623 1.7003 2.2464 1.67 2.25 
N free 6 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

N plus 6 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

Total 54 1.4461 .88038 .11980 1.2058 1.6864 .00 2.50 
น้ าหนักสดต๎น 01035 6 .9268 .21394 .08734 .7023 1.1513 .68 1.15 

01010 6 .9219 .10718 .04376 .8095 1.0344 .79 1.01 

01027 6 1.1875 .19295 .07877 .9850 1.3900 .99 1.42 
01011 6 .8677 .17617 .07192 .6828 1.0526 .67 1.07 

01023 6 1.2249 .07253 .02961 1.1488 1.3010 1.09 1.29 
01041 6 1.1184 .12704 .05186 .9851 1.2517 .97 1.26 
01042 6 1.0489 .06326 .02583 .9825 1.1153 1.01 1.13 

N free 6 .8616 .10490 .04283 .7515 .9717 .67 .97 
N plus 6 .9585 .14807 .06045 .8031 1.1139 .79 1.13 
Total 54 1.0129 .18542 .02523 .9623 1.0635 .67 1.42 

น้ าหนักสดราก 01035 6 .2678 .08495 .03468 .1787 .3570 .19 .37 
01010 6 .6293 .23290 .09508 .3849 .8737 .33 .82 
01027 6 .6171 .06819 .02784 .5455 .6886 .53 .67 

01011 6 .6408 .19855 .08106 .4325 .8492 .49 .90 
01023 6 .6188 .26819 .10949 .3373 .9002 .12 .85 

01041 6 .7643 .24624 .10053 .5059 1.0227 .55 1.08 

01042 6 .4856 .08294 .03386 .3986 .5727 .38 .57 
N free 6 .4367 .08312 .03393 .3495 .5239 .35 .54 

N plus 6 .4887 .24088 .09834 .2359 .7415 .06 .77 
Total 54 .5499 .22020 .02996 .4898 .6100 .06 1.08 

น้ าหนักแห๎งต๎น 01035 6 .1208 .00459 .00187 .1160 .1257 .12 .13 

01010 6 .1005 .00510 .00208 .0951 .1058 .09 .11 

01027 6 .1542 .03466 .01415 .1179 .1906 .11 .19 
01011 6 .1067 .03349 .01367 .0716 .1419 .07 .14 

01023 6 .1766 .05690 .02323 .1169 .2363 .13 .28 
01041 6 .1488 .01669 .00681 .1313 .1663 .13 .17 

01042 6 .1320 .01977 .00807 .1113 .1528 .11 .15 

N free 6 .1062 .03865 .01578 .0657 .1468 .04 .16 

N plus 6 .1280 .03630 .01482 .0899 .1661 .08 .16 

Total 54 .1304 .03800 .00517 .1201 .1408 .04 .28 
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น้ าหนักแห๎ง
ราก 

01035 6 .0328 .00318 .00130 .0295 .0362 .03 .04 
01010 6 .0361 .00253 .00103 .0334 .0387 .03 .04 

01027 6 .0412 .00999 .00408 .0307 .0517 .03 .05 

01011 6 .0494 .01619 .00661 .0324 .0664 .03 .07 
01023 6 .0564 .00999 .00408 .0459 .0669 .04 .06 
01041 6 .0596 .02095 .00855 .0376 .0816 .04 .09 

01042 6 .0436 .00376 .00153 .0397 .0475 .04 .05 
N free 6 .0464 .01116 .00456 .0346 .0581 .03 .06 

N plus 6 .0484 .01554 .00634 .0321 .0647 .02 .07 

Total 54 .0460 .01385 .00188 .0422 .0498 .02 .09 
น้ าหนักแห๎ง

รวม 
01035 6 .1537 .00429 .00175 .1492 .1582 .15 .16 
01010 6 .1365 .00468 .00191 .1316 .1414 .13 .14 

01027 6 .1954 .03420 .01396 .1595 .2313 .15 .22 
01011 6 .1561 .04450 .01817 .1094 .2028 .10 .19 

01023 6 .2330 .04948 .02020 .1811 .2850 .19 .32 
01041 6 .2084 .03368 .01375 .1731 .2438 .18 .25 
01042 6 .1756 .02209 .00902 .1525 .1988 .15 .20 

N free 6 .1526 .04539 .01853 .1050 .2002 .08 .21 
N plus 6 .1764 .04818 .01967 .1258 .2269 .12 .23 
Total 54 .1764 .04436 .00604 .1643 .1885 .08 .32 

 

 

ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

ความสูงต๎น Between Groups 1212.222 8 151.528 5.241 .000 

Within Groups 1301.123 45 28.914   

Total 2513.345 53    

ความยาวราก Between Groups 396.560 8 49.570 3.056 .008 

Within Groups 729.912 45 16.220   

Total 1126.472 53    

จ านวนปม Between Groups 295.926 8 36.991 18.061 .000 

Within Groups 92.167 45 2.048   

Total 388.093 53    

เส๎นผํานศูนย์กลางปม Between Groups 34.688 8 4.336 30.533 .000 

Within Groups 6.390 45 .142   

Total 41.078 53    

น้ าหนักสดต๎น Between Groups .903 8 .113 5.525 .000 

Within Groups .919 45 .020   
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Total 1.822 53    

น้ าหนักสดราก Between Groups 1.020 8 .128 3.704 .002 

Within Groups 1.550 45 .034   

Total 2.570 53    

น้ าหนักแห๎งต๎น Between Groups .031 8 .004 3.849 .002 

Within Groups .045 45 .001   

Total .077 53    

น้ าหนักแห๎งราก Between Groups .004 8 .000 3.189 .006 

Within Groups .006 45 .000   

Total .010 53    

น้ าหนักแห๎งรวม Between Groups .046 8 .006 4.453 .000 

Within Groups .058 45 .001   

Total .104 53    

 
Post Hoc Tests 

Homogeneous Subsets 
 

ความสูงต้น 

Duncana 

ไอโซเลต N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

01011 6 23.3333   

N free 6 23.7194   

N plus 6 24.3333   

01035 6 25.3333   

01010 6 26.3333 26.3333  

01027 6  32.3333 32.3333 

01042 6   33.9000 

01041 6   34.6667 

01023 6   34.7500 

Sig.  .398 .060 .485 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000 
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ความยาวราก 

Duncana 

ไอโซเลต N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

01035 6 11.8333   

01042 6 12.3333 12.3333  

01023 6 12.6667 12.6667  

01011 6 13.6667 13.6667  

N plus 6 15.5000 15.5000 15.5000 

N free 6 15.8611 15.8611 15.8611 

01041 6 16.3333 16.3333 16.3333 

01027 6  17.6667 17.6667 

01010 6   20.6667 

Sig.  .100 .051 .051 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
 
 

จ านวนปม 

Duncana 

ไอโซเลต N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

N free 6 .0000   

N plus 6 .0000   

01010 6  3.6667  

01027 6  4.6667 4.6667 

01011 6  5.0000 5.0000 

01042 6  5.3333 5.3333 

01035 6   6.0000 

01023 6   6.1667 

01041 6   6.3333 

Sig.  1.000 .071 .082 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
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เส้นผ่านศูนย์กลางปม 

Duncana 

ไอโซเลต N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

N free 6 .0000   

N plus 6 .0000   

01011 6  1.4300  

01041 6  1.7267 1.7267 

01023 6  1.7350 1.7350 

01035 6  1.8433 1.8433 

01042 6   1.9733 

01027 6   2.1400 

01010 6   2.1667 

Sig.  1.000 .088 .081 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 

 
 

น  าหนักสดต้น 

Duncana 

ไอโซเลต N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

N free 6 .8616   

01011 6 .8677   

01010 6 .9219   

01035 6 .9268   

N plus 6 .9585 .9585  

01042 6 1.0489 1.0489 1.0489 

01041 6  1.1184 1.1184 

01027 6   1.1875 

01023 6   1.2249 

Sig.  .050 .073 .056 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
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น  าหนักสดราก 

Duncana 

ไอโซเลต N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

01035 6 .2678   

N free 6 .4367 .4367  

01042 6 .4856 .4856  

N plus 6 .4887 .4887  

01027 6  .6171 .6171 

01023 6  .6188 .6188 

01010 6  .6293 .6293 

01011 6  .6408 .6408 

01041 6   .7643 

Sig.  .065 .105 .229 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 

 
 
 

น  าหนักแห้งต้น 

Duncana 

ไอโซเลต N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

01010 6 .1005   

N free 6 .1062   

01011 6 .1067   

01035 6 .1208 .1208  

N plus 6 .1280 .1280  

01042 6 .1320 .1320  

01041 6  .1488 .1488 

01027 6  .1542 .1542 

01023 6   .1766 

Sig.  .139 .111 .159 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
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น  าหนักแห้งราก 

