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 โรคที่เกิดจากเชื้อราเปนโรคที่ทําความเสียหายอยางมากในองุน การควบคุมโรคโดยใชสาร 
เคมี มักทําใหเชื้อดื้อตอสารเคมี เกิดการปนเปอนสารเคมีกับผลผลิตและสิ่งแวดลอม การศึกษาครั้งนี้
มีวัตถุประสงคเพื่อคัดหาเชื้อจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพมาใชควบคุมโรคที่เกิดจากเชื้อราในองุน โดย
ทําการแยกเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. จากตัวอยางดินปลูกองุนในจังหวัดนครราชสีมา 
และอุบลราชธานี จากนั้นคัดเลือกเชื้อแตละสกุล 5 ไอโซเลตแรกที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้ง
เชื้อรา Pythium aphanidermatum, Colletotrichum ampelinum และ Sclerotium rolfsii ดวยวิธี dual 
culture method จากนั้นนํามาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และ  
ราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด (detached leaf) และทดสอบการสรางเอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanase, 
protease และ chitinase ทําการระบุชนิดของเชื้อที่มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการเกิดโรคในองุน 
โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี และลําดับของนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA ผล
การศึกษาพบเชื้อ Bacillus spp. ที่มีคุณสมบัติเปนเชื้อปฏิปกษ จํานวน 61 ไอโซเลต และเชื้อ 
Streptomyces spp. จํานวน 73 ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ P. aphanidermatum, 
C. ampelinum  และเชื้อ S. rolfsii ได เมื่อนําเชื้อแตละสกุล 5 ไอโซเลตแรก มาทดสอบการยับยั้งการ
เกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิม พบวาเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. มีความสามารถ
ในการยับยั้งการเกิดโรคทั้ง 3 ชนิดไดแตกตางกันขึ้นอยูกับไอโซเลต ระยะการเจริญเติบโต และ
รูปแบบของเชื้อ โดยเชื้อ Bacillus spp. ในรูปของ cell suspensions ทั้งระยะ log phase และ 
stationary phase สามารถยับยั้งการเกิดโรคราสนิมไดดี แตไมสามารถยับยั้งโรคสแคบ และราน้ําคาง
ได ขณะที่ culture filtrate ของเชื้อทั้งสองระยะสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดทั้ง 3 ชนิด สวนเชื้อ 
Streptomyces spp. ทั้งรูปแบบ cell suspensions และ culture filtrate ทั้งสองระยะการเจริญเติบโต
สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีทั้ง 3 ชนิด สําหรับความสามารถของแตละไอโซเลต ในการยับยั้งโรค
แตละชนิดไดสูงสุด สรุปได คือเชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSN502 log phase รูป cell suspensions, 
BSD603 ทั้ง 2 ระยะ รูป culture filtrate เชื้อ Streptomyces ไอโซเลต SHH202 log phase, SHR103 
stationary phase รูป cell suspensions, SYR107 log phase และ SSR107 stationary phase ในรูป 
culture filtrate ยับยั้งโรคราน้ําคางไดสูงสุด เชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSD502 log phase, BSN603 
stationary phase ในรูป cell suspensions, BSD101 ทั้ง 2 ระยะ รูป culture filtrate เชื้อ Streptomyces 
ไอโซเลต SHH202 ทั้ง 2 ระยะ รูป cell suspensions, log phase รูป culture filtrate และ SYR107 
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ระยะ stationary phase รูป culture filtrate ยับยั้งโรคสแคบไดดีที่สุด เชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลต 
BSN301 ทั้ง 2 ระยะ รูป cell suspensions, BSN201 ทั้ง 2 ระยะ รูป culture filtrate เชื้อ Streptomyces 
spp. ไอโซเลต SSH216 log phase และ SSH211 stationary phase ทั้ง 2 รูปแบบ ยับยั้งโรคราสนิมได
ดีที่สุด เมื่อนําเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. มาใชรวมกันในการยับยั้งการเกิดโรค พบวา
การใช culture filtrate ของเชื้อทั้งสองชนิดรวมกันสามารถยับยั้งการเกิดโรคทั้ง 3 ชนิดไดดีกวาการ
ใช cell suspensions รวมกัน การทดสอบการสรางเอนไซม พบวา culture filtrate ของเชื้อ Bacillus 
spp. ในระยะ stationary phase แตละไอโซเลต มีกิจกรรมของเอนไซม  β-1, 3-1,  4-glucanase และ 
protease แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเทียบกับเชื้อในระยะ log phase แตไมพบการ
สรางเอนไซม chitinase สําหรับเชื้อ Streptomyces spp. ในสภาพ cell culture แตละไอโซเลต สราง
เอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanase และ chitinase ไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ แตไมพบ
การสรางเอนไซม protease  ผลของการศึกษาคุณสมบัติของเชื้อที่มีประสิทธิภาพสูงในการควบคุม
โรคเชื้อราในองุนเปรียบเทียบกับคุณสมบัติของเชื้ออางอิง พบวาเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลต 
BSD101, BSD203 และ BSD604 มีลักษณะใกลเคียงกับ B. subtilis ไอโซเลต BSD406, BSD502, 
BSD405, BSN301 และ BSN304 ใกลเคียงกับ B. firmus ไอโซเลต BSD603 และ BSN201 ใกลเคียง
กับ B. pantothenticus ไอโซเลต BSN501, BSN502 และ BSN603 ใกลเคียงกับ B. megaterium 
สําหรับเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSR203 มีลักษณะใกลเคียงกับ S. cellulosae ไอโซเลต 
SSR107 ใกลเคียงกับ S. globisporus ไอโซเลต SSH209 ใกลเคียงกับ S. aureoverticillatus ไอโซเลต 
SSH211 ใกลเคียงกับ S. gancidicus ไอโซเลต SSH213 ใกลเคียงกับ S. ghanaensis ไอโซเลต 
SSH216 ใกลเคียงกับ S. chattanoogensis ไอโซเลต SYR205 ใกลเคียงกับ S. noboritoensis ไอโซ
เลต SYR107 ใกลเคียงกับ S. rameus ไอโซเลต SHH202 ใกลเคียงกับ S. malaysiensis และไอโซเลต 
SHR103 และ SHR106 ใกลเคียงกับ S. cyaneus  
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 Fungal diseases cause great losses in grapes. Chemical control can make the 

causal fungi become resistant and always leave residues on the products and 

environment. The objective of this study was to select effective antagonists to be used 

as biocontrol agents for grape fungal disease control. Bacillus spp. and Streptomyces 

spp. were isolated from soils collected from grape growing areas in Nakhon 

Ratchasima and Ubonratchathanee provinces. Subsequently, the top 5 isolates from 

each genus which were most effective in reducing the growth of Pythium 

aphanidermatum, Colletotrichum ampelinum and Sclerotium rolfsii in dual culture, 

were selected for further test with downy mildew, scab (anthracnose), and rust on the 

detached grape leaves. The most effective isolates were subsequently studied for β-1, 

3-1, 4-glucanase, protease and chitinase production and identified to a species level. 

Identification of the isolates was based on their morphology, biochemical tests and the 

nucleotide sequence of 16S rDNA. From the soils, 61 isolates of Bacillus spp and 73 

isolates of Streptomyces spp. antagonistic to P. aphanidermatum, C. ampelinum and S.  

rolfsii were obtained. These isolates had different capacity in subduing downy 

mildew, scab, and rust depending on the isolate, growth phase and the form tested. 

Cell suspensions of Bacillus spp. in both log and stationary phases could inhibit rust 

well but were not effective with downy mildews and scab while the culture filtrates of 



 ง

both phases were effective to all 3 diseases. In contrast, Streptomyces spp. of both 

phases and forms could reduce all 3 diseases. The isolates that were most effective in 

reducing the diseases were Bacillus isolate BSN502 log phase as a cell suspension; 

BSD603 in both phases as culture filtrate; Streptomyces isolate SHH202 log phase; 

SHR103 stationary phase as cell suspension; SYR107 log phase and SSR107 as 

culture filtrate against downy mildews, Bacillus isolate BSD502 log phase, BSN603 

stationary phase as cell suspension; BSD101 in both phases as culture filtrate; 

Streptomyces isolate SHH202 in both phases as cell suspension; in log phase as 

culture filtrate and SYR107 stationary phase as culture filtrate against scab, Bacillus 

isolate BSN301 in both phases as cell suspension; BSN201 in both phases as culture 

filtrate; Streptomyces isolate SSH216 log phase and SSH211 stationary phase as both 

phases against rust. By mixing the culture filtrates of Bacillus spp. and Streptomyces 

spp. together, the effectiveness could be increased but not that of the cell suspension. 

As a culture filtrate, activities of β-1, 3-1, 4-glucanase and protease of Bacillus spp. 

could be detected at a highly significant different level among the isolates in the 

stationary phase but not in the log phase. Chitinase was not detected, however. For 

Streptomyces spp. in cell culture form, activities of β-1, 3-1, 4-glucanase and chitinase 

could be detected at a highly significant level among the isolates but protease could not be 

detected. The isolates that were most effective in controlling the 3 diseases were 

identified as B. subtilis (BSD101, BSD203 and BSD604), B. firmus (BSD406, BSD502, 

BSD405, BSN301 and BSN304), B. pantothenticus (BSD603 and BSN201), B. 

megaterium (BSN501, BSN502, and BSN603) and S. cellulosae (SSR203), S. 

globisporus (SSR107), S. aureoverticillatus (SSH209), S. gancidicus (SSH211), S. 
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ghanaensis (SSH213), S. chattanoogensis (SSH216), S. noboritoensis (SYR205), S. 

rameus (SYR107), S. malaysiensis (SHH202) and S. cyaneus (SHR103 and SHR106).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

School of Crop Production Technology     Student’s Signature_________________ 

Academic Year 2007   Advisor’s Signature_________________ 

   Co-advisor’s Signature_______________ 



กิตติกรรมประกาศ 
 

 วิทยานิพนธนี้ฉบับนี้สําเร็จลุลวงดวยดี ผูวิจัยขอกราบขอบพระคุณ บุคคล และกลุมบุคคล
ตาง ๆ ที่ไดกรุณาใหคําปรึกษา แนะนํา ชวยเหลืออยางดียิ่งทั้งดานวิชาการ และดานการดําเนินงาน
วิจัย ไดแก 

 อาจารย ดร.โสภณ วงศแกว อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ ที่ใหโอกาสทางการศึกษา ให
คําปรึกษา แนะนํา ชวยเหลือเอาใจใสอยางดียิ่ง และชวยตรวจแกไขวิทยานิพนธจนเสร็จสมบูรณ  

รองศาสตราจารย ดร.หนึ่ง  เตียอํารุง อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธรวม ที่กรุณาไววางใจให
เขาทําโครงการวิจัยซ่ึงเปนสวนหนึ่งของวิทยานิพนธ และคอยใหคําแนะนํา และติดตามงานอยาง
สม่ําเสมอ  

ศาสตราจารย ดร.นันทกร บุญเกิด คณะกรรมการที่ปรึกษาวิทยานิพนธ รองศาสตราจารย 
ดร.วีระศักดิ์ ศักดิ์ศิริรัตน ภาควิชาโรคพืชวิทยา คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน กรรมการ
ผูทรงคุณวุฒิภายนอก และอาจารย ดร.สุดชล วุนประเสริฐ ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธที่
ชวยตรวจแกไขวิทยานิพนธ และใหขอเสนอแนะที่เปนประโยชนตอวิทยานิพนธฉบับนี้  

