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บทคัดยอ 

งานวิจัยนี้มจีุดมุงหมายในการทดสอบความสามารถของสารแอนตะโกนิสติกจากแบคทีเรียในการ

ควบคุมรา Marasmius sp. ที่กอโรคทะลายเนาในปาลม   จากการทดสอบความสามารถในการควบคุม

โรคดวยสารระเหยพบวาแบคทีเรียสายพันธุ  M22 สามารถยับยั้งการเจริญของราไดมากที ่สุด โดยมี

เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ 40.41% ตามดวยแบคทีเรียสายพันธุ M25 และ M27 ซึ่งมีเปอรเซ็นตการ

ยับยั้งการเจริญ 16.23% และ 7.28% ตามลำดับ   การทดสอบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตสารแอน

ตะโกนิสติกของแบคทีเรีย M22, M25 และ M27 พบวาเมื ่อนำน้ำเลี ้ยงที ่ปราศจากเซลลมาทดสอบ

ความสามารถในการยับยั้งรา Marasmius sp. แลว แบคทีเรียสายพันธุ M22 และ M27 สามารถควบคมุ

การเจริญของราไดดีเมื่อเลี้ยงแบคทีเรียที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยสามารถยบัยั้งการเจริญของราได 

65.65% และ 59.44% ตามลำดับ  สวนแบคทีเรียสายพันธุ M25 สามารถยับยั้งการเจริญของราไดดีที่สุด

เมื่อเจริญที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยสามารถยับยั ้งการเจริญของราได 56.14%   จากผลการ

ทดลองที่ไดพบวาแบคทีเรียสายพันธุ M22 สามารถควบคุมรากอโรคไดดีท่ีสุดจึงนำไปศึกษาหาระยะเวลาที่

เหมาะสมในการผลิตสารแอนทาโกนิสติก และพบวาแบคทีเรียสามารถผลิตสารแอนทาโกนิสติกไดดีเม่ือ

เขาสูชั่วโมงที่ 8 โดยจากการทดสอบพบวาที่ระยะเวลา 16, 20 และ 28 ชั่วโมงแบคทีเรียสามารถผลิตสาร

แอนตะโกนิสติกไดดีที ่ส ุดโดยมีความสามารถในการยับยั ้งการเจริญของรา 65.67%, 65.75% และ 

69.93% ตามลำดับ   จากการติดตามการเจริญพบวาแบคทีเรียสามารถผลิตสารแอนทาโกนิสติกไดเม่ือเขา

สูระยะคงที่ (stationary phase) ที่ 8 ชั่วโมง เปนตนไป   การศึกษาเพื่อพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรีย

โดยศึกษาลักษณะทางกายภาพพบวาแบคทีเรียสายพันธุ M22, M25 และ M27 เปนแบคทีเรียแกรมบวก 

มีรูปรางเปนแทง  เมื่อเทียบลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rRNA พบวาแบคทีเรีย M22 มีความใกลเคียง 

100% กับ Bacillus subtilis CAB1111 (KJ194590.1), แบคทีเรียสายพันธุ M25 มีความใกลเคยีง 100% 

กับ Bacillus velezensis T18 (KY307917.1) และแบคทีเร ีย M27 มีความใกล เค ียง 99.87% กับ 

B. velezensis R-QL-120-24 (MT078637.1)   แบคทีเรียและสารที่ผลิตไดมีศักยภาพสามารถนำไปใชใน

การควบคุมโรคทะลายเนาในปาลมได  
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Abstract 

This research aimed to test the ability of antagonistic substances from bacteria to 

control Marasmius sp. that caused bunch rot disease of oil palm. By testing the biocontrol 

ability by volatile substance, it was found that bacteria M22 was able to inhibit fungi with 

40.41% inhibition, followed by M25 and M27 with 16.23% and 7.28%, respectively. The 

optimum temperature for producing antagonistic substances by bacteria M22, M25 and 

M27 was examined. The result showed that cell-free supernatants of M22 and M27 from 

30°C showed better inhibition against Marasmius sp. at 65.65% and 59.44%, respectively, 

whereas that of M25 from 37°C showed 56.14% inhibition. Since the best result was 

obtained from bacteria M22, it was selected for time optimization test for the production 

of antagonistic substances. It was revealed that the highest antagonistic activity was found 

from supernatant after 8 hours. At 16, 20 and 28 hours, the bacteria was able to produce 

highest antagonistic activities with the inhibition of 65.67%, 65.75% and 69.93%, 

respectively. By monitoring the growth of bacteria, it was demonstrated that bacteria was 

able to produce antagonistic substances when entering stationary phase of growth at 8 

hours onward. Morphological identification of M22, M25 and M27 showed that all of them 

were Gram positive with rod-shaped. Sequence analysis of 16S rRNA region indicated that 

M22 has 100% similarity to Bacillus subtilis CAB1111 (KJ194590.1), M25 has 100% similarity 

to Bacillus velezensis T18 (KY307917.1), and M27 has 99.87% similarity to B. velezensis R-

QL-120-24 (MT078637.1). Bacteria and the substances produced has potential to be used 

to control Marasmius bunch rot disease in oil palm. 
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กิตติกรรมประกาศ 

โครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณนี้สำเร็จลุลวงดวยดีดวยความชวยเหลืออยางยิ่ง

จาก รองศาสตราจารย ดร.ปาหนัน เริงสำราญ อาจารยที่ปรึกษาโครงการฯ ที่กรุณาใหความรู คำปรึกษา 

คำแนะนำในการทำโครงการนี้ และการตรวจสอบและแกไขปรับปรุงโครงการฉบับนี้ใหสมบูรณมากข้ึน ซึ่ง

ผูวิจัยขอกราบขอบพระคุณอาจารยเปนอยางสูงไว ณ ที่นี้ดวย 

ขอขอบพระคุณคณาจารยและเจาที่ในภาควิชาจุลชีววิทยาทุกทานที่ใหความรูและคำแนะนำใน

การทำโครงการตลอดจนการอำนวยความสะดวกในการวิจัย 

ขอขอบคุณพ่ีในหองปฏิบัติการ 1904/15 ไดแกนางสาวสิริตา เสียมไหม และนายสริภพ ภูมิภูติกุล   

พี ่ในหองปฏิบัติการ 1904/14  พ่ีปริญญาโทและปริญญาเอกในหองปฏิบ ัต ิการ 1804/16 และใน

หองปฏิบัติการ 1704/16 ในภาควิชาจุลชีววิทยาที่ใหคำปรึกษา ใหคำแนะนำเพิ่มเติมในการทำวิจัย ให

ความอนุเคราะหในการใชเครื่องมือ และใหคำแนะนำในการใชอุปกรณและเครื่องมือวิทยาศาสตรในการ

ทำโครงการนี ้

ขอขอบคุณบุคคลในครอบครัวทั้งบิดา มารดาที่ใหการสนับสนุน และใหกำลังใจในการทำงานวิจัย

นี้  รวมทั้งเพื่อนรวมภาควิชาจุลชีววิทยาชั้นปที่ 4 ทุกคนที่คอยใหคำปรึกษา ใหคำแนะนำที่มีประโยชน

และใหกำลังใจสนับสนุนในการทำโครงการใหผานไปไดดวยด ี  ขอขอบคุณนายชิตพล ลี้ชัยพรกุล หรือนอง

เตนล และสมาชิกใน WayV  ซิ ่วหมินและแบคฮยอน รวมทั ้งสมาชิกอีก 7 คนในวง EXO ในการเปน

กำลังใจรวมทั ้งเปนแรงผลักดันใหมีกำลังใจในการทำโครงการใหสำเร็จลุลวงไปไดดวยดี   สุดทายนี้

ขอขอบคุณตนเองที่อดทนและหมั่นหาความรูเพ่ิมเติมและนำความรูที่เรียนจากภาควิชาจุลชีววิทยามาปรับ

ใชในโครงการของตนทำใหงานวิจัยผานไปไดโดยสมบูรณ 
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บทท่ี1 

 

บทนำ 
ปาลมน้ำมัน 

 ปาลมน้ำมันเปนพืชใบเลี ้ยงเดี ่ยวจัดอยูในตระกูลปาลมเชนเดียวกับมะพราว ตาลโตนด และ 

อินทผาลัม  มีถิ่นกำเนิดในแถบแอฟริกา สามารถเจริญไดดีในภูมิประเทศที่มีสภาพอากาศรอนชื้น มี

ปริมาณน้ำฝนกระจายตัวอยางสม่ำเสมอตลอดป เจริญไดดีในดินรวนถึงเหนียว  ดังนั้นประเทศที่อยูในแนว

แถบเสนศูนยสูตรจึงนิยมปลูกปาลมน้ำมัน (Konan และคณะ, 2006)   มีรายงานการพบปาลมน้ำมันครั้ง

แรกในป พ.ศ. 1977 ในแอฟริกาตะวันตก  โดยปาลมน้ำมันถูกนำเขามาปลูกในประเทศไทยในป พ.ศ. 

2472 ที่จังหวัดสงขลา และเริ่มมีการปลูกเพ่ิมมากขึ้นในภาคใตและภูมิภาคอ่ืนในประเทศไทย 

ปาลมน้ำมันจัดเปนพืชน้ำมันที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจของโลก  โดยมีมูลคาทางเศรษฐกิจสูง

ถึง 50 ลานดอลลารสหรัฐ เนื่องจากปาลมน้ำมันเปนพืชที่ใหผลผลิตสูง คือใหปริมาณน้ำมันมากเมื่อเทียบ

กับพืชน้ำมันชนิดอื ่น และผลผลิตสามารถนำไปใชประโยชนในดานตาง ๆ ไดหลากหลาย เชน ดาน

อุตสาหกรรมอาหาร, อุตสาหกรรมเครื่องสำอาง, สารเคมีทางการเกษตร และเชื้อเพลิงชีวภาพ (Konan 

และคณะ, 2006)   สำหรับประเทศไทย จากขอมูลสำนักงานเศรษฐกิจการเกษตรพบการปลูกปาลมน้ำมัน

ที่บริเวณภาคใตและชายฝงทะเลดานตะวันออกของอาวไทย โดยพบมากในจังหวัดกระบี่, สุราษฎรธานี, 

ชุมพร และนครศรีธรรมราช ซึ่งพื้นที่ปลูกปาลมน้ำมันทั้งหมดในประเทศไทยจัดอยูในอันดับ 4 ของโลก 

(สำนักงานพัฒนาการวิจัยการเกษตร, 2563)   ปจจุบันอุตสาหกรรมปาลมน้ำมันในประเทศไทยมีพ้ืนที่การ

เพาะปลูกเพิ่มขึ้นเฉลี่ยปละ 3 แสนไรตอป ดังรูปที่ 1.1 (ชัยวัช โซวเจริญสุข, 2563)   จึงเห็นไดวาปาลม

น้ำมันเปนพืชที่สงผลตอเศรษฐกิจในประเทศไทยอยางมาก 
 

 
รูปที่ 1.1 : แนวโนมอุตสาหกรรมปาลมน้ำมันในประเทศไทย (ชัยวัช โซวเจริญสุข, 2563) 



2 

 