Duncana 

ไอโซเลต N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

01035 6 .0328    

01010 6 .0361 .0361   

01027 6 .0412 .0412 .0412  

01042 6 .0436 .0436 .0436  

N free 6 .0464 .0464 .0464 .0464 

N plus 6 .0484 .0484 .0484 .0484 

01011 6  .0494 .0494 .0494 

01023 6   .0564 .0564 

01041 6    .0596 

Sig.  .053 .098 .058 .093 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

น  าหนักแห้งรวม 

Duncana 

ไอโซเลต N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

01010 6 .1365    

N free 6 .1526 .1526   

01035 6 .1537 .1537   

01011 6 .1561 .1561   

01042 6 .1756 .1756 .1756  

N plus 6 .1764 .1764 .1764  

01027 6  .1954 .1954 .1954 

01041 6   .2084 .2084 

01023 6    .2330 

Sig.  .099 .075 .157 .093 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
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3. การวิเคราะห์ข๎อมูลทางสถิติโปรแกรม SPSS ชุดหลอดทดลองหัวเช้ือรํวม 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval 
for Mean 

Minimum Maximum 
Lower 
Bound 

Upper 
Bound 

ความสูงต๎น N13/2 6 20.7500 4.98748 2.03613 15.5160 25.9840 15.00 27.50 

01023 6 35.0000 7.06399 2.88386 27.5868 42.4132 27.00 47.00 

Plus N 6 24.3333 5.57375 2.27547 18.4840 30.1826 18.50 31.00 

N free 6 23.7194 6.58070 2.68656 16.8134 30.6255 13.00 31.00 

01023+N13/2 6 36.6667 4.72934 1.93075 31.7035 41.6298 29.50 42.50 

Total 30 28.0939 8.52573 1.55658 24.9103 31.2774 13.00 47.00 

ความยาวราก N13/2 6 15.7222 4.80586 1.96198 10.6788 20.7657 9.00 23.00 

01023 6 14.1667 1.47196 .60093 12.6219 15.7114 13.00 16.00 

Plus N 6 15.5000 2.23607 .91287 13.1534 17.8466 11.50 18.00 

N free 6 15.8611 2.84881 1.16302 12.8715 18.8508 12.00 19.00 

01023+N13/2 6 20.5833 6.35938 2.59620 13.9096 27.2571 14.00 32.00 

Total 30 16.3667 4.30859 .78664 14.7578 17.9755 9.00 32.00 

จ านวนปม N13/2 6 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

01023 6 7.0000 2.36643 .96609 4.5166 9.4834 4.00 9.00 

Plus N 6 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

N free 6 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

01023+N13/2 6 6.3333 2.65832 1.08525 3.5436 9.1231 4.00 11.00 

Total 30 2.6667 3.64203 .66494 1.3067 4.0266 .00 11.00 

เส๎นผําน
ศูนย์กลางปม 

N13/2 6 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

01023 6 1.9439 .47423 .19360 1.4462 2.4416 1.33 2.25 

Plus N 6 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

N free 6 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

01023+N13/2 6 1.4313 .41486 .16937 .9959 1.8666 .94 2.00 

Total 30 .6750 .89593 .16357 .3405 1.0096 .00 2.25 

น้ าหนักสดต๎น N13/2 6 .8150 .16303 .06656 .6439 .9861 .56 1.00 

01023 6 1.2335 .13832 .05647 1.0883 1.3787 1.02 1.42 

Plus N 6 .9585 .14807 .06045 .8031 1.1139 .79 1.13 

N free 6 .8616 .10490 .04283 .7515 .9717 .67 .97 

01023+N13/2 6 .9841 .19112 .07802 .7835 1.1846 .82 1.30 

Total 30 .9705 .20418 .03728 .8943 1.0468 .56 1.42 

น้ าหนักสดราก N13/2 6 .3636 .06612 .02700 .2942 .4330 .28 .45 

01023 6 .6560 .11043 .04508 .5401 .7719 .53 .85 
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ANOVA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