อาจารย ดร.อรินทิพย  ธรรมชัยพิเนตร ภาควิชาพันธุศาสตร และอาจารย ดร.กรรณิการ  
ดวงมาลย ภาควิชาจุลชีววิทยา มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน ที่ชวยสอนเทคนิคการแยกเชื้อ 
Streptomyces spp. 
 ขอขอบคุณศูนยวิจัยและพัฒนาเฉพาะทางดานองุนและการสรางมูลคาเพิ่ม และฟารมมหา
วิทยาเทคโนโลยีสุรนารี ที่กรุณาใหใชองุนเพื่อการทดลอง  
 ขอขอบคุณมหาวิทยาลัยราชภัฏนครปฐม และมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ที่ไดให
โอกาสใหศึกษาตอในระดับปริญญาเอก พรอมทั้งสนับสนุนเงินทุนเพื่อการศึกษาครั้งนี้ 
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4.6 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Pythium aphanidermatum,  
 Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces  spp. 
  ที่แยกไดจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี (S)  49 
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4.7 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, 
  Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces  spp.  
 ที่แยกไดจากอาํเภอเมือง จังหวัดอุบลราชธานี (U)   50 
4.8 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Pythium aphanidermatum,  
 Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces  spp. 
 ที่แยกไดจากสวนคุณสมยศ อําเภอปากชอง จังหวดันครราชสีมา (Y)   50 
4.9 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, 
  Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces  spp.  
 ที่แยกไดจากสวน Holiday อําเภอปากชอง จังหวดันครราชสีมา (H)   51 
4.10 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ (PIDG) ของเชื้อรา Pythium aphanidermatum,  
 Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces  spp. 
 ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 5 อันดับแรก  52 
4.11 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกันในรูป cell suspensions  
 ตอการเกิดโรคราน้ําคางในองุน ในสภาพใบตัด  56 
4.12 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกันในรูป cell suspensions  
 ตอการเกิดโรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด   57 
4.13 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกันในรูป cell suspensions  
 ตอการเกิดโรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด   58 
4.14 ผลของ Streptomyces  spp. ที่ระยะการเจรญิตางกันในรปู cell suspensions  
 ตอการเกิดโรคราน้ําคางในองุน ในสภาพใบตัด   60 
4.15 ผลของ Streptomyces  spp. ที่ระยะการเจรญิตางกันในรปู cell suspensions  
 ตอการเกิดโรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด   61 
4.16 ผลของ Streptomyces  spp. ที่ระยะการเจรญิตางกันในรปู cell suspensions  
 ตอการเกิดโรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด   62 
4.17 ระดับความเขมขนของเชื้อ Bacillus  และรูปแบบที่มีผลตอการยับยั้ง 
 การเกิดโรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด   64 
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4.18 ระดับความเขมขนของเชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSN301 ที่มีผลตอการยับยั้ง 
 การเกิดโรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด  65 
4.19 ระดับความเขมขนของเชื้อ Streptomyces และรูปแบบทีม่ีผลตอการยับยั้ง 
 การเกิดโรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด  66 
4.20 ระดับความเขมขนของเชื้อ Streptomyces  และรูปแบบทีม่ีผลตอการยับยั้ง 
 การเกิดโรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด  67 
4.21 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกันในรูป culture filtrate  
 ตอการเกิดโรคราน้ําคางในองุน ในสภาพใบตัด  69 
4.22 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกันในรูป culture filtrate  
 ตอการเกิดโรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด  70 
4.23 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกันในรูป culture filtrate  
 ตอการเกิดโรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด  71 
4.24 ผลของ Streptomyces  spp. ที่ระยะการเจรญิตางกันในรปู culture filtrate  
 ตอการเกิดโรคราน้ําคางในองุน ในสภาพใบตัด  73 
4.25 ผลของ Streptomyces  spp. ที่ระยะการเจรญิตางกันในรปู culture filtrate 
  ตอการเกิดโรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด  74 
4.26 ผลของ Streptomyces  spp. ที่ระยะการเจรญิตางกันในรปู culture filtrate  
 ตอการเกิดโรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด  75 
4.27 ไอโซเลตของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ที่มีประสิทธิภาพดีที่สุด 
 ในการยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน ที่นํามาทดสอบรวมกัน 76 
4.28 ผลของ Bacillus spp. รวมกบั  Streptomyces spp. ที่ระยะการเจริญตางกนั  
 ตอการเกิดโรคราน้ําคางในองุน ในสภาพใบตัด  79 
4.29 ผลของ Bacillus spp. รวมกบั  Streptomyces spp. ที่ระยะการเจริญตางกนั  
  ตอการเกิดโรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด   80 
4.30 ผลของ Bacillus spp. รวมกบั  Streptomyces spp. ที่ระยะการเจริญตางกนั  
 ตอการเกิดโรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด    81 
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4.31 ความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. ในการสรางเอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanase, 
  protease และ chitinase โดยประเมินจากขนาดวงใสที่เกดิขึ้นจากการยอย  
 substrate เฉพาะ  83  
4.32 ความสามารถของเชื้อ Streptomyces  spp. ในการสรางเอนไซม  
 β-1, 3-1, 4-glucanase, protease และ chitinase โดยประเมนิจากขนาดวงใส 
 ที่เกิดขึ้นจากการยอย substrate เฉพาะ           84 
4.33 การบงชี้ชนิดของเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลตตาง ๆ โดยการเปรียบเทยีบ 
 ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA กบัลําดับนิวคลีโอไทด 
 ในฐานขอมูลของ GenBank   90 
4.34 แสดงคุณสมบตัิทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีของเชื้อ Bacillus spp.  
 ที่เปรียบกับคุณสมบัติของ B.subtilis (BS), B. firmus (BF),   B. pantothenticus (BP)  
 และ B. megaterium (BM)  94 
4.35 การบงชี้ชนิดของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลตตาง ๆ โดยการเปรียบเทียบ 
 ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA กบัลําดับนิวคลีโอไทด 
 ในฐานขอมูลของ GenBank  101 
4.36 แสดงคุณสมบตัิทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีของเชื้อ Streptomyces spp.  
 ที่เปรียบเทียบกับคุณสมบัติของ S. cellulosae (SC), S. globisporus (SG),  
 S. aureverticillatus (SA), S. gancidicus (SGa), S. ghanaensis (SGh), 
  S. spectabilis (SS), S. chattanoogensis (SCh), S. noboritoensis (SN), 
 S. rameus (SR), S. malaysiensis (SM), S. cyaneus (SCy)                               102 
 



สารบัญรูป 
 

รูปท่ี หนา 
 
2.1 ลักษณะของเซลลและสปอรของ Bacillus spp.  14 
4.1 ประสิทธิภาพของเชื้อ Bacillus spp. ในการยับยั้งการเจรญิของ 
 เชื้อ Pythium aphanidermatum 46 
4.2 ประสิทธิภาพของเชื้อ Bacillus spp. ในการยับยั้งการเจรญิของ 
 เชื้อ Colletotrichum ampelinum 46 
4.3 ประสิทธิภาพของเชื้อ Bacillus spp. ในการยับยั้งการเจรญิของ 
 เชื้อ Sclerotium rolfsii 47 
4.4 ประสิทธิภาพของเชื้อ Streptomyces spp. ในการยับยั้งการเจริญของ 
 เชื้อ Pythium aphanidermatum 52 
4.5 ประสิทธิภาพของเชื้อ Streptomyces  spp. ในการยับยั้งการเจริญของ 
 เชื้อ Colletotrichum ampelinum 52 
4.6 ประสิทธิภาพของเชื้อ Streptomyces  spp. ในการยับยั้งการเจริญของ 
 เชื้อ Sclerotium rolfsii  53 
4.7 ลักษณะของใบองุนภายหลังการฉีดพนดวย culture filtrate  
 ของเชื้อ Bacillus spp.  54 
4.8 แสดงลักษณะของวงใสที่เกดิจากการยอย substrate ที่เชือ้ Bacillus spp.  
 และ Streptomyces spp. สรางขึ้น 85 
4.9 ตัวอยางของการทดสอบเชื้อ Bacillus spp. ทางชีวเคมี  88 
4.10 ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอในสวน 16S rDNA ของเชื้อ Bacillus spp.  
 เมื่อเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR จากการใชไพรเมอร B-K1/F และ B-K1/R1  89 
4.11 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. ที่มีลักษณะใกลเคียง 
 กับเชื้อ B. subtilis  92 
4.12 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. ที่มีลักษณะใกลเคียง 
 กับเชื้อ B. firmus  93 



 ถ

สารบัญรูป (ตอ) 
 
รูปท่ี  หนา 
 
4.13 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. ที่มีลักษณะใกลเคียง 
 กับเชื้อ B. pantothenticus    94 
4.14 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. ที่มีลักษณะใกลเคียง 
 กับเชื้อ B. megaterium    95 
4.15  ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอในสวน 16S rDNA ของเชื้อ Streptomyces spp. 
  เมื่อเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR จากการใชไพรเมอร STR1F และ STR 1530R    100 
4.16 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSR203    103 
4.17 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSR107    103 
4.18 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSH209    103 
4.19 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSH211    104 
4.20 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSH213    104 
4.21 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSH216    104 
4.22 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SYR205    105 
4.23 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SYR107     105 
4.24 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SHH202    105 
4.25 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SHR103    106 
4.26 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SHR106    106 
 
 



บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความสําคัญของปญหา 

องุนเปนพืชที่อยูในสกุล Vitis วงศ Vitacea เปนไมเล้ือยประเภทไมยืนตน มีถ่ินกําเนิดใน
แถบอากาศอบอุน แตสามารถเจริญเติบโตไดดีในเขตกึ่งรอนถึงรอน การผลิตองุนเพื่อการคาใน
ประเทศไทยในระยะแรกอยูทางภาคตะวันตก ไดแก อําเภอดําเนินสะดวก จังหวัดราชบุรี อําเภอสาม
พราน อําเภอนครชัยศรี จังหวัดนครปฐม และอําเภอบานแพว จังหวัดสมุทรสาคร แตเนื่องจากมีโรค
แมลงระบาดมากไมสามารถจัดการได ทําใหพื้นที่ปลูกในแถบนี้ลดลง ปจจุบันพื้นที่ปลูกองุนได
ขยายไปเกือบทั่วทุกภาค และมีแนวโนมที่จะเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ เนื่องจากเปนพืชที่ใหผลตอบแทนคอน 
ขางสูงเมื่อเปรียบเทียบกับไมผลชนิดอื่น (นันทกร บุญเกิด, 2546) ประเทศไทยเริ่มปลูกองุนอยาง
จริง จังและไดผลตั้งแตป 2510 พันธุที่นิยมปลูกกันมากคือไวทมะละกา ซ่ึงมีการปลูกรอยละ 95 และ
คารดินัลรอยละ 5 สวนที่เหลือเปนพันธุอ่ืน โดยมีพื้นที่ปลูกรวมทั้งสิ้นประมาณ 27,000 ไร มีผลผลิต
รวม 59,000 ตัน ใชบริโภคสดภายในประเทศรอยละ 90 ของทั้งหมด มีการแปรรูปเปนผลิตภัณฑ
ตาง ๆ รอยละ 4 และท่ีเหลืออีกรอยละ 6 สงออกไปจําหนายตางประเทศ ไดแก ฮองกง มาเลเซีย 
ญ่ีปุน และบรูไน (ปยะ เฉลิมกลิ่น, 2544) ในป พ.ศ. 2544 การผลิตองุนในประเทศโดยรวมมีปริมาณ
ผลผลิตประมาณ 31,944 ตัน เปนองุนรับประทานผลสดประมาณ 29,344 ตัน องุนทําไวน ประมาณ 
400 ตัน ในป 2547 การผลิตองุนสดมีปริมาณการสงออก 108 ตัน คิดเปนมูลคา 1.79 ลานบาท ในป 
2548 มีปริมาณการสงออกองุนสดเพียง 26 ตัน คิดเปนมูลคา 1.51 ลานบาท คือลดลงถึง 4 เทาในชวง
เวลาเพียง 1 ป ที่ผานมาการสงออกองุนสดของไทยมีปริมาณลดลงอยางมาก ในขณะเดียวกันกลับมี
การเพิ่มการนําเขาองุนสดมากขึ้นโดยในป 2536 มีปริมาณการนําเขาองุนสด 1,633 ตัน คิดเปนมูลคา
เทากับ 1.31 ลานบาท เมื่อเปรียบเทียบในป 2540 มีปริมาณการนําเขาองุนสดเทากับ 3,640 ตัน คิด
เปนมูลคา 2.62 ลานบาท การที่การผลิตองุนในประเทศไทยมีปริมาณลดลงอยางมาก อาจมีสาเหตุ
เนื่องมาจากมีพื้นที่ปลูกลดลง และการไดรับความเสียหายจากโรคและแมลง โดยโรคที่พบทําความ
เสียหาย อยางมาก คือโรคราน้ําคาง สแคบ (แอนแทรคโนส) และราสนิม 

เกษตรกรไทยสวนใหญนิยมใชสารเคมีในการปองกันกําจัดโรคพืช เนื่องจากสารเคมีออก
ฤทธิ์เร็ว มีประสิทธิภาพ เห็นผลชัดเจน สะดวกในการซื้อ การใช และการเก็บรักษา อยางไรก็ตาม
การควบคุมโรคพืชดวยสารเคมีมักมีผลเสีย เพราะตองใชเปนประจําและตอเนื่อง สงผลทําใหเชื้อดื้อ
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ยา เกิดการปนเปอนสารเคมีกับผลิตผลการเกษตรและสิ่งแวดลอม ดวยเหตุนี้การควบคุมโรคพืชโดย
ชีววิธีจึงเขามามีบทบาทมากขึ้น เพื่อลดปริมาณการใชสารเคมี รักษาความสมดุลของธรรมชาติ และ
ลดปญหาสารพิษที่สะสมในผลิตผลทางการเกษตร ปจจุบันยังไมมีรายงานการใชชีววิธีในการ
ควบคุมโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมขององุน ดังนั้นการคัดหาจุลินทรียที่สามารถควบคุมโรค
ดังกลาวไดจึงนาจะเปนแนวทางที่นําไปสูการพัฒนาใชชีววิธีในอนาคต  
 
1.2 วัตถุประสงคการวิจัย 

1.2.1 เพื่อคัดเลือกเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ที่มีคุณสมบัติเปนเชื้อปฏิปกษ
ตอเชื้อราสาเหตุโรคพืช 

1.2.2 เพื่อทดสอบประสิทธิภาพและวิธีการใชเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ใน
การยับยั้งโรคราน้ําคาง จากเชื้อ Plasmopara viticola โรคสแคบ จากเชื้อ Sphaceloma ampelinum 
และโรคราสนิม จากเชื้อ Physopella ampelopsidis  ขององุนในสภาพใบตัด 
      1.2.3 เพื่อศึกษากลไกเบื้องตนของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในการควบคุม
เชื้อราสาเหตุโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน  

1.2.4 เพื่อประเมินชนิดของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ที่มีศักยภาพสูงในการ
ยับยั้งการเกิดโรคเชื้อราในองุน 
 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

คัดเลือกเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. จากดินในแหลงปลูกองุนในเขตจังหวัด
นครราชสีมา และอุบลราชธานี ระบุชนิดของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. เฉพาะที่มี
ศักยภาพในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคราน้ําคาง  สแคบ  และราสนิมในองุน  การทดสอบ
ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคในองุน ดําเนินการเฉพาะในสภาพหองปฏิบัติการ  
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บทที่ 2 
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 ความสําคัญและปญหาของการผลิตองุน 