ลักษณะของปาลมน้ำมันเปนพืชใบเลี้ยงเดี่ยว ลักษณะดอกมีดอกตัวผูและดอกตัวเมียอยูในตน

เดียวกัน (monoecious)   ดอกมีลักษณะเปนชอแยกเปนชอดอกตัวผูและชอดอกตัวเมีย ซึ่งเกิดสลับกันที่

โคนกานใบ   เมื่อดอกตัวเมียไดรับการผสมจากละอองเกสรจากดอกตัวผู เกิดเปนผลบนชอดอกเรียกวา 

ทะลาย   ทะลายของปาลมน้ำมันมีลักษณะรูปไขประกอบดวยกานทะลาย ชอทะลาย และผล (นคร สาระ

คุณ, 2539)   จำนวนผลตอทะลายมีตั้งแต 500-1,400 ผล   อัตราของน้ำหนักผลตอทะลายอยูที่ 60-70%   

ผลของปาลมน้ำมันมีสีเขียวหรือดำเมื่อเปนผลออน และเปลี่ยนเปนสีเหลืองอมแดงเมื่อผลสุก   การสุกของ

ผลเริ่มจากปลายทะลายไปจนถึงโคนทะลาย (ศิริชัย มามีวัฒนะ, 2532) 

ปาลมน้ำมันนิยมปลูกอยู 2 ชนิด คือ ปาลมน้ำมันสายพันธุ Elaeis guineensis Jacq. เปนสาย

พันธุที่ปลูกเพื่อการคา  มีถิ่นกำเนิดจากแอฟริกา  ลักษณะที่เดนชัดของปาลมสายพันธุนี้คือ ใหผลผลิต

จำนวนทะลาย, น้ำหนักตอผล, เปลือกนอกตอผล และผลผลิตน้ำมันสูงกวาสายพันธุอื่น  อีกสายพันธุคือ 

ปาลมน้ำมันสายพันธุ Elaeis oleifera เปนสายพันธุที่มีตนกำเนิดจากบริเวณลุมแมน้ำอะเมซอน  ลักษณะ

เดนของสายพันธุนี้คือ ลักษณะตนเตี้ยและตานทานตอโรคตาเนา (Lethal bud rot) เปอรเซ็นตกรดไขมัน

ไมอิ่มตัวสูง คาไอโอดีนสูง มีวิตามินเอ และวิตามินอีสูงกวาสายพันธุอื่น  แตใหผลผลิตและปริมาณปาลม

น้ำมันนอยกวาสายพันธุ Elaeis guineensis Jacq.   ดวยลักษณะเดนเหลานี้อุตสาหกรรมการปลูกปาลม

น้ำมันในปจจุบันจึงนิยมใชปาลมน้ำมันพันธุผสมเพื่อใหไดผลผลิตปริมาณมากและมีคุณภาพ (กรมวิชาการ

เกษตร, 2019) 
 

โรคในปาลมน้ำมัน 

โรคในปาลมน้ำมันจัดเปนสาเหตุหนึ่งท่ีสงผลกระทบตอการผลิตปาลมน้ำมัน และทำความเสียหาย

อยางมากในพื้นที่ที่มีการระบาดของโรค   โรคในปาลมน้ำมันมีพบไดตั้งแตในระยะเมล็ดจนถึงระยะหลัง

การเก็บเกี่ยวผลผลิต  ในชวงระยะเริ่มปลูกจนถึง 1-2 ปแรกมักพบโรคใบจุดและโรครากเนา  ในระยะที่

ใหผลผลิตปาลมน้ำมันมักพบโรคโรคทะลายเนาและโรคลำตนเนา 

โรคใบจุด มีสาเหตุจาก Curvularia eragrostidis   พบในแปลงตนกลาปาลม  อาการระยะแรก

จะพบจุดสีเหลืองขนาดเล็กและจะมีขนาดใหญเปนสีน้ำตาลดานในมีสีเหลือง  เห็นเปนวงแหวนซอนกัน

เปนชั้น ๆ (รูปที่ 1.2)  การปองกันโรคจะตัดใบที่เกิดโรคออกไปทำลายเพื่อไมใหเกิดการกระจายของโรค 

หรือใชสารเคมีฆาราไดธิโอคารบาเมท, แคปเทน, ไซโคแฮกซิไมด และแคปทาโฟล 
 

 
รูปที่ 1.2 ลักษณะของใบปาลมที่เปนโรคใบจุดที่มีสาเหตุจาก Curvularia eragrostidis (Hughes, 2014) 
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โรคยอดเนาและทางใบบิด (Spear rot and crown disease) เก ิดจากความผิดปกต ิทาง

พันธุกรรมของปาลม  พบในปาลมหลังปลูกลงแปลง 1-2 เดือนโดยจะเห็นทางใบยอดพับลง  พบแผลสี

น้ำตาลบนยอด  กานทางบิดงอ  ใบเนา (รูปที่ 1.3) 
 

 
รูปที่ 1.3 ลักษณะของยอดปาลมที่เกิดโรคยอดเนาและทางใบบิด (Elliott., 2015) 

 

โรคทะลายเนาจากเชื้อเห็ดลม (Marasmius bunch rot) มีสาเหตุจาก Marasmius palmivorus 

พบการระบาดของโรคในชวงฤดูฝน  อาการของโรคจะพบผลปาลมในทะลายเปนสีน้ำตาล ปลายผลจะเห็น

เสนใยสีขาวหยาบของรา  ทำใหผลปาลมเนา (รูปที่ 1.4)  การควบคุมโรคทำไดโดยตัดสวนที่มีการเกิดโรค

และเผาทิ้งเพ่ือปองกันการระบาดของโรค 
 

 
รูปที่ 1.4 ทะลายปาลมน้ำมันที่เกิดโรคจาก Marasmius palmivorus (คลินิกปาลมน้ำมัน, 2017) 

 

โรคทะลายเนาและไสกลวง (Bunch failure and hallow bunch)  อาการทะลายเนาพบใน

ระยะเริ่มใหผลผลิต โดยสวนปลายของทะลายจะเนาไมสมบูรณ  มักเกิดกับตนกลาปาลม ทำใหผลทะลาย

พัฒนาไมสมบูรณ  สวนอาการไสกลวงจะเกิดในปาลมที่มีอายุมากโดยทะลายปาลมดานในและไสของ

ทะลายจะเนา (รูปที่ 1.5) ซึ่งโรคน้ียังไมทราบสาเหตุท่ีแนนอน 
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รูปที่ 1.5 ปาลมท่ีเปนโรคทะลายเนาและไสกลวง (Sutarta และคณะ, 2015) 

 

โรคลำตนเนาจาก Ganoderma มีสาเหตุจาก Ganoderma boninense  พบในปาลมน้ำมัน

อายุ 4-5 ป  อาการมลีักษณะใบไหมและโคนตนมีรอยเนา และพบเห็ดสีน้ำตาลเจริญที่ลำตน (รูปที่ 1.6) 
 

 
รูปที่ 1.6 ลักษณะของปาลมที่เกิดโรคลำตนเนาที่มีสาเหตุจาก Ganoderma boninense (Dick, 2015) 

 

นอกจากโรคที่เกิดจากราแลว  ปาลมน้ำมันยังสามารถเกิดโรคไดจากแมลงศัตรูพืช ไดแก หนอน

หนาแมว, หนอนปลอกเล็ก, ดวงกุหลาบและดวงแรด   การเกิดโรคจากสารเคมี เชน สารพาราควอท ที่ทำ

ใหเกิดอาการใบไหม, สารไกลโพเซท ที่ทำใหเกิดอาการเหลืองที่ใบลาง และสารคลอโรอะซีทาไมด ท่ีทำให

ตนกลาปาลมน้ำมันเกิดอาการโคงงอ 
 

โรคทะลายเนาในปาลมน้ำมัน 

สำหรับโรคทะลายเนานั้นมีรายงานความเสียหายทางเศรษฐกิจจากโรคทะลายเนาของปาลมครั้ง

แรกในประเทศมาเลเซีย ซาบาร และอินโดนีเซีย โดยพบวาโรคทะลายเนาในปาลมน้ำมันเกิดจาก 

Marasmius palmivorus (Turner, 1965)   M. palmivorus เป นราในไฟล ัม Basidiomycota  ชั้น 

Agaricomycetes  วงศ Marasmiaceae  สกุล Marasmius  โดยราสกุลนี้สวนใหญจะมีลักษณะเปนเห็ด

ดอก (Turner, 1965)   ในภาวะปกติ M. palmivorus จะดำรงชีวิตเปนผูยอยสลายในสิ่งแวดลอม  เมื่อรา

เจริญบนทะลายปาลมน้ำมันและมีจำนวนมากพอจะเปนปรสิตทำใหเกิดโรคในพืชไดหลายชนิด เชน ปาลม
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น้ำมัน, มะพราว, สับปะรด และยาง   การระบาดของโรคทะลายเนาจะพบมากในชวงที่มีฝนชุก  ความชื้น

สูง และพบมากในสวนปาลมท่ีมีการดูแลที่ไมดี  โดยลักษณะของปาลมน้ำมันที่มีกานทางตรงจะเกิดโรคได

งายกวาปาลมที่มีกานทางโคง (ศรีสุรางค ลิขิตเอกราช, 2547)   ลักษณะของโรคจะพบการเจริญของรา

บริเวณทั่วทะลายและผลปาลมน้ำมันทำใหผลปาลมน้ำมันเนาเสียและเปนสีน้ำตาล (รูปที่ 1.7)  ผลปาลม

น้ำมันที ่เกิดโรคสามารถแพรกระจายโรคไดและสรางความเสียหายแกการผลิตปาลมน้ำมันอยางมาก   

ปจจุบันการปองกันและกำจัดโรคทะลายเนาใชวิธีการทางเขตกรรม  โดยระมัดระวังไมใหมีแหลงของเชื้อ

อยูในสวนปาลม, การกำจัดสวนที่เปนโรคออกและเผาทำลายเพื่อปองกันการระบาด, และการจำกัดผล

ปาลมในทะลายไมใหมีมากเกินไปในชวงเติบโตใหผลผลิตระยะแรก   นอกจากนี้มีการทดลองใชฟนิลเมอร

คิวรีอะซีเทตในแปลงเพาะปลูกซึ่งพบวาสามารถกำจัด M. palmivorus ได  แตเนื่องจากมีสารปรอทเปน

องคประกอบ ซึ่งมีผลตอผูใชงาน จึงยังไมมีการใชจริงในเชิงเกษตรกรรม และมีการใชไซโคลเฮกซิไมดที่

สามารถปองกันโรคทะลายเนาในปาลมน้ำมันได  แตสารปองกันที่ใชนี้มีอันตรายตอผูใชมาก (Wastie, 

1982)   สำหรับโรคทะลายเนาในปาลมน้ำมันมีการใชรา Trichoderma sp. เพื่อกำจัดราที่ทำใหเกิดโรค

รวมกับการใชสารเคมี (นคร สาระคุณ, 2539)   การใชสารเคมีเพื่อควบคุมโรคเปนสาเหตุหนึ่งที่ทำใหเกิด

การปนเปอนสิ่งแวดลอม สงผลตอระบบนิเวศและสมดุลจุลินทรียในระบบนิเวศนั้น จึงมีการคิดคนเพ่ือ