ความสูงต๎น Between Groups 1250.383 4 312.596 9.113 .000 

Within Groups 857.570 25 34.303   

Total 2107.952 29    

ความยาวราก Between Groups 144.254 4 36.063 2.288 .088 

Within Groups 394.102 25 15.764   

Total 538.356 29    

จ านวนปม Between Groups 321.333 4 80.333 31.711 .000 

Within Groups 63.333 25 2.533   

Total 384.667 29    

เส๎นผํานศูนย์กลางปม Between Groups 21.293 4 5.323 67.044 .000 

Within Groups 1.985 25 .079   

Total 23.278 29    

น้ าหนักสดต๎น Between Groups .633 4 .158 6.872 .001 

Plus N 6 .4887 .24088 .09834 .2359 .7415 .06 .77 

N free 6 .4367 .08312 .03393 .3495 .5239 .35 .54 

01023+N13/2 6 .5358 .10322 .04214 .4275 .6442 .44 .68 

Total 30 .4962 .16087 .02937 .4361 .5562 .06 .85 

น้ าหนักแห๎งต๎น N13/2 6 .1022 .01470 .00600 .0868 .1177 .09 .12 

01023 6 .1624 .02232 .00911 .1390 .1858 .13 .19 

Plus N 6 .1280 .03630 .01482 .0899 .1661 .08 .16 

N free 6 .1062 .03865 .01578 .0657 .1468 .04 .16 

01023+N13/2 6 .1427 .03863 .01577 .1022 .1833 .12 .22 

Total 30 .1283 .03729 .00681 .1144 .1422 .04 .22 

น้ าหนักแห๎งราก N13/2 6 .0442 .01223 .00499 .0314 .0570 .03 .06 

01023 6 .0601 .00600 .00245 .0538 .0664 .05 .07 

Plus N 6 .0484 .01554 .00634 .0321 .0647 .02 .07 

N free 6 .0464 .01116 .00456 .0346 .0581 .03 .06 

01023+N13/2 6 .0515 .00812 .00332 .0430 .0601 .04 .06 

Total 30 .0501 .01175 .00215 .0457 .0545 .02 .07 

น้ าหนักแห๎งรวม N13/2 6 .1481 .02424 .00990 .1227 .1735 .13 .19 

01023 6 .2225 .02487 .01015 .1964 .2486 .19 .25 

Plus N 6 .1764 .04818 .01967 .1258 .2269 .12 .23 

N free 6 .1526 .04539 .01853 .1050 .2002 .08 .21 

01023+N13/2 6 .1943 .03521 .01438 .1573 .2312 .16 .26 

Total 30 .1788 .04427 .00808 .1622 .1953 .08 .26 
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Within Groups .576 25 .023   

Total 1.209 29    

น้ าหนักสดราก Between Groups .290 4 .072 3.930 .013 

Within Groups .461 25 .018   

Total .750 29    

น้ าหนักแห๎งต๎น Between Groups .015 4 .004 3.794 .015 

Within Groups .025 25 .001   

Total .040 29    

น้ าหนักแห๎งราก Between Groups .001 4 .000 1.861 .149 

Within Groups .003 25 .000   

Total .004 29    

น้ าหนักแห๎งรวม Between Groups .023 4 .006 4.155 .010 

Within Groups .034 25 .001   

Total .057 29    

 
              Post Hoc Tests 

Homogeneous Subsets 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ความยาวราก 

Duncana 

ไอโซเลท N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

01023 6 14.1667  

Plus N 6 15.5000 15.5000 

N13/2 6 15.7222 15.7222 

N free 6 15.8611 15.8611 

01023+N13/2 6  20.5833 

Sig.  .507 .051 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
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จ านวนปม 
Duncana 

ไอโซเลท N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

N13/2 6 .0000  

Plus N 6 .0000  

N free 6 .0000  

01023+N13/2 6  6.3333 

01023 6  7.0000 

Sig.  1.000 .475 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000. 
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ประว ัติผู๎เขียนว ิทยา นิพนธ ์
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ ์

 

นางสาวศศิธร พงษ์ส าราญกุล เกิดเมื่อวันที่ 31 มกราคม 2534 ณ จังหวัด กาญจนบุรี ที่อยํูปัจจุบัน 
บ๎านเลขที่ 62 หมูํ 2 ต.ทําล๎อ อ.ทํามํวง จ.กาญจนบุรี 71000 

ส าเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต จากภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2555 และเข๎าศึกษาตํอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาวิชา จุล
ชีววิทยาและเทคโนโลยีทางจุลินทรีย์ ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปี 
การศึกษา 2556 

สํวนหน่ึงของงานวิจัยน้ีได๎น าเสนอในการประชุมวิชาการระดับนานาชาติ the 27th Annual 
Meeting of the Thai Society for Biotechnology and International Conference (TSB 2015) จัดข้ึนที่
โรงแรมแมนดาริน กรุงเทพมหานคร ระหวํางวันที่ 17-20 พฤศจิกายน 2558 ในช่ือเร่ือง Biocontrol activity 
by soil bacteria and plant growth promoting ability by PGPR for fungal disease management in 
soybean 
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