องุนเปนพืชที่อยูในสกุล Vitis วงศ Vitacea ซ่ึงมีอยูประมาณ 11 สกุล รวม 600 ชนิด สกุล 
Vitis เปนสกุลเดียวที่เปนผลไมรับประทานได เปนไมเล้ือยประเภทไมยืนตน มีมือจับเพื่อเกาะยึด มี
ถ่ินกําเนิดในเขตอบอุน แตสามารถเจริญเติบโตไดดีในเขตกึ่งรอนถึงรอน แบงเปน 2 สกุลยอย 
(subgenera) คือ Euvitis และ Muscadinia โดยยึดหลักความแตกตางกันทางลักษณะสัณฐานและ
จํานวนโครโมโซม Euvitis มีจํานวนโครโมโซม 38 ในขณะที่ Muscadinia มีจํานวน 40 (นันทกร 
บุญเกิด, 2546)  
       สําหรับประเทศไทยเริ่มมีการปลูกองุนในสมัยรัชกาลที่ 7 แตไมแพรหลาย ตอมาในป พ.ศ. 
2493 เร่ิมมีการปลูกองุนอยางจริงจังโดยหลวงสมานวนกิจนําพันธุมาจากแคลิฟอรเนีย และป พ.ศ. 
2506 อาจารย ปวิณ ปุณณศรี และคณะนําองุนยุโรปหลายสายพันธุเขามาปลูกไดผลเปนที่นาพอใจ 
นับแตนั้นมาการปลูกองุนในประเทศไทยจึงแพรหลายมากขึ้น การผลิตองุนเพื่อการคาในระยะแรก
อยูในภาคตะวันตก ไดแก จังหวัดนครปฐม สมุทรสาคร และราชบุรี ซ่ึงใหผลผลิตดี แตเนื่องจากมี
โรคและแมลงระบาด ทําใหพื้นที่ปลูกดังกลาวลดลง ปจจุบันพื้นที่ปลูกองุนไดขยายไปเกือบทั่วทุก
ภาคยกเวนภาคใต ที่มีปริมาณน้ําฝนมากเกินไปทําใหไมเหมาะที่จะปลูกองุน 
       ในป พ.ศ. 2541 ประเทศไทยมีพื้นที่ปลูกองุนประมาณ 2,717.9 เฮกตาร มีผลผลิตรวม 
31,677 ตัน ผลผลิตเฉลี่ยประมาณ 15 ตันตอเฮกตาร โดยแบงเปนองุนรับประทานผลสด ซ่ึงมีการ
ผลิตมากในภาคตะวันตก มีพื้นที่ที่ใหผลผลิต 2,203.8 เฮกตาร ไดแก ราชบุรี สมุทรสาคร และ
นครปฐม ในขณะที่องุนทําไวนมีพื้นที่ที่ใหผลผลิตประมาณ 184 เฮกตาร จังหวัดที่ใหผลผลิตสูงสุด
คือ เลย และนครราชสีมา (Nilnond, 2001) เนื่องจากมีอากาศคอนขางเย็นและเปนสภาพที่ดอน จึงไม
มีการยกรองทําใหตนองุนมีอายุยืนยาวขึ้น (ปยะ เฉลิมกลิ่น, 2544) การผลิตองุนในประเทศมีปริมาณ
ผลผลิตรวม 31,944.1 ตัน เปนองุนรับประทานผลสดรวมประมาณ 29,344.1 ตัน ในขณะที่องุนทํา
ไวนมีผลผลิตประมาณ 400 ตัน โดยพันธุที่นิยมปลูกมากที่สุดคือไวทมะละกา รองลงมาคือคารดินัล 
ในป พ.ศ. 2547 องุนรับประทานผลสดมีปริมาณ 108 ตัน คิดเปนมูลคา 1.79 ลานบาท ขณะที่ในป
พ.ศ. 2548 มีปริมาณเพียง 26 ตัน คิดเปนมูลคา 1.51 ลานบาท (สํานักงานสถิติการเกษตร, 2547) เมื่อ
เปรียบเทียบปริมาณผลผลิตองุนรับประทานผลสดในป พ.ศ. 2541 ที่มีปริมาณสูงถึง 27,757 ตัน กับ
ผลผลิตของป พ.ศ. 2547 และ 2548 จะพบวามีปริมาณผลผลิตลดลงถึง 257 และ 1,067 เทา ถึงแมวา
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องุนจะเปนไมผลที่ใหมูลคาตอบแทนคอนขางสูงเมื่อเทียบกับผลไมอ่ืน ๆ แตในขณะเดียวกันก็เปน
พืชที่มีโรคเขาทําลายหลายชนิดตลอดชวงระยะการเจริญเติบโต เนื่องจากประเทศไทยมีสภาพ
อากาศรอนชื้น มีฝนตกชุก และมีการตัดแตงกิ่งองุนใหออกดอกติดผลถึง 2 คร้ังตอป จึงมีสวนทําให
เกิดโรคระบาดไดงายเกือบตลอดปเชนกัน โรคในองุนเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหตนทุนการผลิตสูงขึ้น 
จากการที่ตองเสียคาใชจายในการปองกันกําจัด โรคองุนที่พบในประเทศมีหลายชนิด ไดแก โรครา
น้ําคาง   ราแปง สแคบ (แอนแทรคโนส) ราสนิม กิ่งและใบจุด ปลายกิ่งตาย ยอดออนและผลเนา 
เปนตน แตโรคที่พบทําความเสียหายทางเศรษฐกิจอยางมากมีเพียง 3 ชนิด คือ โรคราน้ําคาง สแคบ 
(แอนแทรคโนส) และราสนิม 
 
2.2 โรคขององุนที่ทําความเสียหายทางเศรษฐกิจ 
       2.2.1 โรคราน้ําคาง (Downy mildew)  

  โรคราน้ําคางพบแพรระบาดรุนแรงในเขตอบอุนที่มีความชื้นในอากาศสูง เชน 
อาเจนตินา บราซิล ตะวันออกของอเมริกาเหนือ ตะวันออกของออสเตรเลีย นิวซีแลนด จีน และ
ญี่ปุน ในขณะที่ในแถบอัฟกานิสถาน แคลิฟอรเนีย และซิลี พบการแพรระบาดของโรคนอย โดย
พบวาองุนสายพันธุ V. vinifera มีความออนแอตอโรคสูง ในขณะที่ V. aestivalis และ V. labrusca 
มีความตานทานตอโรคปานกลาง สวน V. cordifolia, V. rupestris และ V. rotundifolia มีความ
ตานทานตอโรคสูง (Pearson and Goheen, 1998) โรคราน้ําคางจัดเปนโรคที่สําคัญที่สุดขององุน 
สามารถทําความเสียหายใหกับองุนในทุกระยะการเจริญเติบโตโดยทําใหเซลลตาย ใบรวง ผลผลิต
มีคุณภาพต่ํา ในประเทศอิตาลีโรคราน้ําคางไดทําความเสียอยางรุนแรงมีผลกระทบตอปริมาณของ
ผลผลิตและคุณภาพของไวน นอกจากนี้ยังทําใหมีตนทุนในการผลิตสูงขึ้นจากคาใชจายในการ
ควบคุมโรค คือตองเสียคาสารเคมีในการควบคุมโรคถึง 8 ลานบาทในปที่มีการแพรระบาดของ
โรคนอย และ16 ลานบาทในปที่มีการแพรระบาดของโรคสูง จากพื้นที่ปลูกองุน 53,000 เฮกตาร 
(Salinari, Giosue,  Tubiello, Rettori, Rossi, Spannas, Rosenzweig and Gullino, 2006) 

  สาเหตุของโรคเกิดจากเชื้อรา Plasmopara viticola (Berk & Curt) Berl & Det. 
ซึ่งเปนเชื้อราพวก obligate parasite ของพืชชั้นสูง ลักษณะของเสนใยไมมี septum เจริญอยู
ระหวางเซลลของพืชอาศัยมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 8-10 ไมโครเมตร มีการสราง haustoria รูปราง
กลมขนาดเสนผาศูนยกลาง 4-10 ไมโครเมตร แทงผานเขาไปในเซลลของพืชอาศัย sporangia มีสี
ใส รูปรางแบบ ellipsoid ขนาด 14×11 ไมโครเมตร ภายใน sporangium ผลิต zoospores ได 1-10 
อัน มีขนาด 6-8×4-5 ไมโครเมตร เชื้ออยูขามฤดูในรูปของ oospore มีขนาด 20-120 ไมโครเมตร 
เมื่อเขาฤดูฝน oospore งอกเปน germ tube และ sporangium ซึ่งใหกําเนิด zoospores sporangia 
หลุดออกจาก sporangiophores โดยลม เมื่อมีความชื้นและอุณหภูมิเหมาะสมคือประมาณ 22-25
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องศาเซลเซียส  sporangia จะปลอย zoospores ซ่ึงจะเคลื่อนสูบริเวณปากใบ จากนั้นจึงงอก germ 
tubes แทงเขาสูปากใบหรือระหวางเซลลโดยใชเวลานอยกวา 90 นาที ระยะเวลาตั้งแตชวงเขาทําลาย
จนถึงระยะแรกที่ปรากฎอาการขึ้นอยูกับอายุของใบ สายพันธุ อุณหภูมิและความชื้น โดยทั่วไปใช
เวลาประมาณ 4 วัน ฝนมีบทบาทคอนขางสูงในการแพรระบาดของโรค สวนอุณหภูมิมีบทบาทใน
การเรงหรือชะลอการพัฒนาของเชื้อรา อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการพัฒนาของเชื้อคือ 25 องศา
เซลเซียส (Pearson and Goheen, 1998) 

  โรคราน้ําคางสามารถแพรระบาดรุนแรงตลอดทั้งปโดยเฉพาะอยางยิ่งในฤดูฝน 
อาการบนใบ ระยะแรกเปนจุดขนาดเล็กสีเขียวซีดทางดานบนของใบ ตอมาจะขยายเปนแผลขนาด
ใหญ ขนาดของแผลไมแนนอน ถาดูดานลางของใบตรงที่เปนแผลจะพบกลุมสปอรและกานชูสปอร
สีขาวเห็นไดชัด เชื้อสามารถเจริญแพรระบาดติดตอไปยังใบอื่น ๆ หรือแปลงอื่นโดยปลิวไปกับลม 
อาการของโรคจะสังเกตไดก็ตอเมื่อเชื้อราเขาทําลายแลว 4-6 วัน อาการที่ยอดออน มีลักษณะเเคระ
แกร็น ยอดส้ัน มีกลุมสปอรและกานชูสปอรขึ้นปกคลุมเห็นไดชัดเจน ยอดออนที่ถูกทําลายจะ
เปลี่ยนเปนสีน้ําตาลและแหงตายในที่สุด อาการที่ชอดอก จะเปลี่ยนเปนสีเหลืองเปนหยอม ๆ ตอมา
จะเห็นชิ้นสวนของเชื้อราสีขาวขึ้นปกคลุม ชอดอกจะเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลและแหงติดเถาจากโคน
ชอ ปลายชอ หรือกลางชอ อาการที่ชอผล เกิดกับผลออนมีลักษณะเปนจุดสีน้ําตาล เปลือกผลเหี่ยว
เปลี่ยนเปนสีเทาน้ําเงินหรือน้ําตาลแก ถาเปนมากผลจะเหี่ยวหมดทั้งชอ อาการที่เถาและมือเกาะ เร่ิม
จากเกิดแผลสีเหลืองซีดเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลเมื่อแผลมีอายุมากขึ้น การเกิดอาการที่เถาจะทําใหยอด
เเคระแกร็นเนื่องจากขาดอาหาร  
 2.2.2 โรคสแคบ (Scab)  