หาทางเลือกในการควบคุมโรคแทนการใชสารเคมีสังเคราะหที่เปนอันตราย 
 

 
รูปที่ 1.7 การเจริญของ Marasmius palmivorus บนทะลายปาลม (ศรีสุรางค ลิขิตเอกราช, 2547) 

 

การควบคุมโรคโดยวิธีทางชีวภาพ 

การควบคุมทางชีวภาพ คือ การใชสิ่งมีชีวิตใดสิ่งมีชีวิตหนึ่ง เชน จุลินทรียปฏิปกษ (antagonist) 

เพื่อลดจำนวนประชากรของสิ่งมีชีวิตหนึ่ง   กลไกการควบคุมโรคพืชในจุลินทรียขึ ้นกับปฏิสัมพันธทาง

นิเวศวิทยาซึ่งมี 4 แบบ ไดแก ภาวะแขงขัน, การหลั่งสารยับยั้งการเจริญ, ภาวะปรสิตของจุลินทรีย และ

การเหนี่ยวนำใหพืชเกิดการตานทานโรค (รูปที่ 1.8)   การควบคุมทางชีวภาพสามารถใชจุลินทรียไดหลาย

ชนิดไมวาจะเปนเอนโดไฟติกแบคทีเรีย (Dennis และ Webster, 1971), แลคติกแอซิดแบคทีเรีย (Trias 

และคณะ, 2008) หรือแมกระทั่งราเพื่อควบคุมโรคพืชที่เกิดจากรากอโรค (Inglis และ Kawchuk, 2002; 

Keswani และคณะ, 2019) 
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รูปที่ 1.8 กลไกการควบคุมโรคของจุลินทรีย (Deka และคณะ, 2015) 

 

ภาวะแขงขัน (competition) คือ ภาวะที่จุลินทรียปฏิปกษสามารถแยงสารอาหาร แรธาตุตาง ๆ 

หรือปจจัยอ่ืน ๆ ทีส่ามารถสงผลกระทบตอจุลินทรียกอโรค ซึ่งการเขาแยงพ้ืนที่อยูอาศัยทำใหจุลินทรียกอ

โรคไมสามารถดำรงอยูได   โดยเมื่อสารอาหารและแรธาตุมีอยางจำกัด จะสงผลใหการงอกและเจริญของ

จุลินทรียกอโรคลดลง ทำใหหยุดการแพรระบาดของโรคได (Kohl และคณะ, 2019)   ตัวอยางการควบคุม

เชื้อกอโรคโดยใชจุลินทรียปฏิปกษ Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum ที่มีความสามารถ

ในการแยงธาตุเหล็กภายในดินโดยผลิตสาร siderophore ไปแยงจับธาตุเหล็กในดินที่อยูรอบ ๆ รากพืช 

ทำใหจุลินทรียกอโรคไดธาตุเหล็กลดลง จึงไมสามารถแพรพันธุได และสารที่จุลินทรียปฏิปกษผลิตยังเปน

สารที่ทำใหพืชมีการเจริญเติบโตที่ดีขึ้นดวย (Wang และคณะ, 2020)   นอกจากนี้มีรายงานวาจุลินทรีย

ปฏิปกษ Pseudomonas sp. มีความสามารถในการครอบครองพื้นที่บริเวณรากพืชโดยสามารถสรางสาร

ที่ชวยทำใหจุลินทรียปฏิปกษยึดเกาะกับพื้นผิวของพืชไดดีและจุลินทรียปฏิปกษยังสามารถสังเคราะหสาร

ที่มีฤทธิ์ยับยั้งเชื้อกอโรคได (Wang และคณะ, 2020)   โรคที่เกิดกับพืชหลังจากการเก็บเกี่ยวจะนิยมใช

จุลินทรียปฏิปกษที่มีความสามารถในการแขงขันกับจุลินทรียกอโรค  เนื่องจากการใชจุลินทรียที ่มี

ความสามารถอื่นอาจทำใหมีการปนเปอนในผลิตภัณฑและกอใหเกิดอันตรายตอผูบริโภคได (Whipps, 

2001)   การควบคุมโรคทางชีวภาพโดยอาศัยความสามารถในการแขงขันจึงตองคำนึงถึงปจจัยทาง

สิ่งแวดลอมอ่ืน ๆ ดวย เชน ปริมาณสารอาหารในดิน ปริมาณเชื้อจุลินทรียปฏิปกษ และภาวะแวดลอมตาง 

ๆ ที่ตองเหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรียปฏิปกษ (Kohl และคณะ, 2019) 

การหลั่งสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรค (antibiosis) เปนลักษณะซึ่งจุลินทรียปฏิปกษมี

ความสามารถยับยั้งหรือทำลายเชื้อกอโรคโดยการหลั่งสารออกมานอกเซลล แลวสารนั้นมีผลตอจุลินทรีย

กอโรค เชน สารเมตาบอไลททุติยภูมิ (secondary metabolite), สารปฏิชีวนะ (antibiotic) และเอนไซม 

(enzyme) เปนตน (Sunpapao และคณะ, 2018)   การควบคุมโรคดวยวิธีนีป้ระสิทธิภาพในการควบคุม

เชื้อกอโรคมากที่สุด  เนื่องจากสารตานจุลชีพที่จุลินทรียปฏิปกษผลิตนั้น มีขอบเขตการออกฤทธิ์ที่กวาง 

(broad-spectrum activity) ทำใหสามารถควบคุมหรือยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคได   ตัวอยาง

จุลินทรียที่มีความสามารถในการหลั่งสารนี้ เชน Streptomyces sp. ซึ่งสามารถผลิตสารหลายชนิดท่ีตาน
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การเจร ิญของจ ุล ินทร ีย  เช น นาตาม ัยซ ิน (natamycin) จาก S. natalensis, เตตร าซ ัยคลิน 

(tetracycline) จาก S. aureofaciens เปนตน (Gopalakrishnan และคณะ, 2020), Bacillus sp. ซึ่ง

สามารถผลิตสารในกลุ มลิโพเปปไทด เชน อิทูริน (iturin), เซอรแฟคทิน(surfactin) และเฟนไจซิน

(fengycin) และ Pseudomonas sp. ซ ึ ่ งสามารถผล ิตสารปฏ ิช ีวนะ เช น DAPG, ไพร โรลน ิทริน 

(pyrolnitrin) และฟนาซีน (phenazine) เปนตน (Kohl และคณะ, 2019)   แบคทีเรียทั ้ง 3 ชนิดท่ี

ยกตัวอยางมานั้นพบวามีประสิทธิภาพสามารถควบคุมโรคพืชไดหลายโรคจึงนิยมนำมาใชเปนจุลินทรียใน

การควบคมุทางชีวภาพบอยครั้ง (Gopalakrishnan และคณะ, 2020; Li และคณะ, 2016) 

ภาวะปรสิต (parasitism) ของจุลินทรีย เปนลักษณะซึ่งจุลินทรียปฏิปกษมีความสามารถเขา

ทำลายจุลินทรียกอโรคไดเนื่องจากมีสมบัติเปนปรสิตกับจุลินทรียชนิดอื่น   โดยจุลินทรียปฏิปกษสามารถ

เขาไปเจริญรวมกับจุลินทรียกอโรคและจุลินทรียปฏิปกษสวนใหญสามารถสรางเอนไซมออกมายอยผนัง

เซลลของเชื้อกอโรคได เชน ไคติเนส, เซลลูเลส และบีตา-1,3-กลูคาเนส เปนตน (Giovannoni และคณะ, 

2020; Li และคณะ, 2016; Tanvir และคณะ, 2016)   ตัวอยางจุลินทรียที่มีความสามารถในการเปน

ปรสิต เชน Trichoderma sp. ที่อาศัยในดินบริเวณรากพืชและอาศัยรวมกับพืช มีความสามารถในการ

ควบคุมโรคพืชดวยวิธีการเปนปรสิตตอเชื้อกอโรค เชน R. solani (Sunpapao และคณะ, 2018) 

การเหนี่ยวนำใหพืชเกิดการตานทาน (induce systemic resistance) คือ การเหนี่ยวนำโดยสาร

ที่ผลิตจากจุลินทรียและสารนั้นกระตุนใหพืชเกิดการตานทานโรคได โดยสามารถเกิดไดจากการกระตุน

จากเชื้อที่ไมกอโรค   เมื่อพืชถูกกระตุนจะทำใหเซลลพืชเกิดการตายอยางเฉียบพลัน (hypersensitive 

response)  จากนั้นจะมีการสงสัญญาณทางชีวเคมีไปยังสวนตาง ๆ เพื่อไปกระตุนยีนที่เกี่ยวของกับการ

ตานทานของพืชใหตอบสนองตอการรุกรานของเชื ้อกอโรคตอไป (Choudhary และคณะ, 2007)   

ตัวอยางจุลินทรียที่ไมกอโรคท่ีสามารถกระตุนใหพืชเกิดการตานทานได เชน แบคทีเรียท่ีมีความสามารถใน

การสงเสริมการเจริญของพืช (plant growth-promoting rhizobacteria, PGPR) ซึ่งจุลินทรียกลุมนี้จะ

อาศัยอยูรวมกับพืชในบริเวณรากพืชหรือจุลินทรียที่เปนเอนโดไฟตกับพืช (Sunpapao และคณะ, 2018) 

โดยจุลินทรียไมกอโรคจะไปกระตุนการแสดงของยีนที่เกี่ยวของกับการปองกันตัวเองของพืชทำใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงของปริมาณเอนไซมที่เกี่ยวของกับการปองกันตนเองของพืช เพื่อเตรียมพรอมสำหรับการ

ตอตานการเขาทำลายของเชื้อกอโรคตอไป   ตัวอยางจุลินทรียที่มาจากเอนโดไฟตของพืช เชน Bacillus 

thuringiensis ทีม่ีความสามารถในการควบคุมโรคแคงเกอรท่ีเกิดจาก Xanthomonas citri subsp. citri 

และยังมีความสามารถในการสงเสริมการเจริญของสมได (Islam และคณะ, 2019) 
 

สารควบคุมทางชวีภาพจากจุลินทรีย 

ผลิตภัณฑจากจุลินทรียท่ีนำมาใชเปนสารควบคุมทางชีวภาพเพ่ือควบคุมรากอโรคมีมากมาย เชน 

การใชสารระเหย การใชสารเมทาบอไลตปฐมภูมิ และสารเมทาบอไลตทุติยภูมิ และการใชเอนไซมจาก

จุลินทรียเพ่ือควบคุมโรค เปนตน   ตัวอยางงานวิจัยสำหรับการใชผลิตภัณฑจากจุลินทรียเพ่ือควบคุมโรคมี

ดังนี้ 
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การใชสารเมทาบอไลตระเหยไดที่ผลิตจาก Trichoderma longibrachiatum EF5 ในการยับยั้ง

การเจริญของรา Sclerotium rolfsii และ Macrophomina phaseolina ที่ทำใหเกิดโรคในขาว  จาก

การทดสอบผลของสารระเหยโดย Tripartite plate assay พบวา T. longibrachiatum EF5 สามารถ

ยับยั้งการเจริญของ S. rolfsii ไดและเมื่อตรวจสอบลักษณะสายใยราพบวาสายใยรามีลักษณะที่บางและ