  โรคสแคบหรือแอนแทรคโนส เปนโรคที่ทําความเสียหายรองจากโรคราน้ําคาง มี
สาเหตุจากเชื้อรา Sphaceloma ampelinum De Bary (Elsinoe ampelina ในระยะ telemorph) ซ่ึงเขา
ทําลายสวนตาง ๆ ขององุนที่อยูเหนือดินไดทุกสวนโดยเฉพาะบริเวณเนื้อเยื่อเจริญ (meristematic 
tissue) ที่ยังไมเปลี่ยนเปนสีเขียวเขม ไดแก ใบออน ยอดออน มือเกาะ ชอดอก และผลออน บางครั้ง
อาจพบอาการบนผล เถา กิ่ง หรือใบที่แก และแผลที่พบเหลานั้นมักเปนเพียงรองรอยเดิมของการเขา
ทําลายในระยะที่ยังออนเทานั้น เชื้อราชนิดนี้ไมทําใหสวนของพืชรวงหลนจากตน ยกเวนเมื่อเชื้อ
เขาทําลายบริเวณขั้วใบหรือขั้วผล จะทําใหเนื้อเยื่อบริเวณนั้นมีอาการแหงและตายเพราะขาดน้ําและ
อาหาร ใบหรือผลจึงรวงไปในที่สุด  อาการบนใบหรือสวนยอด เปนจุดขนาดเล็กสีน้ําตาลออน หรือ
เทา ขอบแผลสีเขมลอมรอบดวยรอยฉํ่าน้ํา ในสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมจุดเหลานี้จะชะงักการ
เจริญและเนื้อเยื่อที่ตายแลวหลุดหายไปเหลือเพียงรอยใบทะลุ ถาสภาพแวดลอมเหมาะสมแผลจะ
ขยายขนาดขึ้น และรวมกันทําใหอาการลุกลามเร็วขึ้น สงผลใหเนื้อเยื่อใบหดตัว ใบมวนงอลงดาน 
ลาง หรือบิดงอ  อาการบนผลองุน พบมากในระยะผลออนจนถึงผลอายุ 2 เดือน ลักษณะเปนแผลจุด
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สีน้ําตาลออนถึงดํา ลักษณะยุบตัวหรือบุม แผลมีลักษณะแหงแข็ง ขนาดไมแนนอน ตั้งแต 2-10 
มิลลิเมตร ผลบิดงอ อาการบนกิ่งหรือเถาขององุน เร่ิมจากเชื้อเขาทําลายบริเวณยอดออน โดยบริเวณ
ที่เชื้อเขาทําลายจะมีลักษณะบิดงอ มีแผลขอบนูนกระจาย และแหงตายในที่สุดสงผลใหกิ่ง ใบ หรือ
ดอกรอบขางแหงตายตามไปดวย (กรรณิการ เพี้ยนภักตร, อภิรัชต สมฤทธิ์ และธนิตย ปลองบรรจง, 
2545)  
   โรคสแคบขององุนมีรายงานพบครั้งแรกในประเทศฝรั่งเศส โดยในป ค.ศ. 1839 
Viala ไดทําการเก็บตัวอยางของโรคไวที่เมือง Montpellier ในป ค.ศ. 1881 Burril รายงานการพบใน
ประเทศสหรัฐอเมริกา (Shear, 1929 อางใน กานต คําทรัพย, 2546) ตอมามีรายงานการพบในหลาย
ประเทศ เชน ซิลี บราซิล คิวบา ออสเตรเลีย นิวกินี แซมเบีย และอินเดีย ในประเทศไทยมีรายงาน
พบครั้งแรกที่ อําเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา ในป พ.ศ. 2506 (กรรณิการ เพี้ยนภักตร และอุบล 
คือประโคน, 2537) โรคสแคบขององุนหรือที่ชาวสวนเรียกวาโรคอีบุบ มีอาการโรคคลายโรค     
แอนแทรคโนส และมักเขาใจวาเกิดจากเชื้อราที่ทําใหเกิดโรคแอนแทรคโนส ซ่ึงสามารถกอใหเกิด
โรคกับองุนไดเชนกัน จึงทําใหเกิดความสับสน (นันทกร บุญเกิด, 2544) ในอดีตประเทศไทยมีราย 
งานเกี่ยวกับโรคแอนแทรคโนสวาเกิดจากเชื้อ Colletotrichum gloeosporioides ซ่ึงทําใหเกิดอาการ
กับองุน 2 ลักษณะ คือ อาการฉ่ําน้ํา (bitter rot) และแหงแข็ง (scab) (กรรณิการ เพี้ยนภักตร, วิรัช     
ชูบํารุง และอภิรัชต สมฤทธิ์, 2544) โรคแอนแทรคโนสเขาทําลายผลองุนในระยะผลเริ่มแก โดยพบ
จุดแผลสีน้ําตาลดําบนผล เนื้อเยื่อมีอาการบุบหรือยุบตัวบริเวณผลที่ถูกทําลายคลายกับอาการของ
โรคสแคบ แตมีขอแตกตางกันคือ โรคสแคบมีอาการแข็งบริเวณขอบแผลและจํากัดขอบเขตอยาง
เดนชัด (canker-like) ไมมีกลุมของสปอรปรากฎใหเห็นบริเวณแผล แตโรคแอนแทรคโนส แผลที่
ยุบตัวจะมีลักษณะฉ่ําน้ํา ขอบแผลไมจํากัดขอบเขตอยางเดนชัด และมักมีกลุมสปอรสีสมปรากฎ
เปนวงซอนกันบนแผล ในสภาพอากาศรอนชื้น จุดแผลที่ผลจะขยายกวางออกอยางรวดเร็ว ทําให
แผลมีลักษณะคลายดวงตานก (bird’s eye spot) (นิพนธ  วิสารทานนท, 2542) นอกจากนี้แผลของโรค 
สแคบมีความแตกตางจากแผลของโรคแคงเกอรในสม คือเปนแผลตกสะเก็ด อาจปริเล็กนอยแตไม
เกิดเปนรองลึกเหมือนโรคแคงเกอร และบริเวณเนื้อใบรอบแผลไมพบลักษณะที่เปนวงสีเหลือง 
(halo) ลอมรอบแผล (กรรณิการ เพี้ยนภักตร และอุบล คือประโคน) 
 2.2.3 โรคราสนิม (Rust) 
  โรคราสนิมขององุนมีแหลงกําเนิดในเขตรอน ทําความเสียหายใหกับองุนในเขต
รอนและกึ่งรอนของเอเซียมากกวาในเขตอบอุน โรคนี้พบแพรระบาดเปนประจําในเอเซีย และ
อเมริกากลาง สามารถเขาทําลายองุนไดทุกสายพันธุ   

  โรคราสนิมขององุน มีสาเหตุจากเชื้อ Physopella ampelopsidis หรือ Phakopsora 
ampelopsidis เกิดไดดีในเขตที่มีความชื้นสูง โดยพบ uredia สีเหลืองกระจายอยูทั่วบริเวณใตใบ บาง 
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คร้ังพบบนกานใบ ยอดออน และชอดอก และทําใหเกิดแผลจุดสีน้ําตาลบนใบดานที่อยูตรงขามกับ 
uredial โรคนี้ทําความเสียหายใหกับใบแก ทําใหใบแหง รวงหลน และการเจริญในชวงฤดูถัดไป
ลดลง 
   ระยะ uredia stage ของเชื้อพบบริเวณใตใบ มีลักษณะเปนตุมแผลสีเหลือง มีขนาด
เสนผาศูนยกลาง 0.1-0.5 มิลลิเมตร ภายในมีการสราง uredospore รูปไขถึงรี ขนาด 18-29x10-18 
ไมโครเมตร telia มีลักษณะกลม ขนาด 0.1-0.2 มิลลิเมตร ภายในมี teliospore รูปวงรี ขนาด 10-35x9-
15 ไมโครเมตร อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการงอก uredospore คือ 24 องศาเซลเซียส ชวงอุณหภูมิต่ําสุด
คือ 8 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุดคือ 32 องศาเซลเซียส หากมีความชื้นสูงจะพบการสราง 
appressoria ภายใน 6 ช่ัวโมงหลังจากปลูกเชื้อ จากนั้นภายในเวลา 12 ช่ัวโมง เชื้อเร่ิมเขาสูพืชทางปาก
ใบ และหลังจากปลูกเชื้อ 5 วัน เชื้อจะเขาครองพื้นที่ใบขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 200-300 
ไมโครเมตร จากนั้นจึงสราง uredospore ภายใน 7 วัน ระยะเวลาการปรากฎของ uredia ขึ้นอยูกับ
อุณหภูมิ คือใชเวลา 5-6 วัน ที่อุณหภูมิ 16-30 องศาเซลเซียส หรือ 15-20 วัน ที่อุณหภูมิ 12 องศา
เซลเซียส uredospore จะไมเขาทําลายใบที่ยังออน เนื่องจากปากใบยังมีการพัฒนาไมเต็มที่ teliospore 
สามารถงอกไดที่อุณหภูมิ 10-30 องศาเซลเซียส แตอุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 15-25 องศาเซลเซียส 
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการสราง basidiospore อยูระหวาง 15-20 องศาเซลเซียส โดยสามารถงอกไดที่
อุณหภูมิ 5-30 องศาเซลเซียส แตที่เหมาะสมอยูในชวง 20-25 องศาเซลเซียส (Pearson and Goheen, 
1998) 
   การควบคุมโรคทั้ง 3 กลุม ปจจุบันนิยมใชสารเคมีเปนสวนใหญ สําหรับโรครา
น้ําคาง สารเคมีที่นิยมใชในการปองกันกําจัดมี 2 กลุม คือ สารเคมีประเภทสัมผัส เชน cupric 
salts, dithiocarbamates และ phthalimides ซึ่งมีประสิทธิภาพในการปองกันเทานั้น กลุมที่สอง
เปนสารเคมีดูดซึม เชน benalaxyl, metalaxyl, ofurace และ oxadixyl  สําหรับโรคสแคบ (แอน
แทรคโนส) นิยมใช Bordeaux mixture หรือ lime sulfur, copper oxychloride, DNOC และ 
DNBP เปนตน สวน Bordeaux mixture, zineb, maneb, ferbam และ captafol เปนสารเคมีที่นิยม
ใชในการปองกันกําจัด โรคราสนิม (Pearson and Goheen, 1998) 
 
2.3 การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี 
      การทําการเกษตรที่ผานมาเกษตรกรมุงใชเทคโนโลยีทางดานสารเคมีมาโดยตลอด ใน
ปจจุบันมีการใชสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อโรคพืชเปนจํานวนมากโดยเฉพาะสารฆาเชื้อรา ซ่ึงมีผล 
กระทบตอส่ิงแวดลอม มนุษยและสัตว สารเคมีเปนพิษตกคางในสภาวะแวดลอม ผลิตผลเกษตร 
และมีผลกระทบตอผูบริโภค สมคิด ดิสถาพร (2540) กลาววาการใชสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืช
อยางขาดความระมัดระวังนอกจากจะเปนปญหาโดยตรงตอผูใชแลวยังกอใหเกิดมลพิษตอ            
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ส่ิงแวดลอม และเปนปญหาของสังคมโดยสวนรวม ในปจจุบันจึงมุงเนนใชวิธีที่เหมาะสมนํามา
ผสมผสานกันเพื่อใหไดประสิทธิภาพและผลตอบแทนสูงสุดโดยไมกระทบกระเทือนตอ
ส่ิงแวดลอม และสังคมสามารถนําไปปฏิบัติได ซ่ึงเรียกวาการปองกันกําจัดศัตรูพืชโดยวิธี
ผสมผสาน (Integrated Pest Management, IPM) การเลือกใชวิธีการปองกันกําจัดศัตรูพืชโดยชีววิธี
เปนกรรมวิธีหนึ่งของหลักการ IPM  

การศึกษาแนวทางการปองกันกําจัดโรคพืชโดยชีววิธี เร่ิมตนเมื่อกลางป ค.ศ. 1920 เมื่อมี
การคนพบวาปญหาโรคพืชสามารถลดความรุนแรงลงไดดวยการใชสารอินทรียใสลงในดินปลูก
โดยมุงเนนการควบคุมโรคโดยอาศัยธรรมชาติจัดการกันเอง ตอมาอีก 20-25 ป จึงเริ่มมีการศึกษา
วิธีใชเชื้อจุลินทรียควบคุมโรคพืชและไสเดือนฝอยสาเหตุโรคพืช โดยมีผูใหความสนใจและศึกษา
เพิ่มมากขึ้น (Baker, 1987 ; Cook, 1991 อางถึงใน สมคิด ดิสถาพร 2540) เนื่องจากตระหนักถึงพิษ
ภัยของสารเคมีปราบศัตรูพืชที่ใชกันมากขึ้น และปญหาโรคที่ไมสามารถควบคุมไดโดยส้ินเชิงหรือ
ควบคุมไดเพียงบางสวน ตัวอยางเชน โรคปุมปม  (crown gall) บนพืชหลายชนิดที่มีสาเหตุจากเชื้อ 
Agrobacterium sp. ยังไมสามารถปองกันกําจัดดวยวิธีการใด ๆ ที่คุมทุนเทากับการปองกันกําจัดโดย
ชีววิธี โดยการใช Agrobacterium radiobacter strain K-84  