เล็กมากขึ้นเมื่อเทียบกับสายใยราปกติ  ผูวิจัยจึงสกัดสารระเหยโดยใช Tenax-coated stainless-steel 

column แลวระบุชนิดของสารโดย GC-MS-TD  ผลจากการศึกษาชนิดของสารพบวาสารที่ระเหยได

เหลานี้ประกอบดวย longifolene, caryophyllene, 1-butanol 2-methyl, cedrene และ cuprenene  

โดยทีส่ารระเหยที่ผลิตจากจุลินทรียนี้มีความสามารถยับยั้งรา S. rolfsii   ทั้งนี้ T. longibrachiatum EF5 

เปนเอนโดไฟตที่แยกไดจากตนขาว และพบวามีความสามารถในการสงเสริมการเจริญของขาวไดดวย 

(Sridharan และคณะ, 2020) 

การใชสารเมทาบอไลตทุติยภูมิที่ผลิตจาก Trichoderma spp. ในการควบคุมโรคพืชที่มีสาเหตุ

จากแบคทีเรียและไสเดือนฝอย  โดยเม่ือเพาะเลี้ยง Trichoderma spp. ในอาหารเลี้ยงเชื้อ Solid wheat 

และ Liquid STP เปนระยะเวลา 4 วัน และสกัดสารเมทาบอไลตทุติยภูมิโดยวิธี solvent partitioning 

method โดยใชเอธิลอะซีเทตในการสกัดและนำมาทดสอบความสามารถในการควบคุมโรคโดยวิธี agar 

well diffusion และ disk diffusion เมื่อตรวจสอบลักษณะของแบคทีเรียและไสเดือนฝอยภายใตกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอนพบวาสารสกัดที่ไดจาก Trichoderma pseudoharzianum T113 มีความสามารถ

ในการทำลายผนังเซลลของแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum และ Xanthomonas compestris 

และสารสกัดเมทาบอไลตทุติยภูมิที่ไดจาก Trichoderma viridae มีความสามารถในการฆาตัวออนของ

ไสเดือนฝอย Meloidogyne incognita และมีความสามารถในการยับยั้งการฟกตัวของไขไสเดือนฝอยได 

(Khan และคณะ, 2020) 

การใชสารเมทาบอไลตทุติยภูมิทีไ่ดจากแบคทีเรีย Bacillus amyloliquefaciens SYBC H47 ใน

การควบคุมโรคกัมโมซิส (gummosis) ในพีชที่เกิดจากรา Botryoshaeria dothidae  เมื่อทดสอบการ

ย ับย ั ้ งการเจร ิญโดยแบคทีเร ีย B. amyloliquefaciens SYBC H47 ท ี ่แยกได จากน ้ำผ ึ ้ งพบว ามี

ความสามารถในการควบคุมการเจริญของจุลินทรียกอโรคหลายชนิดไดแก Aspergillus niger, Mucor 

racemosus, Fusarium oxysporum, Penicillium citrinum, Candida albicans และ B. dothidae  

เมื่อสกัดสารเมทาบอไลตโดยผสมน้ำเลี้ยงที่ปราศจากเซลลกับกรดไฮโรคลอริกที่คาความเปนกรดเบส

เทากับ 2.0 ขามคืน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นปรับคาความเปนกรดเบสใหเปน 7.0 และสกัด

ดวยเมทานอล 100%  แลวนำสารเมทาบอไลตไปทำใหบริสุทธิ์โดย HPLC LC/ESI-MS/MS พบสารหลาย

ชนิด ไดแก bacillomycin L, fengycin และ surfactin   เมื่อนำสารที่ไดไปทดสอบความสามารถในการ

ควบคุมโรคกัมโนซิสโดยวิธี agar diffusion assay พบวา bacillomycin L มีความในการยับยั้งการงอก

ของคอนิเดียของ B. dothidae และ surfactin มีความสามารถในการยับยั ้งการเจริญของสายใยรา   

นอกจากนี้แบคทีเรีย B. amyloliquefaciens SYBC H47 ยังมีความสามารถในการสงเสริมการเจริญของ

พืชไดดวย (Li และคณะ, 2016) 
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งานวิจัยนี้ไดดำเนินการตอจากงานวิจัยของ ณัฐมณ วาจรัส (2562) ซึ่งไดทดสอบการยับยั้งการ

เจริญของ Marasmius sp. ที่ทำใหเกิดโรคทะลายเนาในปาลมน้ำมันจากแบคทีเรียที่คัดเลือกมาจาก

ตัวอยางดิน และพบวาผลที่ไดทั้งจากการทำ dual culture และการนำน้ำเลี้ยงที่ปราศจากเซลลของ

แบคทีเรียมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของราได โดยแสดงใหเห็นวาแบคทีเรีย M27, 

M25 และ M22 สามารถยับยั้งการเจริญของ Marasmius sp. ไดดีที่สุด   นอกจากนี้ในงานวิจัยดังกลาว

ยังทำการทดลองเพื่อหาภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตสารควบคุมทางชีวภาพ  โดยทดสอบหาคาความเปน

กรดเบสของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสม  และชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการผลิตสารยับยั้ง

และควบคุมรา ซึ่งจากผลการทดลองท่ีไดพบวาที่คาความเปนกรดเบสของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เทากับ 7 และ

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB สามารถใหผลการยับยั้งที่ดีที่สุด   สำหรับงานวิจัยที่จะดำเนินตอไปนั้น ไดนำ

แบคทีเรียดังกลาวทั้ง 3 ชนิดที่ใหผลการวบคุมราที่ดีที่สุดมาพิสูจนเอกลักษณ, ทดสอบหาอุณหภูมิที่

เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียในการผลิตสารแอนตะโกนิสติก, ทดสอบความสามารถในการผลิตสาร

ระเหยจากแบคทีเรียที่สามารถยับยั้ง Marasmius sp., ทดสอบหาหาระยะเวลาที่เหมาะสมที่แบคทีเรีย

สามารถผลิตสารแอนตะโกนิสติกไดดี และทดสอบเบื้องตนเพื่อสกัดสารประกอบแอนตะโกนิสติกที่ผลิต

จากแบคทีเรียที่สามารถยับยั้ง Marasmius sp.   นอกจากนี้เพื่อใหรากอโรค Marasmius sp. ซึ่งเปนรา

ในไฟลัม Basidiomycota ที่ใชในการศึกษานี้สรางเบสิดิโอสปอรไดมากขึ้น  จึงศึกษาหาภาวะเบื้องตนที่

สามารถชักนำให Marasmius sp. สามารถสรางเบสิดิโอสปอรไดดวย 

 

วัตถุประสงคของโครงการ 

 งานวิจัยนี ้ศ ึกษาหาภาวะที ่ชักนำใหเกิดการสรางเบสิดิโอสปอรของ Marasmius sp.   การ

ทดสอบผลสารระเหยของแบคทีเรียในการยับยั้งรากอโรค   การหาภาวะอุณหภูมิและระยะเวลาในการ

เลี้ยงที่เหมาะในการผลิตสารแอนตะโกนิสติกจากแบคทีเรีย M22, M25 และ M27 ในการยับยั้งการเจริญ

ของ Marasmius sp. ที่กอโรคทะลายเนาในปาลมน้ำมัน   การพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียทั้ง 3 สาย

พันธุ   การสกัดสารแอนตะโกนิสติกและทดสอบผลการควบคุมโรคเบื้องตนเพื่อพัฒนาตอยอดการใชสาร

ควบคุมทางชีวภาพจากแบคทีเรียในการยับยั้งโรคพืชที่เกิดจากจุลินทรียแทนการใชสารเคมีท่ีเปนอันตราย 
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บทท่ี 2 
 

เครื่องมือ, เคมีภัณฑ และลำดับนวิคลีโอไทด 
 

2.1 เครื่องมือที่ใช 

 1. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 5 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 

 2. เครื่องแกวขนาด 250 และ 1000 มิลลิลิตร ของบริษัท Pyrex, USA 

 3. เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ รุน Innova 4330 ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA 

 4. เครื่องชั่งละเอียด รุน A200s ของบริษัท Forma Science, USA 

 5. เครื่องนึง่ฆาเชื้อ (autoclave) รุน SS-325 ของบริษัท TOMY Seiko, Japan 

 6. เครื่องปนเหวี่ยงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุน T-42K ของบริษัท Beckman, 

USA 

 7. เครื่องผสมสาร (vortex-Genie2) รุน G560E ของบริษัท Scientific Industries, USA 

 8. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) และหลอดใสตัวอยาง (cuvette) รุน 

Genesys 20 ของบริษัท Thermo Spectronic, USA 

 9. จานเพาะเลี้ยงเชื้อขนาด 90X15 มิลลิเมตร ของบริษัท Hycon plastic, USA 

 10. ตูแชแข็ง (deep freeze) อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส รุน F0535 ของบริษัท Sanyo 

Electronic Co., Japan 

 11. ตูถายเชื้อแบบ laminar flow รุน j2-21 ของบริษัท ISSCO, USA 

 12. ตูบมเชื้อ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany 

 13. ไมโครปเปตและทิปรุน P200 และ P1000 มิลลิลิตร ของบริษัท Nichiryo, Japan 

 14. ชุดกรองสารตัวอยางใหปราศจากเชื้อขนาดเสนผานศูนยกลาง 2.5 เซนติเมตร ขนาดความ

กวางของร ู0.45 ไมโครอน ของบริษัท Millipore, USA 

 15. cock Borer ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร 

 16. เครื่องอบแหง (hot air oven) ของบริษัท Memmert, Germany 

17. เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermo cycler PCR) รุน MyCycler Thermal Cycler 

ของบริษัท Bio-rad Laboratories, USA 

18. เครื่องระเหยแหงแบบสุญญากาศ (rotary evaporator) รุน N-100 ของบริษัท Eyela, 

Japan 
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2.2 เคมีภัณฑ 

 1. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 

 2. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Labolatories, USA 

 3. ผงวุน (agar) ของบริษัท Productora de Agar SA, Chili 

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

 5. อาหารสำเร็จรูป PDB (Potato Dextrose Broth) ของบริษัท Himedia, India 

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

 7. ผงวุนอะกาโรส (agarose) ของบริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 

 8. เอทิลอะซีเทต (ethyl acetate) ของบริษัท Merck, Germany 

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

 10. ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific, USA) 
 

2.3 ชุดทดลองสำเร็จรูป 

 1. ชุดสกัดดีเอ็นเอ PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kit ของบริษัท Geneaid Biotech, Taiwan 

 2. ชุดสำหรับทำบริสุทธิ์ดีเอ็นเอ Thermo Scientific GeneJET PCR Purification Kit ของ

บริษัท Thermo Scientific, USA 

 3. GoTaq® Green Master Mix ของบริษัท Promega, USA 
 

2.4 ลำดับนิวคลีโอไทด 
 

ไพรเมอร ลำดับนิวคลีโอไทด 

9F 5’-GAGTTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 

1510R 5’-GGCTACCTTGTTACGA-3’ 

(Hayat และคณะ, 2013) 
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บทท่ี 3 
 

วิธีการทดลอง 
 

1. การเตรียมแบคทีเรียและรา Marasmius sp. 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรีย 3 สายพันธุ ไดแก M22, M25 และ M27 ที่ผานการทดสอบความสามารถใน

การยับยั้งการเจริญของ Marasmius sp. จากงานวิจัยกอนหนา (ณัฐมณ วาจรัส, 2562) ในอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลว Luria-bertani broth (LB) (ภาคผนวก ก1)  และบมเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 200 

รอบตอนาท ี

นำชิ้นวุน (agar plug) ขนาด 0.5 เซนติเมตร ของ Marasmius sp. ที่แยกไดจากปาลมที่เกิดโรค

ทะลายเนา เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง Potato dextrose agar (PDA) (ภาคผนวก ก2) โดยวางชิ้นวุนไวที่

กลางเพลท และบมที่อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 3 วัน 
 

2. การตรวจสอบลักษณะเบื้องตนของ Marasmius sp. 