การควบคุมโรคโดยชีววิธี หมายถึง การลดปริมาณของเชื้อโรคพืชหรือลดกิจกรรมของเชื้อ
โรคอันจะกอใหเกิดโรคจนอยูในระดับที่ไมกอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจ โดยอาศัยส่ิงมีชีวิต 
ซ่ึงรวมทั้งพืชช้ันสูง และจุลินทรียปฏิปกษ (antagonistic microorganism) ยกเวนผลจากการกระทํา
ตอเชื้อโรคโดยตรงจากมนุษย (จิระเดช แจมสวาง, 2544) ปจจุบันมีการนําแบคทีเรียที่เปนจุลินทรีย
ตอตาน (bacterial antagonist) มาควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืช โดยเฉพาะการใชแบคทีเรียแกรมบวก 
เชน Bacillus spp. และ Streptomyces spp. จุลินทรียตอตานมีกลไกการควบคุมโดยชีววิธี 4 ประเภท 
ดวยกันคือ  
       1) โดยการแกงแยง (competition) โดยทั่วไปเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสามารถแขงขันกับเชื้อ
โรคพืชในดานตาง ๆ เชน การใชธาตุอาหาร อากาศ และการครอบครองพื้นที่ไดดีกวา ทําใหเชื้อโรค
พืชไมสามารถเจริญเติบโตในบริเวณที่มีเชื้อปฏิปกษ การแขงขันที่พบมากคือการนําธาตุอาหารหรือ
สารตาง ๆ ที่มีอยูมาใช ทําใหเชื้อโรคพืชขาดสารอาหารไมสามารถเจริญเติบโตเขาทําลายพืชได 
ตัวอยางเชน เชื้อ Bacillus cereus UW85 สามารถดึงธาตุแคลเซียมจากดินมาใชในการสรางสปอรใน
เซลล แลวยังปลดปลอยแอมโมเนียออกมาทําใหสภาพดินเปนดาง ทําใหเชื้อ Phytophthora spp. ไม
สามารถสราง zoospore ได (Gilbert, Handelsman and Parke, 1990) นอกจากนี้ Handelsman, 
Raffel, Mester, Wunderlich and Grau, (1990) พบวาเชื้อ B. cereus UW85 ยังสามารถสรางสาร
ปฏิชีวนะซึ่งมีผลตอการอยูรอดของ zoospore ขณะที่ Tokala (2002 อางถึงใน บรรจบ วันกิ่ง, 2549) 
พบวา Streptomyces lydicus WYEC108 สามารถเจริญครอบครองบริเวณรากพืชตระกูลถ่ัวไดดี โดย
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เจริญสรางเสนใยและสปอรบริเวณรากพืชทําใหชวยลดการเขาทําลายจากเชื้อ Rhizoctonia solani  
และยังพบวาเชื้อจุลินทรียปฏิปกษสามารถดึงธาตุเหล็กมาใชประโยชนในการดํารงชีวิตไดดีกวาเชื้อ           
จุลินทรียสาเหตุโรคพืชโดยการสรางซิเดอรโรฟอร (siderophore) ซ่ึงเปนสารกลุม ligands ที่มี
น้ําหนักโมเลกุลต่ํา มีความจําเพาะเจาะจงตอธาตุเหล็กสูง สามารถละลายไดในน้ํา เปนแหลงเก็บ
สะสมธาตุเหล็กของสิ่งมีชีวิต พบวาในสภาพแวดลอมที่ขาดธาตุเหล็กหรือมีในปริมาณนอยจะ
กระตุนใหจุลินทรียเกือบทุกชนิดมีการสรางซิเดอรโรฟอรมากขึ้น ซิเดอรโรฟอรจําแนกไดเปน 2 
กลุม คือ Cathecolamides หรือ Cathecolate siderophores (CS) พบไดเฉพาะในแบคทีเรีย เชน Bacillus 
ไดแก Bacillus megaterium และ B. subtilis  สรางซิเดอรโรฟอรที่ช่ือ Schizokinen และ DHB-
glycine ตามลําดับ และ Hydroxamates หรือ Hydroxamate siderophores (HS) พบในสิ่งมีชีวิตที่เปน
แบคทีเ รียและเชื้อรา  เชนแบคที เ รียในกลุม  Streptomyces จะสรางซิ เดอรโรฟอรที่ เ รียกวา 
Ferrioxamine ซ่ึงประกอบดวยโมเลกุลของ diamines และ carboxylic acid ปจจุบันพบวา 
Ferrioxamine มีดวยกันทั้งหมด 9 ชนิด ไดแก Ferrioxamine A1, A2, B, D1, D2, E, G, H และ I (หนึ่ง 
เตียอํารุง และ นันทกร บุญเกิด, 2539) โดยเชื้อจุลินทรียปฏิปกษที่ผลิตสารซิเดอรโรฟอร สามารถ
จับยึดธาตุเหล็กในธรรมชาติมาใชไดดีกวาเชื้อสาเหตุโรคพืช ทําใหเชื้อโรคไมสามารถเขาทําลายพืช
ได   
       2) โดยการสรางสารปฏิชีวนะ (antibiosis) ผลิตผลจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของ          
จุลินทรียปฏิปกษซ่ึงมีคุณสมบัติเปนสารปฏิชีวนะ (antibiotic) สามารถยับยั้งหรือทําลายเชื้อสาเหตุ
โรคพืชได โดยทั่วไปแบคทีเรียที่สรางสปอรมีรายงานการผลิตสารปฏิชีวนะภายหลังจากที่เชื้อ         
จุลินทรียปฏิปกษดังกลาวเริ่มมีการสรางสปอร เนื่องจากการสรางสปอรเปนกลไกในการปองกันตัว 
เองจากสารปฏิชีวนะที่สรางขึ้น Oejijono, Line and Dragar (1993) พบวากลไกในการยับยั้งเชื้อรา
สาเหตุโรคพืชของเชื้อ Acinetobacter sp., B. polymyxa, B. subtilis, Pseudomonas cepacia และ P. 
putida เปนการสรางสารปฏิชีวนะมากกวาการสรางสาร siderophore นอกจากนี้เชื้อ B. subtilis A13 
สรางสารปฏิชีวนะที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืชไดถึง 9 ชนิด เชื้อ Bacillus spp. 
สามารถสรางสารปฏิชีวนะไดหลายชนิด สวนใหญเปนสารพวก polypeptide เชน bacilysocin 
สามารถยับยั้งเชื้อ Candida pseudotropicalis และ Cryptococcus neoformans (Tamehiro, Hosoyan, 
Okamoto, Ubukata, Hamada, Naganawa and Ochi, 2002) และ iturin สามารถยับยั้งเชื้อ Botrytis 
cinerea, Erwinia carotovora และ Ralstonia solanacearum (Silva, 1992 อางถึงใน Bernal, Illanes and 
Gampi,  2002) โดยสารปฏิชีวนะมีผลยับยั้งการสรางเซลลเมมเบรน เปลี่ยนแปลงหนาที่ของเซลลเมม
เบรน และการสังเคราะหกรดนิวคลีอิค ทั้งนี้ขึ้นอยูกับชนิดของสารปฏิชีวนะ (สายใจ ออนแกว, 2542) 
นอกจากนี้ยังมีเชื้อจุลินทรียปฏิปกษอีกหลายชนิดที่ผลิตปฏิชีวนะสารยับยั้งหรือทําลายเชื้อสาเหตุโรค
พืชได เชน Streptomyces spp., Pseudomonas spp., Gliocladium spp. และ Myrothecium spp. เปนตน 
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       3) โดยการเปนปรสิต (parasitism) คือการที่เชื้อจุลินทรียปฏิปกษสามารถเจริญอยูใกลเคียง
หรือบนสวนของเชื้อโรคพืชแลวเขาทําลายเพื่อใชอาหาร หรือสารประกอบตาง ๆ จากเชื้อสาเหตุ
โรคพืช ปรสิตของเชื้อราสาเหตุโรคพืช (mycoparasite) แบงเปน  2 พวก  คือ necrotrophic 
mycoparasite เปนพวกที่ตองฆาหรือทําใหเชื้อโรคตายกอนจึงจะสามารถใชอาหารจากเสนใยหรือ
สปอร การฆาอาจเกิดขึ้นโดยสรางสารพิษหรือเอนไซมที่สามารถยอยผนังเซลลของเชื้อโรค เชน
เอนไซม chitinase และ glucanase พวกที่สองคือ biotrophic mycoparasite เปนพวกที่เจริญสัมผัสอยู
กับเสนใยของเชื้อราโรคพืช แลวแทงเสนใยเขาไปเจริญอยูภายในโดยไมทําใหตาย กระบวนการเปน
ปรสิตมักจะพบในจุลินทรียปฏิปกษที่ผลิตเอนไซมซ่ึงทําหนาที่ยอยสลายโดยเฉพาะการยอยสลาย
ผนังเซลลของเชื้อราสาเหตุโรค ตัวอยางเอนไซมหลักที่พบ คือ chitinase และ glucanase 
 ก) เอนไซม Chitinase 
  Chitinase เปนเอนไซมที่ยอยสลายไคตินให เปนโมโนเมอรของไคติน  คือ                            
N-acetylglucosamine (GlcNAc) ไคตินเปนสารประกอบที่เกิดจากการเชื่อมกันของ N-acetyl D-
glucosamin ดวยพันธะ β-1, 4-glycosidic bond (Felse and Panda, 1999) พบโดยทั่วไปมี 3 รูปแบบ 
คือ α-ไคติน, β-ไคติน และ γ-ไคติน chitin สวนใหญพบในแมลง และในเปลือกแข็งที่หุมตัวของ
สัตวไมมีกระดูกสันหลัง โดยเฉพาะในพวก Arthropod และ Mollusca พืชช้ันสูง และจุลินทรีย นอก 
จากนี้พบวาแบคทีเรีย เชน Bacillus sp. และ Streptomyces sp. สามารถสราง chitinase ได เอนไซม 
chitinase ที่มีอยูในพืชจะทําหนาที่ปองกันตัวเองจากการเขาทําลายของเชื้อราสาเหตุโรคพืช ใน
แมลงจะพบเอนไซมนี้ในกระบวนการลอกคราบหรือการยอยสลายสารประกอบไคติน ในดานการ
ประยุกตใชเอนไซมนี้ในการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี พบครั้งแรกโดย Skujins, Potgieter and 
Alexander (1965) พบการยอยสลายเสนใยของเชื้อรา Aspergillus oryzae และ Fusarium solani โดย
เชื้อ Streptomyces sp., เอนไซม chitinase เปน multi-complex enzyme ซ่ึงแบงออกเปน 2 กลุมใหญ 
(Shaikh and Deshpande, 1993 ; Tronsmo and Harman, 1993 ; Haran, Schickler, Oppenheim and 
Chet, 1995) คือ  

1 Endo-chitinase หรือ chitinase จะยอยไคตินแบบสุมภายในสายโพลิเมอรแลวไดเปน 
multimer ของ N-acetylglucosamine ซ่ึงสวนมากเปน diacetylchitobiose และได triacetylchitotriose 
เล็กนอย  

 2 Exo-chitinase หรือ N-acetylglucosaminidase (chitobiase) จะยอยจากปลายดาน non-
reducing ของสายไคตินไดเปน chitobiose หรือ  N-acetylglucosamine โมเลกุลเดี่ยว  
 แบคทีเรียเปนจุลินทรียที่ไมมีไคตินเปนสวนประกอบในผนังเซลลเหมือนพวกเชื้อรา การ
สราง chitinase ของแบคทีเรียพบวาถูกชักนําดวยไคติน ซ่ึงคาดวาแบคทีเรียสราง chitinase เพื่อยอย
สลายไคตินแลวใชเปนแหลงของอาหาร chitinase จากแบคทีเรียหลายชนิดถูกใชเปนสารยับยั้งเชื้อ
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ราเชน chitinase จาก Serratia marcescens ใชรวมกับβ-glucanase, propan–2-ol และ polyoxyethylene 
lauryl ether ฉีดพนในไรนาขาวสามารถควบคุมโรคที่เกิดจากเชื้อ Pyricularia oryzae ได ใน
ขณะเดียวกัน S. marcescens ยังมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเนาของตนฝายที่เกิดจากเชื้อ 
Rhizoctonia solani ในสภาพเรือนทดลอง Watanabe, Oyanagi, Suzuki and Tanaka (1990) และ 
Hashimoto (2000) รายงานวา B. circulans WL-12 สามารถสรางเอนไซม chitinase 6 ชนิด คือ A1, A2, 
B1, B, C และ D โดยมี chitinase A1 เปนเอนไซมที่สําคัญที่สุดในขบวนการยอยสลายไคตนิ นอกจากนี้
เชื้อ  Streptomyces lividans สามารถสราง chitinase และปลอยออกมานอกเซลล การสราง chitinase ถูก
ชักนําดวยไคตินและอนุพันธุของไคติน และสามารถพบ chitinase และ chitiobiase ที่ยอยสลายไคติน
และไคโตซานได (Neugebauer, Gamache, Dery and Brzezinski, 1991) ในขณะเดียวกันเอนไซม 
chitinase จากเชื้อ S. cinereoruber และ S. viridificans สามารถยอยสลายผนังเซลลของ Aspergillus 
niger และเชื้อรากอโรคหลายชนิดได (Okazaki and Takawa., 1991 ; Gupta, Sexena, Chaturvedi and 
Viridi, 1995) 

 ข) เอนไซม Glucanase (β-1, 3-glucanase) 
  เอนไซม β-1, 3-glucanase ทําหนาที่ยอยสลาย β-1, 3-glucan พบไดทั่วไปในพืช
และจุลินทรียตาง ๆ ในพืช เอนไซมนี้มีบทบาทในกระบวนการปองกันตัวเองตอการเขาทําลายของ
เชื้อรา และมีบทบาทในการลําเลียงสารอาหาร สวนที่พบในเชื้อรามีบทบาทในกระบวนการ
เปลี่ยนแปลงโครงสรางหรืออวัยวะในการเจริญเติบโตและพัฒนาของเชื้อรา และยังมีบทบาทในการ
ดูดซึมธาตุอาหารในการดํารงชีพแบบ saprophyte และปรสิตของเชื้อรา เอนไซม β-1, 3-glucanase 
แบงออก เปน 2 ชนิด (Noronha and Ulhoa, 2000) คือ 
 1 Exo-β-1, 3-glucanase ทําหนาที่ยอยสลาย β-1, 3-glucan ได monosaccharides หรือ 
oligosaccharides 
 2 Endo-β-1, 3-glucanase ทําหนาที่ยอยสลาย β-1, 3-glucan ไดเฉพาะ monosaccharides 
เทานั้น 

B. subtilis สามารถสรางเอนไซมในกลุม glucanase ไดหลายชนิด และที่มีบทบาทในการ
ปองกันกําจัดโรคพืชคือ β-1, 3-glucanase และ β-1, 6-glucanase ที่สามารถยอยสลาย glucan ซ่ึงเปน
องคประกอบของผนังเซลลของเชื้อราสาเหตุโรคพืช โดยจะทําลายพันธะ glycosidic linkage ที่เชื่อม
ระหวางโมเลกุลของกลูโคส แลวปลดปลอยกลูโคส หรือ oligosaccharides สายส้ัน ๆ ออกมาใชเปน
แหลงคารบอน 
 ค) เอนไซม Protease 
  จุลินทรียสวนใหญสามารถสรางเอนไซม protease ได protease สามารถยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซมที่สรางโดยเชื้อสาเหตุโรคพืชจึงสงผลใหพัฒนาการของโรคลดลง เอนไซม 
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protease ทําหนาที่ยอยสลายโปรตีนใหเปนกรดอะมิโน เอนไซม protease สามารถแบงตาม pH ที่
เหมาะสมตอการทํางานได 2 ชนิด คือ Acidic protease มีกิจกรรมของเอนไซมสูงในชวง pH 4.0-5.0 
และ Alkaline protease มีกิจกรรมของเอนไซมสูงในชวง pH 8.0-9.0 
       4) โดยการชักนําใหเกิดความตานทานโรค (induced disease resistance) เปนกลไกที่กําลัง
ไดรับความสนใจศึกษากันอยางแพรหลายในปจจุบัน เนื่องจากเชื้อจุลินทรียโดยเฉพาะอยางยิ่งพวก
ที่เคยเปนเชื้อโรค เมื่อนํามาทําใหเสียความสามารถในการทําใหเกิดโรค แลวสามารถชักนําหรือ
กระตุนใหพืชสรางความตานทานตอการทําลายของเชื้อโรคได  