นำชิ้นวุนของ Marasmius sp. วางบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 2% Water agar (ภาคผนวก ก3) (Pong 

และคณะ, 2012)  จากนั้นบมที่อุณหภูมิหองในที่มืดเปนเวลา 24-48 ชั่วโมง  แลวนำมาตรวจลักษณะของ

เสนใยและสปอรภายใตกลองจุลทรรศน ที ่กำลังขยาย 400 เทา  โดยใชสียอม Lactophenol cotton 

blue (ภาคผนวก ข1) 
 

3. การทดสอบความสามารถในการผลิตสารระเหยที่สามารถยับย้ังรา 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB และเตรียมรา Marasmius sp. 

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA  จากนั้นนำจานอาหารสวนที่มีราและแบคทีเรียประกบกัน และพันดวยพาราฟ

ฟลม (Dennis และ Webster, 1971)  จากนั้นบมจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 3 วัน 

และวัดขนาดของโคโลนีราเพื่อคำนวณเปอรเซ็นตการยับยั้ง ตามสูตรดานลาง  เปรียบเทียบกับชุดควบคุม

ที่ไมมีแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB 
 

 เปอรเซ็นตการยับยั้ง = 
เสนผานศูนยกลางของราชุดควบคุม เสนผานศูนยกลางของราที่เจริญได

เสนผานศูนยกลางของราชุดควบคุม
 x 100 

 

4. การทดสอบอณุหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตสารแอนตะโกนิสติกจากแบคทีเรีย 

เตรียมแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

200 รอบตอนาท ีเปนระยะเวลา 18-24 ชั่วโมง  นำมาวัดคา OD ที่ 600 นาโนเมตร ใหมีคาประมาณ 0.50   

นำแบคทีเรียปริมาตร 1 มิลลิลิตร เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มีคา pH 7  

บมในตูบมเพาะเชื้อแบบเขยาความเร็ว 200 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 30, 37 40 และ 45 องศาเซลเซียส

เปนระยะเวลา 16 ชั่วโมง  จากนั้นปนเหวี่ยงที่ 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 
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10 นาที  เพ่ือแยกเซลลและน้ำเลี้ยงเซลล  กรองน้ำเลี้ยงเชื้อดวยตัวกรองปลอดเชื้อขนาด 0.45 ไมโครเมตร  

และนำสวนใสที่ปราศจากเซลลไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งราดวยวิธี agar diffusion โดยวางชิ้น

วุนของราบนอาหารแข็ง PDA ที่ผสมน้ำเลี้ยงเซลลในอัตราสวนน้ำเลี้ยงเซลล 2 สวนตออาหารเลี้ยงเชื้อ 10 

สวน   บมจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 3 วัน  ตรวจสอบการเจริญของเสนใยราและ

วัดขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลนีของราที ่เจริญ แลวนำไปคำนวณเปอรเซ็นตการยับยั ้งตามสูตร 

(Sunpapao และคณะ, 2018)  เปรียบเทียบผลการทดลองที่ไดกับชุดควบคมุที่ไมผสมน้ำเลี้ยงที่ปราศจาก

เซลลแบคทีเรีย 
 

5. การหาระยะเวลาที่แบคทีเรียสามารถผลิตสารยับย้ังการเจริญของรา Marasmius sp.  

 นำแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพการยับยั้งราสูงที่สุดมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร pH 7 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 200 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 18-24 ชั่วโมง  นำมา

วัดคา OD ที่ 600 นาโนเมตร ใหมีคาประมาณ 0.5   นำแบคทีเรียปริมาตร 1 มิลลิลิตร เลี้ยงในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร pH 7 บมเขยาที่อุณหภูมิที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 4 ที่ 200 รอบ

ตอนาที เปนระยะเวลา 36 ชั่วโมง โดยติดตามการเจริญและตรวจสอบประสิทธิภาพการยับยั้งราทุก ๆ 4 

ชั่วโมง ดังนี ้

สำหรับการติดตามการเจริญ นำตัวอยางที่แตละชวงเวลามาวัดคา OD ที่ 600 นาโนเมตร  สวน

การตรวจสอบประสิทธิภาพการยับยั้งรา นำตัวอยางที่แตละชวงเวลามาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบ

ตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 10 นาที  เพ่ือแยกเซลลและน้ำเลี้ยงเซลล  จากนั้นกรองน้ำ

เลี้ยงเซลลดวยตัวกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร  นำน้ำเลี้ยงที่ปราศจากเซลลที่ไดผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อ 

PDA ในอัตราส วน 2:10  แล วรอใหอาหารแข็งต ัว  จากนั ้นวางชิ ้นว ุ นรา Marasmius sp. บ มที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 วัน เปรียบเทียบกับชุดควบคุมซึ่งใชอาหารเลี้ยงเชื้อ LB แทนน้ำเลี้ยงที่ปราศจาก

เซลล  ตรวจผลการทดลองโดยดูการเจริญของรา Marasmius sp. และวัดเสนผานศูนยกลางโคโลนีรา 

เพ่ือคำนวนเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญจากสูตรขางตน 
 

6. การทดสอบเบื้องตนเพื่อหาสารประกอบแอนตะโกนิสติกจากแบคทีเรีย 

เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง  นำมาวัดคา OD ที่ 600 นา

โนเมตร ใหมีคาประมาณ 0.5  นำไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ที่มีคา pH 7 

(Tanvir และคณะ, 2016)  บมในตูบมเพาะเชื้อแบบเขยาที่อุณหภูมิและระยะเวลาบมที่เหมาะสมท่ีไดจาก

การทดลองกอนหนา  จากนั้นปนเหวี่ยงที่ 8,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 10 

นาที เพื่อแยกเซลลและน้ำเลี้ยงเซลล  กรองน้ำเลี้ยงเซลลผานตัวกรองปลอดเชื้อขนาด 0.45 ไมโครเมตร   

จากนั้นนำน้ำเลี้ยงที่ปราศจากเซลลที่ไดไปสกัดสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพดวยตัวทำละลาย ซึ่งประกอบดวย

สารละลาย 100% เอธิลอะซีเทตและสารละลาย 100% อะซีโตน ในอัตราสวน 1:1  จากนัน้เขยาสารผสม

ไวขามคืน แลวปลอยใหแยกในกรวยแยก  ซึ่งสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจะละลายอยูในตัวทำละลายในชั้น



14 

 

บนของกรวยแยก  นำสารสกัดชั้นบนที่ไดมาขจัดตัวทำละลายออกโดยใชเครื ่องระเหยสารแบบหมุน 

(rotary evaporator) (Rajaram และคณะ, 2020)   จากนั ้นนำสารออกฤทธิ ์ทางชีวภาพที่สกัดไดไป

ทดสอบการยับยั้งราโดยวิธี agar diffusion และคำนวณเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ  โดยชุดควบคุม

เปนสารละลายที่ใชในการสกัดซึ่งคือ เอธิลอะซีเทตและสารละลายอะซีโตน และน้ำกลั่น (Chairin และ 

Petcharat, 2017)   จากนั้นนำสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่สกัดไดไปวิเคราะหดวย HPLC LC/ESI-MS/MS 

เพ่ือใหทราบชนิดของสารตอไป 
 

7. การพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียสายพันธุ M22, M25 และ M27 

7.1) ตรวจสอบลักษณะทางกายภาพของแบคทีเรีย ไดแก การยอมแกรม และลักษณะสมบัติภายใตกลอง

จุลทรรศนกำลังขยาย 10x100 เทา 
 

7.2) ทดสอบระดับชีววิทยาโมเลกุล โดยการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA ที่ไดจาก

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอรมาตรฐาน 9F และ 1510R เทียบกับฐานขอมูล 
 

 7.2.1) เตรียมดีเอ็นเอแมแบบของแบคทีเรีย 

สกัดดีเอ็นเอแมแบบของแบคทีเรียโดยใชสารละลายของชุดสกัดดีเอ็นเอ PrestoTM Mini gDNA 

Bacteria Kit (Geneaid Biotech, Taiwan) ดังนี้ เลี้ยงแบคทีเรีย M22, M25 และ M27 ในอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลว LB บมเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 200 รอบตอนาที ระยะเวลา 18-24 ชั ่วโมง  นำ

แบคทีเรียปริมาตรรวม 3 มิลลิลิตร มาปนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาท ีเปนระยะเวลา 1 นาที  ดูดสวนใส

ทิ้งเติมสารละลาย Gram positive bacteria buffer ที่เติม Lysozyme แลว ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  

บมที่ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 30 นาที โดยเขยาสารละลายทุก ๆ 10 นาที   เติม 20 ไมโครลิตรของ 

Proteinase K ผสมใหเขากัน และบมที่ 60 องศาเซลเซียส อยางนอย 10 นาที โดยเขยาสารละลายทุก ๆ 

3 นาที  จากนั้นเติม GB buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมสารละลายใหเขากัน และบมที่ 70 องศา

เซลเซียส อยางนอย 10 นาที โดยเขยาทุก ๆ 3 นาที  จากนั้นเติม RNase A ปริมาตร 5 ไมโครลิตร บมที่

อุณหภูมิหอง 5 นาที   เติมสารละลาย absolute ethanol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และเขยาสารใหเขา

กัน  เทสารละลายที่ไดลง GD column และป นเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 2 นาที  

เปลี่ยน collection tube  แลวเติมสารละลาย W1 buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และปนเหวี่ยงที่ 

14,000 รอบตอนาที ระยะเวลา 30 วินาที  ทิ้งสารละลายที่ผานคอลัมน และเติม 600 ไมโครลิตรของ 

Wash buffer ที่เติมเอธานอลแลว  จากนั้นปนเหวี่ยงระยะเวลา 30 วินาที  ทิ้งสารละลาย และปนเหวี่ยง

คอลัมนตออีก 3 นาที   นำคอลัมนใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร  เติมสารละลาย 

Elution buffer ที่อุ น ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  ตั้งไว 3 นาที แลวป นเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที 

ระยะเวลา 30 วินาที และเก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ไดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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7.2.2) ทำปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

ใชดีเอ็นเอแมแบบของแบคทีเรียที่ไดจากขอ 7.2.1) มาทำปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใช 

GoTaq® Green Master Mix (Promega, USA) ดังนี ้

2X GoTaq® Green Master Mix    25 ไมโครลิตร 

 10 µM 9F ไพรเมอร     1.0 ไมโครลิตร 

 10 µM 1510R ไพรเมอร     1.0 ไมโครลิตร 

 ดีเอ็นเอแมแบบ      5.0 ไมโครลิตร 

 Nuclease-Free Water     18 ไมโครลิตร 
 

หลังจากนั้นนำไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ดวยเครื่อง PCR และปรับอุณหภูมิตาม

โปรแกรมที่กำหนดดังนี ้(Kaewklom และคณะ, 2014) 

 Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาท ี

 Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 

 Annealing  ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที  30 รอบ 

 Extension  ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาท ี

 Final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
 

7.2.3) ทำอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 

นำผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจาก 7.2.2) มาทำอิเล็กโทรโฟเรซิสบนอะกาโรสเจลโดยใชบัฟเฟอร 1X 

Tris-acetate (TAE) (ภาคผนวก ข2) โดยเตรียมอะกาโรสเจล 0.1%  แลวโหลดดีเอ็นเอและดีเอ็นเอ

มาตรฐาน 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific, USA)  ทำอิเล็กโทรโฟเรซิสโดยใชกระแสไฟฟาความ

ตางศักย 100 โวลต  จนกระทั่งแถบสีเคลื่อนไปจนเกือบสุดทาง   นำเจลออกและนำไปสองภายใต UV 

และตรวจสอบแถบดีเอ็นเอเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 
 

7.2.4) ทำบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ PCR 

 ทำบริสุทธิ์ผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชสารละลายของชุดสำหรับทำ

บริสุทธิ์ดีเอ็นเอ Thermo Scientific GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific, USA)  โดย

นำผลิตภัณฑ PCR มาเติม Binding bufer ในอัตราสวน 1:1 และผสมใหเขากัน  นำสารละลายที ่ได

ปริมาตร 800 ไมโครลิตร มาใสใน GeneJet purification column ป นเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที 

เปนระยะเวลา 30-60 วินาที ทิ้งสารละลายที่ผานคอลัมน  แลวเติม Wash buffer ที่เติมเอธานอลแลว  

ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน  ปนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 30-60 วินาที 

และทิ้งสารละลายที่ผานคอลัมน  จากนั้นนำคอลัมนใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 

Elution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และปนเหวี่ยงที่ 14,000 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 1 นาที  
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เก็บสารละลายที่ไดที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลลเซียส และตรวจสอบคุณภาพและความบริสุทธิ์โดยการทำ

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
 

7.2.5) วิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทด 

 สงชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ทำบริสุทธิ์ไดจากขอ 7.2.4 ไปหาลำดับนิวคลีโอไทด โดยใชบริการของบริษัท 

ATGC (ประเทศไทย) เปรียบเทียบขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA จากฐานขอมูล Genbank 

ดวยโปรแกรม BLASTN 
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บทท่ี 4 
 

ผลการทดลอง 
 

1. การหาลักษณะเบื้องตนของ Marasmius sp. 

 จากการเพาะเลี ้ยงรา Marasmius sp. ในอาหารเล ี ้ยงเช ื ้อ 2% Water agar จากนั ้นบมที่

อุณหภูมิหองในที่มืดเปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง แลวนำสายใยราที่ไดมายอมดวยสียอม Lactophenol 

cotton blue   เมื ่อสองดูลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน ที่กำลังขยาย 400 เทา พบโครงสรางของ

ลักษณะสายใยรามีล ักษณะเปนเส นยาวแตกแขนง มีผนังกั ้นในล ักษณะโครงสรางของ clamp 

connection บนสายใยราคลายปุมบนสายใย และที่กำลังขยาย 1,000 เทา พบการสรางสปอรทีม่ีลักษณะ

กลมรีที่บริเวณปลายสายใยราดังรูปที่ 4.1 และรูปที่ 4.2 ตามลำดับ 

 
รูปที่ 4.1 : ลักษณะของสายใย Marasmius sp. ภายใตกลองจุลทรรศน ที่กำลังขยาย 400 เทา บริเวณ

ลูกศรแสดงลักษณะของ clamp connection บนสายใยรา 
 

 
รูปที่ 4.2 : ลักษณะโครงสรางของสปอรของ Marasmius sp. ภายใตกลองจุลทรรศน ที่กำลังขยาย 1,000 

เทา บริเวณลูกศรแสดงลักษณะของสปอรที่พบ 
 

2. การทดสอบความสามารถในการผลิตสารระเหยที่สามารถยับย้ัง Marasmius sp. 

 จากการนำจานอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย M22, M25 และ M27 ประกบกับจานเพาะเลี้ยงรา 

Marasmius sp.  พันดวยพาราฟฟลม และบมที่อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 3 วัน  จากนั้นตรวจสอบการ

เจริญโดยวัดขนาดโคโลนีของราเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ประกอบกับเพลทอาหารที่ไมมีแบคทีเรีย 
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พบวาทั้งสามสายพันธุสามารถผลิตสารระเหยที่สามารถยับยั้ง Marasmius sp. ได โดยแบคทีเรีย M22 

สามารถยับยั ้งการเจริญของ Marasmius sp. ไดดีที ่ส ุดโดยมีคาเปอรเซ็นตการยับยั ้ง 40.41% และ

แบคทีเรีย M25 และ M27 มีคาเปอรเซ็นตการยับยั้ง 16.23% และ 7.28% ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 

4.1 
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ตารางที่ 4.1 ผลการทดสอบการยับยั้งการเจริญของ Marasmius sp. ดวยสารระเหยจากแบคทีเรีย M22, M25 และ M27 

 

แบคทีเรีย ชุดควบคุม 
ชุดทดสอบ 

เปอรเซ็นตการยับยั้ง 
ซ้ำที ่1 ซ้ำที่ 2 ซ้ำที่ 3 

M22 

    

40.41% 

M25 

    

16.23% 

M27 

    

7.28% 
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3. การทดสอบอณุหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตสารแอนตะโกนิสติกจากแบคทีเรีย 

 จากการนำแบคทีเรียสายพันธุ M22, M25 และ M27 เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่ pH 7 โดย

บมเขยา 200 rpm ที่อุณหภูมิตางกัน ไดแก 30, 37, 40 และ 45 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 20 ชั่วโมง 

แลวนำน้ำเลี้ยงที่ปราศจากเซลลแบคทีเรียผสมในอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ในอัตราสวน 2:10 และนำชิ้นวุน

ของ Marasmius sp. วางบนจานอาหารเล ี ้ยงเช ื ้อที ่ผสมน้ำเล ี ้ยงที ่ปราศจากเซลล  จากนั ้นบมท่ี

อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 3 วัน  แลววัดขนาดโคโลนีของราที่เจริญเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ผสม

อาหารเลี้ยงเชื้อ LB ในอัตราสวนที่เทากันไดผลการทดสอบดังตารางที่ 4.2 ถึงตารางที่ 4.5 

 เมื่อเลี้ยงราบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสมกับน้ำเลี้ยงปราศจากเซลลของ Marasmius sp. ที่เจริญท่ี

อุณหภูมิแตกตางกัน เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมผสมน้ำเลี้ยงแบคทีเรีย พบวาสำหรับแบคทีเรียสาย

พันธุ M22 เมื่อบมที่อุณหภูมิ 30, 37, 40 และ 45 องศาเซลเซียส ใหคาเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ 

65.67%, 62.10%, 61.84% และ 16.04% ตามลำดับ  สำหรับแบคทีเรียสายพันธุ M25 เมื่อบมที่อุณหภูมิ 

30, 37, และ 40 องศาเซลเซียส มีคาเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญที่ 32.30%, 56.14% และ 35.24% 

ตามลำดับ โดยที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ไมสามารถยับยั้งการเจริญของ Marasmius sp. ได  สวน

แบคทีเรียสายพันธุ M27 เมื่อบมที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส พบวามีคาเปอรเซ็นตการ

ยับยั้งการเจริญ 59.44%, 44.20% และ 10.34% ตามลำดับ โดยที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซยีส ไมสามารถ

ยับยั้งการเจริญของราได   จากผลการทดลองที่ไดเหลานี้แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียสายพันธุ M22, M25 

และ M27 สามารถผลิตสารแอนตะโกนิสติกไดดีเมื่อเจริญที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 40 องศาเซลเซียส  และ

เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียท่ีอุณหภูมิท่ีสูงข้ึน เชนที่ 45 องศาเซลเซียส สารแอนตะโกนิสติกสูญเสียแอกทิวิตีในการ

ยับยั้งรา   ทั้งนี้แบคทีเรียสายพันธุ M22 สามารถผลิตสารแอนตะโกนิสติกที่สามารถยับยั้งการเจริญของ 

Marasmius sp. ไดดีที่สุดเมื่อเลี้ยงแบคทีเรียที่ 30 องศาเซลเซียส จึงเลือกแบคทีเรียสายพันธุ M22 ที่

เจริญที่อุณหภูมินี้เพ่ือศึกษาตอไป 
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ตารางที่ 4.2 การยับยั้งการเจริญของ Marasmius sp. เมื่อเลี้ยงแบคทีเรีย M22, M25 และ M27 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
 

แบคทีเรีย ชุดควบคุม 
ชุดทดสอบ เปอรเซ็นตการยับยั้ง

การเจริญ ซ้ำที ่1 ซ้ำที่ 2 ซ้ำที่ 3 

M22 

    

65.67% 

M25 

    

32.30% 

M27 

    

59.44% 
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ตารางที่ 4.3 การยับยั้งการเจริญของ Marasmius sp. เมื่อเลี้ยงแบคทีเรีย M22, M25 และ M27 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 

แบคทีเรีย ชุดควบคุม 
ชุดทดสอบ เปอรเซ็นตการยับยั้ง

การเจริญ ซ้ำที ่1 ซ้ำที่ 2 ซ้ำที่ 3 

M22 

    

62.10% 

M25 

    

56.14% 

M27 

    

44.20% 
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ตารางที่ 4.4 การยับยั้งการเจริญของ Marasmius sp. เมื่อเลี้ยงแบคทีเรีย M22, M25 และ M27 ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
 

แบคทีเรีย ชุดควบคุม 
ชุดทดสอบ เปอรเซ็นตการยับยั้ง

การเจริญ ซ้ำที ่1 ซ้ำที่ 2 ซ้ำที่ 3 

M22 

    

61.83% 

M25 

    

35.24% 

M27 

    

10.34% 
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ตารางที่ 4.5 การยับยั้งการเจริญของ Marasmius sp. เมื่อเลี้ยงแบคทีเรีย M22, M25 และ M27 ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
 

แบคทีเรีย ชุดควบคุม 
ชุดทดสอบ เปอรเซ็นตการยับยั้ง

การเจริญ ซ้ำที ่1 ซ้ำที่ 2 ซ้ำที่ 3 

M22 

    

16.04% 

M25 

    

0% 

M27 

    

0% 
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4. การหาระยะเวลาที่แบคทีเรียสามารถผลิตสารยับย้ังการเจริญของ Marasmius sp. 