 
2.4 ลักษณะทั่วไปและความสําคัญของเชื้อ Bacillus spp. 
       Bacillus spp. เปนแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive) รูปรางเปนทอนทรงกระบอก (rod-
shaped) อาจเปนทอนเดียวหรือตอกันเปนสาย มีขนาด 0.5-2.5x1.2-10 ไมโครเมตร (Claus and 
Berkeley, 1986 ; Turnbull, Kramer and Melling, 1990 ; Rosovitz, Voskuil and Chamblis, 1998) 
หรือ 0.3-2.2x0.7-1.2 ไมโครเมตร (ดวงพร คันธโชติ, 2537) ตองการออกซิเจนในการหายใจ 
บางครั้งสามารถเจริญไดในที่ไมออกซิเจน(facultative anaerobe) สรางสปอรภายในเซลล 
(endospore forming) 1 เซลล ตอ 1 สปอร ทนทานตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม เจริญไดใน
อาหารหลายชนิดเติบโตดีในอุณหภูมิปกติ และ pH เปนกลาง สามารถผลิตเอนไซมหลายชนิด เชน 
protease และ amylase เปนตน เคลื่อนที่ไดดวย peritrichous flagella การศึกษาลําดับ DNA base 
(DNA sequence) ในแบคทีเรียสกุล Bacillus มีความแตกตางกันอยางมาก เปอรเซ็นต G+C content 
มีความแปรปรวนตั้งแต 33 เปอรเซ็นต ใน B. anthracis จนถึง 69 เปอรเซ็นต ใน  B. thermocatenulatus 
ซ่ึงสูงกวาความแปรปรวนของลักษณะภายในสุกล ปกติความแปรปรวนของลักษณะในสกุลไมควร
เกิน 15 เปอรเซ็นต (Priest, 1993 อางถึงใน Rosovitz et al., 1998)  

2.4.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. 
               Bacillus spp. มีความหลากหลายทางลักษณะสัณฐานวิทยาและสรีระวิทยากวาง 
ลักษณะโคโลนีมีความแปรปรวนมากขึ้นอยูกับสภาพแวดลอม คุณภาพ และปริมาณของอาหารเลี้ยง 
อายุโคโลนี และจํานวนโคโลนีตอจานอาหารที่เล้ียงมีผลตอขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนี ดังนั้นจึง
เปนการยากในการแยกชนิดดวยลักษณะโคโลนี อยางไรก็ตามในสภาพแวดลอมเดียวกันลักษณะ
โคโลนีสามารถใชในการจําแนกชนิดได (Rosovitz et al., 1998) เชน เมื่อเล้ียงในอาหาร casein agar 
เชื้อ B. megaterium ใหโคโลนีมีสีเหลือง เชื้อ B. firmus ใหโคโลนีสีชมพู เชื้อ B. licheniformis ให
โคโลนีสีแดงถึงน้ําตาล เชื้อ B. pumilus ใหโคโลนีสีเหลืองออน เชื้อ B. sphaericus ใหโคโลนีสีชมพู 
และเชื้อ B. subtilis ใหโคโลนีสีชมพู เหลือง สม หรือน้ําตาล ในอาหารที่มีคารโบไฮเดรต เชื้อ B. 
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subtilis var. aterrimus ใหโคโลนีสีน้ําเงินถึงดํา เมื่อเล้ียงบนอาหาร tyrosine agar เชื้อ B. 
megaterium และ B. subtilis var. niger ใหโคโลนีมีสีดํา เปนตน 

  เซลลของแบคทีเรียสกุล Bacillus ประกอบดวย cytoplasmic membrane และ cell 
wall ในบางสายพันธุ เซลลของ Bacillus spp. ไมมีช้ัน outer membranes ซ่ึงตางจากแบคทีเรียแกรม
ลบ สวน cell wall ประกอบดวย peptidoglycan หลายชั้น anionic polymers ทําใหผนังเซลลมีความ
เหนียว บริเวณผิวหนาของ cell wall เปนชั้นของ paracrystalline cell wall surface layers (S layers) 
ประกอบดวยโปรตีน หรือ glycoprotein เชื้อ Bacillus spp. หลายชนิดสราง carbohydrate capsules 
เชน poly-D-glutamic acid capsule สรางโดย B. anthracis ทั้งในหองปฏิบัติการและในสภาพ
ธรรมชาติ ซ่ึงเปนการแสดงออกของ virulence factor (Meynell and Meynell, 1964 อางถึงใน 
Rosovitz et al., 1998) Bacillus spp. สวนใหญเคลื่อนที่ไดโดยใชแฟลกเจลลาแบบ peritrichous 
flagella และการใชแฟลกเจลลาเปน antigens มีประโยชนในการตรวจจําแนก B. cereus, B. 
thuringiensis และ B. sphaericus (Turnbull et al., 1990) 
         แบคทีเรียสกุล Bacillus สรางสปอรภายในเซลล เมื่ออาหารมีจํากัด เซลลเขาสู
ระยะ stationary phase และอยูในสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม ทําใหสามารถทนทานตอ
สภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมได เชน ความรอน แสง UV และสารเคมีตาง ๆ บางเซลลอาจมีแวคิว
โอล บางชนิดอาจพบผลึกโปรตีน เชน B. thuringiensis (Rosovitz et al., 1998 ; จริยา จันทรไพแสง, 
นิพนธ ทวีชัย, สุดาวรรณ เชยชมศรี, ทิพยวดี อรรถธรรม และสมนึก วงศทอง, 2534) รูปรางลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของสปอรและตําแหนงการสรางสปอรภายในเซลล สามารถจําแนกแบคทีเรียสกลุ 
Bacillus ไดเปน 3 กลุม (สุรางค สุธิราวุธ, 2538) คือ 

กลุมที่ 1 เซลลไมโปงพอง สปอรเปนรูปวงรีหรือรูปทรงกระบอก ตําแหนงสปอรอยูตรง
กลาง หรือคอนไปทางปลายเซลล กลุมนี้แบงออกเปน 2 กลุมยอย (รูปที่ 2ก และ ข) คือ 

  กลุมที่ 1A : เซลลมีขนาดใหญ กวางมากกวา 1 ไมโครเมตร ภายใน protoplasm จะ
มีแกรนูลที่ไมติดสีแกรม ทําใหเห็นเซลลไมติดสีเปนชวง ๆ ไดแก B. megaterium, B. cereus, B. 
cereus var. mycoides, B. thuringiensis และ B. anthracis 

  กลุมที่ 1B : ขนาดเซลลกวางนอยกวา 1 ไมโครเมตร เชน B. subtilis, B. pumilis, B. 
licheniformis, B. firmus และ B. coagulans เปนตน 

กลุมที่ 2 เซลลโปงพอง สปอรมีลักษณะเปนรูปไข ตําแหนงอยูกลางหรือปลายเซลล (รูปที่ 
2ค) ไดแก B. circulans, B. macerans, B. polymyxa, B. alvei, B. laterosporus, B. brevis, B. 
popilliae, B. larvae, B. stearothermophilus และ B. lentimorbus  

กลุมที่ 3 สปอรทําใหเซลลโปงออก หรือบางครั้งไมโปง สปอรรูปรางกลม ตําแหนงอยู
ปลายหรือคอนไปทางปลายเซลล (รูปที่ 2ง) เชน B. sphaericus  
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รูปท่ี 2.1 ลักษณะของเซลลและสปอรของเชื้อ Bacillus spp. 
                                               กลุมที่ 1 (ก และ ข)     กลุมที่ 2 (ค)     กลุมที่ 3 (ง) 

ท่ีมา : Sneath et.al. (1986) 

 
2.4.2 คุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อ Bacillus spp. 
  Bacillus spp. สามารถสรางเอนไซม catalase จึงทําใหสามารถแยกความแตกตาง

จากแบคทีเรียสกุล Clostridium และ Sporolactobacillus  ได มีบางชนิดที่สรางเอนไซม catalase ได
นอย หรือไมสรางเลย เชน B. larvae, B. lentimorbus, B. popilliae และ B. stearothermophilus 
(Turnball et al., 1990) แบคทีเรียสกุล Bacillus ตองการสารอาหารและสภาพแวดลอมในการ
เจริญเติบโต แบงออกเปน 3 กลุม คือ กลุมที่ 1 ตองการอาหารธรรมดาทั่วไปที่มีสวนประกอบไม
ซับซอน กลุมที่ 2 ตองการอาหารที่มีสวนประกอบซับซอน และกลุมที่ 3 ตองการอาหารเฉพาะ
สําหรับการเจริญเติบโต ในอาหารเลี้ยงเชื้อตาง ๆ ที่มีสวนประกอบของคารโบไฮเดรต Bacillus spp. 
จะสรางกรดแตไมสรางแกส ยกเวน B. polymyxa และ B. macerans ที่สรางแกสดวย และ
คารโบไฮเดรตชนิดเดียวกันอาจจะใหแกสที่แตกตางกัน เชน B. subtilis, B. cereus และ B. 
licheniformis เจริญบนอาหารที่มีน้ําตาลกลูโคสแลวได 2, 3-butanediol และ glycerol ในขณะที่ B. 
polymyxa เปลี่ยนน้ําตาลกลูโคสแลวได 2, 3-butanediol ethanal และ hydrogen สวน B. macerans 
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เปลี่ยนน้ําตาลกลูโคสแลวได ethanal, acetone, acetic และ formic acid บางชนิดใหกรดแลคติก 
Bacillus spp. สวนใหญสราง proteolytic enzyme และสามารถยอย casein และ gelatin ได 
  Bacillus spp. ทุกชนิดเจริญไดดีในที่ ๆ มีออกซิเจน บางชนิดจําเปนตองมีออกซิเจน
จึงจะสามารถเจริญได เชน B. subtilis, B. brevis, B. firmus, B. megaterium และ B. sphaericus สวน B. 
cereus, B. athracis, B. licheniformis, B. polymyxa และ B. coagulans บางครั้งสามารถเจรญิไดในทีไ่มมี
ออกซิเจน Bacillus spp. สวนใหญสามารถตรึงไนโตรเจนและสามารถรีดิวซไนเตรทได (Turnball et 
al., 1990) 
              Bacillus  spp. สามารถเจริญไดดีที่ pH เปนกลางหรือกรดเล็กนอย แต B. alcalophilus 
สามารถเจริญไดที่ pH 9-10 ขณะที่ B. acidocaldarius สามารถเจริญไดที่ pH 2-6 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอ
การเจริญเติบโตของ Bacillus spp. อยูในชวง 25-37 องศาเซลเซียส ขณะที่ B. subtilis, B. licheniformis, B. 
stearothermophilus, B. coagulans , B. brevis และ B. acidocaldarius ที่สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส 
 

2.5 นิเวศวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. 
       Bacillus spp. พบไดทั่วไปในธรรมชาติ เชน ดิน น้ํา อากาศ ฝุน พืช เศษซากพืชหรือแมแต
ในอาหาร นม และธัญญาหาร (Claus and Berkeley, 1986) Bacillus spp. พบไดทุกสภาพแวดลอม 
เพราะสปอรที่แบคทีเรียสรางทนทานตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมได สภาพแวดลอมที่แตกตาง
กันทําใหชนิดของ Bacillus spp. มีความหลากหลาย เชน พวกที่ตองการออกซิเจน (aerobes) ไมตอง 
การออกซิเจนเปนบางชวง (facultative anaerobes) เจริญไดในสภาพกรด (acidophiles) สภาพดาง 
(alkalophiles) สภาพที่มีความเค็ม (halophiles) เจริญไดดีที่อุณหภูมิต่ํา (psychrophiles) อุณหภูมิสูง 
(thermophiles) และพวกที่ใชสารเคมีอนินทรียในการเจริญ (chemolithotrophs) (Claus and 
Berkeley, 1986) สวนใหญเปนพวกที่เจริญอยูในดิน แตบางครั้งพบ B. subtilis และ B. licheniformis 
อยูในน้ําทะเลและน้ํากรอย (Rosovitz et al., 1998) Bacillus spp. ที่พบจะแตกตางกันตามชนิดของ
ดิน เชน B. subtilis, B. licheniformis และ B. cereus ไมตองการสารประกอบในอาหารมากนัก 
สามารถพบไดในดินที่มีธาตุอาหารต่ํา B. polymyxa และ B. azotofixans พบในดินรอบ ๆ รากพืชที่มี
ธาตุอาหาร สวน B. macerans และ B. circulans ตองการสารประกอบอาหารที่ซับซอนและพบใน
เศษซากพืชที่ยอยสลาย (Priest, 1989 อางถึงใน Rosovitz et al., 1998) B. licheniformis, B. subtilis  
และ B. pumilus พบในน้ําทะเลที่สะอาด        

สกุล Bacillus บางชนิดเปนเชื้อสาเหตุโรคแมลง เชน B. larvae, B. lentimorbus และ B. 
popilliae เปนเชื้อที่มีความจําเพาะตอแมลงและสปอรงอกไดดีเฉพาะใน haemolymph ของแมลง
เทานั้น ขณะที่ B. thuringiensis พบไดบอยทั้งในดินและพืช ไมตองการแมลงในการงอกของสปอร 
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อยางไรก็ตาม Bacillus spp. เชื้อสาเหตุโรคแมลงเหลานี้สามารถพบไดในแหลงที่ตัวออนของแมลง
ชอบเจริญอาศัยอยู เชน แมน้ําลําคลอง โคลน และทะเลสาป B. thuringiensis var. israelensis แยก
ไดคร้ังแรกจากโคลนที่มีตัวออนของแมลง (Margalit and Dean, 1985 อางถึงใน Rosovitz et al., 
1998) 
       Bacillus spp. หลายชนิดสามารถเจริญไดแมในสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม เชนB. 
pasteurii พบในสภาพแวดลอมที่มียูเรียสูง แหลงที่พบโดยทั่วไป คือ อางถายปสสาวะและดินในเขต
เมือง B. psychrophilus และ B. insolitus พบในอาหารแชแข็ง B. acidocaldarius เจริญเฉพาะในน้ําพุ
รอนที่เปนกรดและดินรอบ ๆ บริเวณนั้นเทานั้น (Priest, 1989 อางถึงใน Rosovitz et al., 1998) B. 
coagulans และ B. stearothermophilus พบในอาหารที่ตองผานขบวนการใหความรอน เชน น้ําตาล
จากบีท (beet sugar) และอาหารกระปอง เปนตน (Priest, 1993) 
 
2.6 ความสําคัญของเชื้อ Bacillus spp. 