 จากการทดลองกอนหนาไดคัดเลือกแบคทีเรียสายพันธุ  M22 ที ่เจริญที ่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส มาทดสอบหาระยะเวลาในการเลี้ยงแบคทีเรียเพ่ือใหสามารถผลิตสารแอนตะโกนิสติกที่สามารถ

ยับยั้ง Marasmius sp. ไดสูงท่ีสุด พรอมกับติดตามการเจริญของแบคทีเรีย พบวาเมื่อเลี้ยงแบคทีเรียสาย

พันธุ M22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่มีคา pH 7 และบมเขยาที่ 200 rpm อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  

แลวเก็บตัวอยางทุก 4 ชั่วโมง มาติดตามการเจริญโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโน

เมตร และติดตามประสิทธิภาพการยับยั้งโดยนำน้ำเลี้ยงที่ปราศจากเซลลแบคทีเรียผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อ 

PDA ในอัตราสวน 2:10 แลววางชิ้นวุนราเพื่อดูผลการยับยั้งการเจริญของรา Marasmius sp. โดยบมที่

อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 3 วัน แลวเปรียบเทียบเปอรเซ็นตการยับยั้งเทียบกับชุดควบคุม ไดผลดังแสดง

ในตารางที่ 4.6 และรูปที่ 4.3 

 สำหรับผลการยับยั้งการเจริญของ Marasmius sp. พบวาน้ำเลี้ยงปราศจากเซลลของแบคทีเรีย

สายพันธุ M22 ที่ระยะเวลาตั้งแต 8 ชั ่วโมงขึ้นไป แสดงประสิทธิภาพการยับยั้งมากกวา 60%  โดยที่

ระยะเวลา 16 และ 20 ชั่วโมง สามารถยับยั้งการเจริญได 65.67% และ 65.75% ตามลำดับ และสามารถ

ยับยั้งการเจริญของราไดดีที่สุดทีเ่วลา 28 ชั่วโมง ซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญของราได 69.93%   จากการ

ติดตามการเจริญพบวาแบคทีเรียเขาสูชวง stationary phase ในชวงชั่วโมงที่ 8 จนถึงชั่วโมงที่ 20 และ

แบคทีเรียเริ่มเขาสูชวง death phase เมื่อผานไป 20 ชั่วโมง   โดยจากผลการทดลองพบวาแบคทีเรีย 

M22 สามารถแบคทีเรียผลิตสารควบคุมทางชีวภาพไดดีเมื่อเริ่มเขาสูชวง stationary phase และสามารถ

ผลิตสารควบคุมทางชีวภาพที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดเมื่อเขาสูระยะปลายของ stationary phase จนถึง

ชวง death phase 
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ตารางที่ 4.6 การยับยั้งการเจริญของ Marasmius sp. เมื่อเลี้ยงแบคทีเรีย M22 ที่ 30 องศาเซลเซยีส เปนระยะเวลาแตกตางกัน 
 

ระยะเวลา ชุดควบคุม 
ชุดทดสอบ เปอรเซ็นตการยับยั้ง

การเจริญ ซ้ำที ่1 ซ้ำที่ 2 ซ้ำที่ 3 

4 ชั่วโมง 

    

25.76% 

8 ชั่วโมง 

    

61.25% 

12 ชั่วโมง 

    

61.42% 
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ตารางที่ 4.6 การยับยั้งการเจริญของ Marasmius sp. เมื่อเลี้ยงแบคทีเรีย M22 ที่ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลาแตกตางกัน (ตอ) 
 

ระยะเวลา ชุดควบคุม 
ชุดทดสอบ เปอรเซ็นตการยับยั้ง

การเจริญ ซ้ำที ่1 ซ้ำที่ 2 ซ้ำที่ 3 

16 ชั่วโมง 

    

65.67% 

20 ชั่วโมง 

    

65.75% 

24 ชั่วโมง 

    

65.03% 
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ตารางที่ 4.6 การยับยั้งการเจริญของ Marasmius sp. เมื่อเลี้ยงแบคทีเรีย M22 ที่ 30 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลาแตกตางกัน (ตอ) 
 

ระยะเวลา ชุดควบคุม 
ชุดทดสอบ เปอรเซ็นตการยับยั้ง

การเจริญ ซ้ำที ่1 ซ้ำที่ 2 ซ้ำที่ 3 

28 ชั่วโมง 

  

  69.93% 

32 ชั่วโมง 

    

61.11% 

36 ชั่วโมง 

    

63.14% 

 



29 

 

 

รูปที่ 4.3 : การเจริญของแบคทีเรียสายพันธุ M22 (OD600) และผลการยับยั้งราตอเวลา 

 

5. การทดสอบเบื้องตนเพื่อหาสารประกอบแอนตะโกนิสติกจากแบคทีเรียสายพันธุ M22 

 เลี้ยงแบคทีเรีย M22 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB คาความเปนกรดเบสเทากับ 7 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

บมเขยาที่ 37 องศาเซลเซียส จนไดคา OD600 ประมาณ 0.5  แลวนำแบคทีเรียปริมาตร 1 มิลลิลิตร เลี้ยง

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ที่มีคาความเปนกรดเบสเทากับ 7 ปริมาตร 500 มิลลิลิตร  บมเขยาที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 rpm เปนระยะเวลา 28 ชั ่วโมง จากนั ้นป นแยกเซลลและน้ำเลี ้ยงที่

ปราศจากเซลล  นำน้ำเลี้ยงเซลลที่ไดผสมกับ 100% เอทิลอะซีเทต ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ในกรวยแยก

สาร แลวตั้งไวใหสารละลายแยกชั้นเปนระยะเวลา 1 คืน จากนั้นนำสวนใสที่อยูชั ้นบนของกรวยแยกไป

ขจัดตัวทำละลายดวย rotary evaporator  แลวละลายตะกอนในสารละลายเมทานอล เพ่ือนำไปทดสอบ

ความสามารถในการยบัยั้งการเจริญของรา 

 *****ยังไมไดทดสอบการยับยั้งเนื่องจากสถานการณโควิด-19***** 

 

6. การพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียสายพันธุ M22, M25 และ M27 

 6.1) การศึกษาลักษณะทางกายภาพของแบคทีเรีย 

 จากการศึกษาลักษณะของแบคทีเรียสายพันธุ M22, M25 และ M27 โดยยอมสีแบคทีเรีย และ

ตรวจสอบลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนที่กำลังขยาย 1,000 เทา พบวาแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุเปน

แบคทีเรียแกรมบวก  ลักษณะรูปรางเปนแทง ดังรูปที่ 4.4 

-10

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36

%
 ก
าร
ยบั

ยงั

O
D

60
0

TIME (HOURS)

%Inhibition OD600



30 

 

รูปที่ 4.4 : ลักษณะของแบคทีเรียภายใตกลองจุลทรรศนทีก่ำลังขยาย 1,000 เทาของแบคทีเรียสายพันธุ 

M22 (ซาย), M25 (กลาง) และ M27 (ขวา) 
 

 6.2) การทดสอบระดับชีวโมเลกุลโดยการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rRNA 

 จากการสกัดสารพันธุกรรมโดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kit (Geneaid 

Biotech, Taiwan) แลวนำดีเอ็นเอที่สกัดไดไปทำปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสโดยใชไพรเมอรมาตรฐาน 9F 

และ 1510R  จากนั้นทำอะกาโรสเจลอีเล็กโทรโฟเรซิสไดผลดังรูปที่ 4.5 ซึ่งพบวาเมื่อเทียบกับดีเอ็นเอ

มาตรฐานแลว ผลิตภัณฑที่ไดมีขนาดประมาณ 1,000 คูเบส  หลังจากนั้นนำผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซ

พอลิเมอเรสที่สกัดไดไปทำใหบริสุทธิ์ดวยชุดสำหรับทำบริสุทธิ์ดีเอ็นเอ Thermo Scientific GeneJET 

PCR Purification kit (Thermo Scientific, USA) แลวตรวจสอบดวยการทำอีเล็กโทรโฟเรซิส กอนสง

ผลิตภัณฑดีเอ็นเอที่ผานการทำใหบริสุทธิ์แลวไปหาลำดับนิวคลีโอไทด 

       
รูปที่ 4.5 : ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสบริเวณ 16S rRNA ของแบคทีเรียสายพันธุ M22, 

M25 และ M27 เปรียบเทียบกับ 1kb DNA Ladder (ซาย) 
 

 จากผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rRNA เทียบกับฐานขอมูล ไดผลดังแสดง

ไวในภาคผนวก ค. ซึ่งพบวาแบคทีเรียสายพันธุ M22 มีความเหมือน 100% กับ Bacillus subtilis สาย

พันธุ CAB1111 (KJ194590.1), แบคทีเรียสายพันธุ M25 มีความเหมือน 100% กับ Bacillus velezensis 

สายพันธุ T18 (KY307917.1), และแบคทีเรียสายพันธุ  M27 มีความเหมือน 99.87% กับ Bacillus 

velezensis สายพันธุ R-QL-120-24 (MT078637.1)  

M22 M25 M27 
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บทท่ี 5  
 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 
 

 จากผลการศึกษาลักษณะเบื้องตนของ Marasmius sp. พบวาเม่ือเลี้ยงราในอาหารเลี้ยงเชื้อ 2% 

Water Agar บมที่อุณหภูมิหองในที่มืดเปนระยะเวลา 48 ชั่วโมง แลวนำมาตรวจสอบลักษณะภายใตกลอง

จุลทรรศนพบวา Marasmius sp. สามารถสรางสปอรที่มีลักษณะกลมรีขนาดเล็กไดโดยจะพบการสปอรท่ี

ปลายสายใยของรา และสายใยรา Marasmius sp. พบว าม ีล ักษณะยาว มีผนังก ั ้นแบบ clamp 

connection ซึ่งเปนโครงสรางจำเพาะของราในไฟลัม Basidiomycota 

 การทดสอบความสามารถในการผลิตสารระเหยจากแบคทีเรีย M22, M25 และ M27 เพื่อดูการ

ยับยั้งการเจริญของรา Marasmius sp. ทำการทดลองโดยวิธี face to face plate พบวาแบคทีเรียสาย

พันธุ M22 สามารถยับยั้งการเจริญของราไดดีที่สุดโดยมีคาเปอรเซ็นตในการยับยั้ง 40.41%  ตามดวย

แบคทีเรียสายพันธุ M25 และ M27 มีคาเปอรเซน็ตการยับยั้ง 16.23% และ 7.28% ตามลำดับ 

 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการผลิตสารแอนตะโกนิสติกของแบคทีเรีย M22, M25 และ M27 

จากผลการทดลองท่ีไดพบวาสารแอนตะโกนิสติกที่ไดจากแบคทีเรียสายพันธุ M22 บมเขยาที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซยีส สามารถยับยั้งการเจริญของ Marasmius sp. ไดดีทีสุ่ดโดยมีเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ 

65.67%   สารแอนตะโกนิสติกจากแบคทีเรียสายพันธุ M25 สามารถยับยั้งการเจริญของราไดดีที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส โดยมีคาเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ 56.14%   สารแอนตะโกนิสติกจากแบคทีเรีย

สายพันธุ M27 สามารถยับยั้งการเจริญของราไดดีเมื่อบมเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยมีคา

เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ 59.44%   จากผลการทดลองที่ไดพบวาแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุสามารถ

ผลิตสารแอนตะโกนิสติกไดดีเมื่อเจริญในอุณหภูมิ 30 และ 37 องศาเซลเซียส และพบวาเมื่อเพาะเลี้ยง