2.6.1 ความสําคัญทางดานอุตสาหกรรม 
               Bacillus spp. ผลิตเอนไซมที่นําไปใชในอุตสาหกรรม เชน เอนไซมอะไมเลส 
(amylase) โปรติเอส (proteiase) และไลเปส (lipase) (ขจีนาฎ โพธิเวชกุล, สุมาลี เหลืองสกุล และ
สมใจ ศิริโภค, 2541) เอนไซมโปรติเอส ยอยสลายพันธะเปปไทด หรือโพลีเปปไทดของโปรตีน 
เปนกรดอะมิโน ซ่ึงเปนหนวยยอยของโปรตีนใชในอุตสาหกรรมอาหาร เชน เบียร เนยแข็ง 
อุตสาหกรรมอาหารสัตว อุตสาหกรรมฟอกหนัง อุตสาหกรรมผงซักฟอก และใชในทางเภสัชกรรม 
เปนตน B. acidocaldarius และ B. licheniformis CMUC305 ผลิตเอนไซมอะไมเลส ที่ยอยสลาย
พันธะ α-1, 4 glucosidic linkage ทนความรอนสูง และคงทนตอความเปนกรด-เบส ในชวงกวาง มี
บทบาทสําคัญในอุตสาหกรรมอาหาร การยอยแปง การผลิตแอลกอฮอล และอุตสาหกรรมทอผา     
B. licheniformis และ B. sterothermophilus ผลิตเอนไซมไลเปส ที่ยอยสลายไขมันพวกไตรกลีเซอ-
ไรด โดยไฮโดรไลสพันธะเอสเทอรของกลีเซอรอล (glycerol-ester hydrolase) ใหกรดไขมันและ 
กลีเซอรอล ใชมากทั้งอุตสาหกรรมอาหาร เชน การสังเคราะหกล่ินและรส กรดไขมันและ
อุตสาหกรรมผงซักฟอก เปนตน นอกจากนี้เอนไซมทั้ง 3  ชนิด ยังมีบทบาทในการจัดการ
ส่ิงแวดลอม โดยนํามาใชในการบําบัดน้ําเสียและขยะในแหลงชุมชน และยังมีสาร subtilisins ที่ผลิต
ไดจาก Bacillus spp. หลายชนิดใชในการทําความสะอาด contact lens ใชในกระบวนการผลิต 
collagen และ gelatin และอุตสาหกรรมอื่น ๆ เอนไซมอ่ืนที่แยกไดจาก Bacillus spp. ใชใน
อุตสาหกรรมผลิตนม แปง เครื่องดื่ม อาหารและเบียร (Zukowski, 1992) 

  สารปฏิชีวนะ (antibiotics) ที่ผลิตจาก Bacillus spp. เชน bacitracin ผลิตจาก B. 
licheniformis สาร polymyxin ผลิตจาก B. polymyxa สาร gramicidin และ สาร tyrocidine ผลิตจาก 
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B. brevis สาร subtilin และ bacilycin ผลิตจาก B. subtilis นอกจากนี้ Bacillus spp. ที่เปนโทษกับ
มนุษยและสัตวมี 2 ชนิด คือ B. anthracis ซ่ึงผลิตสารที่มีความเปนพิษสูงเปนสาเหตุของโรคแอน
แทรก (anthrax) ที่มีความรายแรงถึงตายได และ B. cereus เปนสาเหตุของอาการอาหารเปนพิษ และ
อาการทองรวง (Erkendur, Ole, Henning, Agens, Michele, Ida and Anne, 2000)  
         นอกจากนี้ยังรายงานการใช B. thuringiensis ในการควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยชีว
วิธีโดยเชื้อผลิต intracellular protein toxin ที่มีความจําเพาะเจาะจงตอตัวออนของแมลงหลายชนิด
ในอันดับ Lepidoptera และ Coleoptera เมื่อแมลงไดรับสารพิษโดยการกินเขาไป จะไปทําลายเยื่อบุ
กระเพาะอาหารของแมลง จนแมลงตายดวยอาการโลหิตเปนพิษ แตสารนี้ไมเปนพิษตอสัตวเล้ียงลูก
ดวยนม ปลา นก พืช และจุลินทรียอ่ืน ๆ (Erkendur et al., 2000) 

2.6.2 ความสําคัญดานการควบคุมโรคพืช 
         เชื้อ Bacillus spp. มีกลไกในการควบคุมโรคพืชไดหลายวิธี ไดแก การแขงขันกับ
เชื้อโรคพืช และการผลิตสารที่มีคุณสมบัติยับยั้งหรือทําลายชีวิต มณจันทร เมฆธน (2536) รายงาน
วาเชื้อ B. subtilis สายพันธุ AP01 สามารถเขาครอบครองพื้นที่กอนการเจริญเติบโตของเชื้อรา 
Fusarium roseum ซ่ึงเปนเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวและโคนเนาของกลวยไม และเชื้อ Pythium sp. ซ่ึง
เปนเชื้อสาเหตุโรครากเนาของสมโอ เมื่อนํา B. subtilis สายพันธุ NSRS 89-24 และ NSRS 89-26 
คลุกเมล็ดขาวหรือแชเมล็ดพันธุกอนปลูก พบวาทั้ง 2 สายพันธุ สามารถลดความรุนแรงของโรค
ขอบใบแหง สาเหตุจากเชื้อ Xanthomonas campestris pv. oryzae จากระดับความรุนแรงของโรค 94 
เปน 19 และ 10 เปอรเซ็นตตามลําดับ นอกจากนั้นยังสามารถควบคุมการเจริญเติบโตของเชื้อรา
สาเหตุโรคขาวที่สําคัญ 7 ชนิด คือ Pyricularia oryzae, Cercospora oryzae, Thanatephorus 
cucumeris, Curvularia oryzae, Acrocylindrium oryzae, Rhynchosporium oryzae และ Alternaria 
padwickii (Charigkapakorn, Noonim, Aneckachi and Warensahd, 1991) นอกจากนี้นลินี จาริก
ภากร, พาณี หนูนิ่ม, บุญมี วารินสอาด, พิรุณ จันทนกุล และมนูญ เอนกชัย (2534) ทําการทดสอบ
การควบคุมโรคโดยวิธีการคลุกเมล็ด พบวา B. subtilis สายพันธุ NSRS 89-26 ชวยลดอัตราการเกิด
โรคของเมล็ดพันธุและตนกลาไดดี ไมมีผลกระทบตอเปอรเซ็นตการงอกและความแข็งแรงของ
เมล็ด ตนกลาเจริญเติบโตไดดีกวาเมล็ดที่ไมมีการคลุกเชื้อแบคทีเรีย และมีความเหมาะสมที่จะใชใน
สภาพที่มีโรคระบาดหรือมีโรคที่ติดมากับเมล็ดสูง ขณะที่พากเพียร อรัญนารถ, นงรัตน นิลพานิชย, 
วิชิต ศิริสันธนะ และสมคิด ดิสถาพร (2544) ศึกษาประสิทธิภาพของชีวภัณฑ B. subtilis ในการ
ควบ คุมโรคกาบใบแหงของขาว พบวาชีวภัณฑ 4 ชนิด คือ TRF สูตร A, TRF สูตร B, Larminar 
WP และ Agroguard Liq. มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคกาบใบแหงของขาวไดดี ทั้งในสภาพ
เรือนทดลอง และแปลงทดลองในฤดูนาป และนาปรัง แมจะใหผลไมเทากับสารปองกันกําจัดโรค
พืช validacin 3% Liq. แตในดานผลผลิตขาว ชีวภัณฑ TRF สูตร A, TRF สูตร B และ Larminar WP 
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ใหผลผลิตไมแตกตางกันทางสถิติกับการใชสารปองกันกําจัดโรคพืช validacin 3% Liq. ซ่ึงทําให
เกิดแนวทางที่จะนําชีวภัณฑ B. subtilis มาทดแทนสารปองกันกําจัดโรคพืช ในการปองกันโรคกาบ
ใบแหงของขาว และมีการใช B. firmus ควบคุมโรคใบจุดนูนของถั่วเหลือง (สุพจน กาเซิม และสุด
ฤดี ประเทืองวงศ, 2546 ; รัชฎาวรรณ เดชมณี และสุดฤดี ประเทืองวงศ, 2546) ศรีสุดา กวยาสกุล 
(2536) รายงานวา Bacillus  spp. หลายชนิดสามารถควบคุมเชื้อรา F. moliforme Sheldon สาเหตุ
โรครากและลําตนเนาของออยได B. subtilis NE1 และ NE2 ควบคุมเชื้อ F. oxysporum สาเหตุโรค
เหี่ยวของมะเขือเทศ (สุมาลี เหลืองสกุล, เสริมสิน ศิริวัฒนา, สมใจ ศิริโภค และขจีนาฎ โพธิเวชกุล, 
2542) นอกจากนี้ Shoda (2000) รายงานวา B. subtilis สามารถผลิตสารปฏิชีวนะไดหลายชนิด เชน 
bacillomycin, iturin, mycosubtilin, bacilysin, fengymycin และ mycobacillin ขึ้นอยูกับอาหาร 
(substrate) ที่เหมาะสม ในขณะที่เชื้อ B. subtilis สายพันธุ FR-2 สามารถผลิตสารปฏิชีวนะ Iturin A 
ที่มีฤทธิ์ตอตานโรคพืชที่เกิดจากเชื้อราในแตงกวา โรคใบไหมและโรคกาบใบแหงของขาว (Pusey, 
1989) Rytter, Lukezic, Craig and Moorman (1989) รายงานวาเชื้อ B. subtilis เขาไปเจริญและ
ทําลายสปอรของเชื้อราสนิมในพืชพวกไมดอก นอกจากนี้เชื้อ B. subtilis ยังมีความสามารถในการ
ชักนําใหพืชเกิดความตานทานโรค (induced disease resistance) โดยการผลิตสาร toxic metabolite 
บางชนิดที่เปนประโยชนในการชักนําหรือกระตุนใหพืชเกิดความตานทานตอเชื้อรา Rhizoctonia  
solani และ Sclerotinia  sclerotirum (นลินี จาริกภากร, พาณี หนูนิ่ม, บุญมี วารินสอาด และมนูญ 
เอนกชัย, 2535) Bacillus spp. มีการผลิต hydrolytic enzyme ขึ้นมาซึ่งเปนกลไกในการควบคุมโรค 
จากงานทดลองของ Manjula, Kishore and Podile (2004) รายงานวาแบคทีเรียB. subtilis AF1 
สามารถสราง Chitinases  ในการควบคุมโรคราสนิม ของถ่ัวลิสง ที่มีสาเหตุมาจากเชื้อรา Puccinia 
arachidis โดยไดทดลองใชรูปแบบตางของ B. subtilis AF1 คือ fresh cell, cell-free culture filtrate 
(CCF) และ β-1, 4-N-acetylglucosaminidase (NAGase) (chitinase) พบวาทั้งสามรูป แบบมีผลใน
การยับยั้งการงอกของ uredospore ได 90.2, 86.4 และ 96.0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบ
กับชุดควบคุม และยังทําให germ tube มีความยาวลดลง โดยไปทําให cytoplasm มีลักษณะเปนเม็ด
เล็ก ๆ และ germ tube จะถูกยอยสลาย และยอยสลาย chitin ในผนังเซลล เมื่อนําเซลลของ B. 
subtilis AF1 จากระยะ log phase และ alginate formulation, CCF และ NAGase มาควบคุมโรคโดย
เทคนิค detached leaf พบวาทั้งสี่รูปแบบมีผลทําใหพัฒนาการของโรคราสนิมลดลง โดย fresh cell 
ของ B. subtilis AF1 มีประสิทธิภาพในการควบคุมมากที่สุด ตามดวย alginate formulation, 
NAGase และ CCF ตามลําดับ ในขณะที่ Eldoksch,  Atteia and Abdel-Moity (2001) พบวา B. 
subtilis สามารถลดความรุนแรงของโรคราสนิมในขาวสาลี ไดถึง 57.14 เปอรเซ็นต เนื่องจากมีการ
สรางสารปฏิชีวนะ เชน subtilin, bacillin, bacillomycin, subtenolin, mycosubtilin, toximycin, 
bacitracin, xanthobacidin, iturin, subtilosin และ subsporin complex ขณะที่ Niranjan Raj, 
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Chaluvaraju, Amruthesh and Shetty (2003) พบวา Bacillus spp. มีคุณสมบัติเปน plant growth 
promotion rhizobacteria (PGPR) และมีคุณสมบัติในการชักนําให pearl millet (Pennisetum glaucum) 
เกิดความตานทานโรคราน้ําคาง โดย Bacillus spp. สงเสริมการงอกของเมล็ดพืชใหสูงขึ้น และ
สงเสริมการเจริญทางดาน vegetative growth  เชน ความสูง พื้นที่ใบ จํานวนของ tillers และสง เสริม
การเจริญทางดาน reproductive growth เชน เพิ่มขนาด ความยาวของผล เพิ่มน้ําหนักผลผลิต ให
สูงขึ้น แตไมมีการทดลองวามีกลไกอยางไรบาง นอกจากนี้ยังลดการเกิดโรค ซ่ึงความตานทานโรค
อาจเนื่องมาจาก  Bacillus spp. ทําใหพืชมีการสรางสาร phenols เพิ่มขึ้น แตจะลดปริมาณ sugar ซ่ึงมี
ผลทําใหพืชมีความตานทานโรคสูงขึ้น (El-Rafai, Asswah and Awdalla, 2003)  