แบคทีเรียทีเรียที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส สารแอนตะโกนิสติกที่ไดจากแบคทีเรียทั้ง 3 สายพันธุไมมี

ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของรา Marasmius sp.   จากผลการทดลองที่ไดพบวาสารแอนตะโก

นิสติกจากแบคทีเรียสายพันธุ M22 สามารถยับยั้งการเจริญของราไดดีที่สุดจึงเลือกแบคทีเรีย M22 ใน

การศกึษาตอไป 

 จากการติดตามการเจริญและหาระยะเวลาที ่เหมาะสมในการผลิตสารแอนตะโกนิสติกจาก

แบคทีเรียสายพันธุ M22 พบวาสารแอนตะโกนิสติกจากแบคทีเรีย M22 เมื่อบมเขยาเปนระยะเวลา 8 

ชั่วโมงขึ้นไป หรือเมื่อแบคทีเรียเริ่มเขาสูระยะ stationary phase จะมีความสามารถในการยับยั้งการ

เจริญของราไดดี และจะดีที่สุดเมื่อเขาสูระยะทายของ stationary phase ที่ระยะเวลา 28 ชั่วโมง  โดยที่

ระยะเวลาบมนี้สารแอนตะโกนิสติกที่ไดสามารถยับยั้งการเจริญของ Marasmius sp. ได 69.93% เมื่อ

เทียบกับชุดควบคุม โดยผลการทดสอบที ่ไดพบวาสารเมทาบอไลตที ่ไดจากน้ำเล ี ้ยงแบคทีเร ียมี

ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของราไดด ี
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 ผลการพิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรีย M22, M25 และ M27 เมื่อยอมสีแกรมดูลักษณะการติดสี

ของแบคทีเรียพบวาทั้งสามสายพันธุเปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางเปนแทงยาว   เมื่อเปรียบเทียบลำดับ

ของนิวคลีโอไทดที่ไดกับฐานขอมูลพบวาแบคทีเรียสายพันธุ M22 มีความคลายคลึง 100% กับแบคทีเรีย 

Bacillus subtilis สายพันธุ CAB1111 (KJ19450.1)   แบคทีเรียสายพันธุ M25 มีความคลายคลึง 100% 

กับแบคทีเรีย Bacillus velezensis สายพันธุ T18 (KY307917.1) และแบคทีเรียสายพันธุ M27 มีความ

คลายคลึง 99.87% กับแบคทีเรีย Bacillus velezensis สายพันธุ R-QL-120-24 (MT078637.1)   การ

พิสูจนเอกลักษณของแบคทีเรียในกลุ มของ Bacillus สามารถระบุไดอยางแมนยำมากขึ ้นดวยการ

ตรวจสอบยีนที่ตำแหนงอ่ืน ๆ เพ่ิมเติม (Kunst และคณะ, 1997) 

B. subtilis และ B. velezensis เปนแบคทีเรียที่สามารถพบไดในดินทั่วไป และมีความสามารถ

ในการควบคุมโรคพืชได (Jayakumar และคณะ, 2019) เชนในการทดลองของ Arroyave-Toro และ

คณะ (2017) ไดศึกษาผลของการใชแบคทีเรีย B. subtilis EA-CB0015 ซึ่งเปนเอนโดรไฟติกแบคทีเรียใน

การควบคุมโรคท่ีเกิดจากราชวงระยะเวลาเก็บเก่ียว  โดยจากการทดลองพบวาแบคทีเรียสามารถยับยั้งการ

เจริญของ Botrytic cinerea และ Colletotrichum acutatum ได 

 จากผลการทดลองทั้งหมดสามารถสรุปไดวาแบคทีเรียสายพันธุ M22 คือ Bacillus subtilis ที่มี

ความสามารถในการผลิตสารแอนตะโกนิสติกเพื่อยับยั้งการเจริญของรา Marasmius sp. ไดเมื่อแบคทีเรีย

เจริญที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และสารแอนตะโกนิสติกจะมีประสิทธิภาพเมื่อบมเปนระยะเวลา 28 

ชั่วโมง   จากผลการทดลองที่ไดสามารถนำสารที่สกัดไดไปวิเคราะหตอเพื่อระบุชนิดของสารที่แบคทีเรีย

ผลิตได   แบคทีเรียและสารที่ผลิตไดสามารถนำไปใชในการควบคุมโรคทะลายเนาในปาลม และเปน

แนวทางในการศึกษาเพื่อการใชเปนสารควบคุมทางชีวภาพโดยแบคทีเรียในการควบคุมโรคพืชที ่เกิด

จุลินทรียได 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB) 

 สวนประกอบ Tryptone     10 กรัม 

   Yeast extract     5 กรัม 

   โซเดียมคลอไรด     10 กรัม 

   ผงวุน      15 กรัม 

 ผสมสวนประกอบทั้งหมดตามลำดับและเติมน้ำปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน

และปรับคาความเปนกรดเบสดวย 1M HCl หรือ 1M NaOH ใหมีคาเทากับ 7.0  จากนั้นเติมน้ำปลอด

ประจุจนไดปริมาตรสุทธิ 1,000 มิลลิลิตร  นำไปฆาเชื้อดวยเครื่องนึ่งฆาเชื้อที่ความดันไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 15 นาที 
 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) 

 สวนประกอบ อาหารสำเร็จรูป Potato Dextrose broth  24 กรัม 

   ผงวุน      15 กรัม 

 ผสมสวนประกอบท้ังหมดตามลำดับและเติมน้ำปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน

จากนั้นเติมน้ำปลอดประจุจนไดปริมาตรสุทธิ 1,000 มิลลิลิตร  นำไปฆาเชื้อดวยเครื่องนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 15 นาที 
 

3. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง 2% Water Agar  

 สวนประกอบ ผงวุน      2 กรัม 

 ผสมสวนประกอบทั้งหมดตามลำดับและเติมน้ำปลอดประจุปริมาตร 80 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน

จากนั้นเติมน้ำปลอดประจุจนไดปริมาตรสุทธิ 100 มิลลิลิตร  นำไปฆาเชื้อดวยเครื่องนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

สารละลายและบฟัเฟอร 
 

1. สียอม Lactophenol cotton blue 

 สวนผสม Lactic acid     20 มิลลิลิตร 

   Phenol ที่ละลายแลว    20 มิลลิลิตร 

   Glycerol     40 มิลลิลิตร 

   น้ำกลั่น      20 มิลลิลิตร 

 ผสมสวนประกอบทั้งหมดตามลำดับใหเขากันโดยใชไฟออน จากนั้นเก็บสียอมที่ไดในขวดสีชา 
 

1. บัฟเฟอร 1X Tris-acetate (TAE) 

 สวนผสม Trizma base     121 กรัม 

   กรดอะซิติกเขมขน    28.55 กรัม 

   สารละลาย EDTA ความเขมขน 0.5 โมลาร  50 มิลลิลิตร 

 ผสมสวนประกอบทั้งหมดตามลำดับในน้ำปลอดประจุปริมาตร 300 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน

จากนั้นเติมน้ำปลอดประจุจนไดปริมาตรสุทธิ 1,000 มิลลิลิตร นำไปฆาเชื้อดวยเครื่องนึ่งฆาเชื้อที่ความดัน

ไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 15 นาที 

 

2. เตรียม 0.9% อะกาโรสเจล 

 สวนผสม ผงอะกาโรสเจล     0.18 กรัม 

   บัฟเฟอร 1X TAE    20 มิลลิลิตร 

 ชั่งผงอะกาโรสเจลลงในบัฟเฟอร นำไปอุนใหเจลละลาย และนำไปเทลงถาดแมพิมพสำหรับขึ้นรูป

เจล  ตั้งทิ้งไวจนเจลแข็งตัว 
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ภาคผนวก ค 

 

ผลการเปรียบเทียบลำดับนวิคลีโอไทดของแบคทีเรีย M22, M25 และ M27 
 

1. ผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียสายพันธุ M22 

Bacillus subtilis strain CAB1111 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 

Sequence ID: KJ194590.1 Length: 1086  

Range 1: 377 to 1042 

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

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

Query  1     CGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGG  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  377   CGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGG  436 
 

Query  61    TACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  437   TACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC  496 
 

Query  121   AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGT  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  497   AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGT  556 
 

Query  181   GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGA  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  557   GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGA  616 
 

Query  241   GGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGG  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  617   GGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGG  676 
 

Query  301   CGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAG  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  677   CGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAG  736 
 

Query  361   GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCC  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  737   GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCC  796 
 

Query  421   GCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAC  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  797   GCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGAC  856 
 

Query  481   TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  857   TGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA  916 
 

Query  541   AGCAACGCGAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTC  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  917   AGCAACGCGAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTC  976 
 

Query  601   CCCTTCGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  977   CCCTTCGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT  1036 
 

Query  661   GGGTTA  666 
             |||||| 
Sbjct  1037  GGGTTA  1042 
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2. ผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียสายพันธุ M25 

Bacillus velezensis strain T18 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 

Sequence ID: KY307917.1 Length: 1138  

Range 1: 332 to 967 

Score: 1175 bits (636), Expect: 0.0,  

Identities: 636/636 (100%), Gaps: 0/636 (0%), Strand: Plus/Plus 
 

Query  1    AGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGT  60 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  332  AGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGT  391 
 
Query  61   TAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  392  TAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGC  451 
 
Query  121  CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAAT  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  452  CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAAT  511 
 
Query  181  TATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCA  240 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  512  TATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCA  571 
 
Query  241  ACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCA  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  572  ACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCA  631 
 
Query  301  CGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTG  360 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  632  CGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTG  691 
 
Query  361  GTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGT  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  692  GTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGT  751 
 
Query  421  AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCA  480 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  752  AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCA  811 
 
Query  481  GCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAAT  540 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  812  GCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAAT  871 
 
Query  541  TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAGAACCT  600 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  872  TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAGAACCT  931 
 
Query  601  TACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGAT  636 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  932  TACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGAT  967 
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3. ผลการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียสายพันธุ M27 

Bacillus velezensis strain R-QL-120-24 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 

Sequence ID: MT078637.1 Length: 1424  

Range 1: 360 to 1107 

Score: 1376 bits (745), Expect: 0.0,  

Identities: 747/748 (99%), Gaps: 0/748 (0%), Strand: Plus/Plus 
 

Query  1     GGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGG  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  360   GGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGG  419 
 
Query  61    CACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  420   CACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT  479 
 
Query  121   ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTT  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  480   ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTT  539 
 
Query  181   AAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTG  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  540   AAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTG  599 
 
Query  241   AGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGG  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  600   AGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGG  659 
 
Query  301   AACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGG  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  660   AACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGG  719 
 
Query  361   GGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTT  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  720   GGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTT  779 
 
Query  421   AGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGGAGTA  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  780   AGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGGAGTA  839 
 
Query  481   CGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  840   CGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT  899 
 
Query  541   GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTA  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  900   GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTA  959 
 
Query  601   GAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  960   GAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG  1019 
 
Query  661   TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCAAGC  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 
Sbjct  1020  TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGC  1079 
 
Query  721   ATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGC  748 
             |||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1080  ATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGC  1107 
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