  นอกจากนี้ประไพศรี สมใจ, พวงเพ็ญ สูยะนันท, บัณฑิต ฝงสินธ, ภูษิตา วรรณิสสร 
และจิราภรณ วัฒนะกุล (2540) พบวาสารชีวภาพจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ TISTR1 มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมการเจริญเติบโตของเชื้อราโรคพืชได สุมาลี เหลืองสกุล และคณะ (2542) 
ไดทําการคัดเลือกเชื้อ B. subtilis จากดินเพื่อควบคุมเชื้อ F. oxysporum ซ่ึงเปนเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวใน
มะเขือเทศ พบวา B. subtilis มีประสิทธิภาพในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคไดดี และสามารถคงทนอยู
ในดินไดนานหลังเก็บเกี่ยวผลผลิตเปนเวลา 8 เดือน ปรากฎวายังพบจุลินทรียปฏิปกษนี้อยูในดิน 
สําหรับความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. ในการควบคุมโรคพืชชนิดอื่น ๆ แสดงดังตารางที่ 2.1 
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ตารางที่ 2.1 ตัวอยางความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. ในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืช 
ชนิดของ Bacillus sp. เช้ือจุลินทรียที่ถูกยับยั้ง                 โรค ที่มา 

B. subtilis Puccinia recondita Brown leaf rust of wheat Eldoksch, Atteia, 
and Abdel – Moity, 
2001 

B. subtilis Fusarium oxysporum 
f.sp.lentis 

Vascular wilt of lentil EL-Hassan. and 
Gowen, 2006  

B. subtilis F. oxysporum f.sp.lycopersici Fusarium wilt of tomato El – Rafai, Asswah, 
and Awdalla, 2003 

 Verticillium dahliae Verticillium wilt of tomato  

 Alternaria solani Early blight of tomato  

B. subtilis GB03 Rhizobium solani Dry bean root rot Estevez de Jensen, 
Percich and Graham, 
2002 

B. subtilis KS03 Gloeosporium gloeosporioides Anthracnose of vegetables 
and fruits 

Cho, Lee, Cha, Kim, 
and Shin, 2003 

B. subtilis QRD137 Monilinia vaccinii-corymbosi Mummy berry of blueberry Scherm, Ngugi, 
Savelle and 
Edwards, 2004 

Bacillus sp. Botrytis cinerea Grey mould of grapevine Paul, 
Chereyathmanjiyil, 
Masih, Chapuis and 
Benoit, 1998 

Bacillus sp. Phytophthora capsici Phytophthora blight of bell 
pepper 

Jiang, Guo, Li, Qi, 
and Guo, 2006 

B. subtilis    

B. pumilus Xanthomonas campestris pv. 
campestris 

Black rot in cabbage Wulff, Mguni, 
Giese,  Fels, Lubeck 
and Hockenhull , 
2002 

B. amyloliquefaciens    

B. megaterium Erwinia amylovora Fire blight of apple and pear Jock, Volksch, 
Mansvelt and 
Geider,  2002 

B. amyloliquefaciens Rhizoctonia solani Root rot of soya bean Souto, Correa, 
Montecchia, Kerber, 
Pucheu and Bachur,  
2004 

B. amyloliquefaciens Colletotrichum lagenarium Anthracnose of watermelon Kim and Chung., 
2004 

B. amyloliquefaciens Botrytis elliptica Grey mould of  grapevine Chiou and Wu, 2001 
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2.7 ลักษณะทั่วไปและความสําคัญของเชื้อ Streptomyces spp. 
เชื้อ Streptomyces spp. เปนแบคทีเรียในวงศ Streptomycetacee เปนสกุลที่มีจํานวนมาก 

และสําคัญที่สุดในแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีท เปนแบคทีเรียแกรมบวก มีลักษณะคลายเชื้อรา 
อาศัยอยูทั่วไปในดิน ปุยหมัก น้ํา ละอองฝุน อากาศ เมื่อเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งจะสรางเสนใย
อาหาร (substrate mycelium) ฝงลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ และสรางเสนใยอากาศ (aerial mycelium)
ลักษณะเสนใยไมมีผนังกั้น เมื่อเชื้อเจริญเต็มที่เสนใยอากาศจะสรางสายสปอรที่ไมเคลื่อนที่ ซ่ึงมี
รูปแบบตาง ๆ ไดแก แบบเสนตรง (rectiflexibile) แบบลูป (retinaculiaperti) และแบบเวียนเกลียว 
(spiral) ลักษณะผิวสปอร มี 5 แบบ คือ ผิวเรียบ (smooth) ผิวเปนหนาม (spiny) ผิวเปนขน (hairy) 
ผิวเปนปุมปม (warty) และผิวยน (rugose) (Tresner, Davies and Backus, 1961 ; Dietz and 
Methews, 1971) ลักษณะโคโลนีในระยะแรกผิวโคโลนีเรียบ เมื่ออายุมากขึ้นเสนใยอากาศจะพัฒนา
เปนสปอร ทําใหผิวโคโลนีมีลักษณะคลายแปง (powdery) หรือกํามะหยี่ (velvet) มีหลายสี ไดแก 
ขาว เทา แดง เหลือง เขียว น้ําเงิน และมวง ซ่ึงเปนสีของสปอรที่อยูดานบน สวนดานลางโคโลนีมี
เสนใยอาหารเปนสีน้ําตาลสวนใหญ แตอาจพบสีอ่ืน เชนเดียวกับสีสปอร Streptomyces spp. สราง
รงควัตถุหลายชนิด นอกจากนี้ยังผลิตสาร geosmin (Trans-1, 10-dimethyl decalol) มีกลิ่นคลายกลิ่น
ดิน (earth odor) Streptomyces spp. ใชออกซิเจนในการเจริญเติบโตเปนพวก chemo-organotrophic  
เมตาบอลิซึม เปนแบบ oxidative สามารถรีดิวซไนเตรทใหเปนไนไตรท ยอยอะดีนีน (adenime) เอส
คูลิน (esculin) เคซีน (casein) เจลาติน (gelatin) ไฮโปแซนธีน (hypoxanthine) แปง และไทโรซีน (L-
tyrosine) เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส  pH 6.5-8.0 สวนใหญเปนพวก mesophile มีบาง
ชนิดที่เปนพวก psychrophile และ thermophile เปบติโดไกลแคนที่ผนังเซลลมีสวนประกอบหลักเปน 
L-diaminopimelic (LL-DAP) และไกลซีน (Lechevalier and Lechevalier, 1970) ใชแหลงคารบอน
และไนโตรเจนเปนแหลงพลังงาน เชน กลูโคส กลีเซอรอล และเปบโตน เปนตน ทนเค็มไดดีที่ 3 
เปอรเซ็นต (w/v) ของเกลือโซเดียมคลอไรด บางชนิดทนไดถึง 13 เปอรเซ็นต สําหรับการสรางสาร
ปฏิชีวนะ Streptomyces spp. จําเปนตองใชแรธาตุบางชนิดไดแก โซเดียม แมกนีเซียม แคลเซียม และ
ฟอสเฟต เปนตน (Williams, Goodfellow and Alderson, 1989) 
       Streptomyces spp. สามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดหลายชนิด ไดแก สารตอตาน
แบคทีเรีย (anti-bacterial agent) เชน ampicillin, penicillin-N ซ่ึงมีโครงสรางเปนวงเบตาแลคแทม 
(β-lactamring) ที่มีคุณสมบัติยับยั้งการสรางเปบติโดไกลแคนที่ผนังเซลลแบคทีเรีย โอลีนโดมัยซิน 
(oleandomycin) เปนสารพวกแมคโครไลด (macrolide) ผลิตโดย S. antibioticus (Swan, Rodriguez,  
Vilches, Mendez and Salas, 1994) ซ่ึงจะจับกับไรโบโซมและยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน 
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สารตอตานเชื้อรา (anti-fungal agent) เชน แคนดิซิดิน (candicidin) เปนสารพวกโพลีอีนแมค
โครไลด (polyene macrolide) ผลิตโดย S. griseus (Lechevalier, Acker, Corke, Haenseler and 
Waksman, 1953) มีฤทธิ์ตอผนังเซลลของเชื้อรา nystatin มีโครงสรางเปน polyene มีสมบัติฆาเชื้อรา
ไดหลายชนิด polyoxin มีโครงสรางเปน nucleoside มีผลตอการสรางผนังเซลลเชื้อรา  anthracycline 
นอกจากเปนสารตอตานเชื้อรายังเปนสารตอตานมะเร็งดวยโดยมีคุณสมบัติยับยั้งเอนไซม 
topoisomerase II ในเชื้อรา ทําใหไมสามารถเกิดการจําลองดีเอ็นเอได  
       นอกจากสารปฏิชีวนะแลว Streptomyces spp. ยังสรางสารตอตานมะเร็ง (anti-tumour agent) 
เชน บลีโอมัยซิน (bleomycin) เปนสารพวกไกลโคเปบไทด (glycopeptide) ผลิตโดย S. verticillus 
(Umezawa, Maeda, Takeuchi and Okami, 1966) มีผลทําใหสายดีเอ็นเอขาด limocrocin ยับยั้ง
เอนไซม reverse transcriptase ของไวรัสที่เปนสาเหตุของโรค สารปฏิชีวนะที่สรางโดยเชื้อ 
Streptomyces spp. ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียหลายชนิดแสดงในตารางที่ 2.2 และลักษณะของ
การออกฤทธิ์ของสารเหลานั้นแสดงดังตารางที่ 2.3 
 
ตารางที่ 2.2 สารปฏิชีวนะบางชนิดที่ผลิตจากเชื้อในสกุล Streptomyces spp. และฤทธิใ์นการยับยั้ง 
                    จุลินทรีย  (ที่มา : อนันต วงเจริญ, 2547) 

สารปฏิชีวนะ Streptomyces sp. ที่ผลิต เชื้อจุลินทรยีทีถู่กยับยั้ง 
Amphotericin B S. nodosus เช้ือรา 
Chloramphenicol S. venezuelae แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ ริกเกตเซีย และ

ไวรัส 
Erythromycin S. crythreus แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ และโปรโตซัว 
Kanamycin S. kanamyceticus แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ และโปรโตซัว 
Vancomycin S. orientalis แบคทีเรียแกรมบวก 
Aureomycin S. aureofaciens แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 
Streptomycin S. griseus แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 
Neomycin S. fradiae แบคทีเรียแกรมลบ 
Tetracycline S. rimosus แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ 
Novobiocin S. spheroids แบคทีเรียแกรมบวก 
Coumermycin S. rishiriensis แบคทีเรียแกรมบวก 
Clorobiocin S. roseochromogens แบคทีเรียแกรมบวก 
Lincomycin S. lincolnensis แบคทีเรยี 
Rapamycin S. hygroscopicus เช้ือรา 
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ตารางที่ 2.3 ลักษณะการออกฤทธิ์ของสารปฏิชีวนะที่ผลิตจากเชื้อ Streptomyces spp.  
สารปฏชิีวนะ ลักษณะการออกฤทธิ์ ชนิดของ 

Streptomyces sp. 
ท่ีมา 

Avermectin Antiparasitic S. avermitilis Burg, et al., 1979 

Anthracyclins Antitumor S. galileus Fujii and Ebizuka, 1997 

Bafilomycin ATPase-inhibitor of micro-
organisms, plant and animal 
cells 

S. griseus 
S. halstedii 

Werner, Hagenmaier,  Drautz, 
Baumgartner,   and Zahner, 
1984 
Frandberg, Petersson,  
Lundgren, and Schnurer, 
2000 

Chloramphenicol Antibacterial, inhibitor of 
protein biosynthesis 

S. venezuelae Bewick, Willianms, and 
Veltkamp, 1976 

Hygromycin Antimicrobial, 
immunosuppressive 

S. hygroscopicus Omura, Nakagawa,  
Fujimoto, Saito, Otoguro and 
Walsh, 1987 
Uyeda, Mizukami,  
Yokomizo, and Suzuki, 2001 

Lincomycin Antibacterial, inhibitor of 
protein biosynthesis 

S. lincolnensis Peschke, Schmidt, Zhang and 
Piepersberg, 1995 

Mitomycin C Antitumor, binds to double- 
stranded DNA 

S. lavendulae Mao, Varoglu and Sherman, 
1999 

Rapamycin Immunosuppressive, 
antifungal 

S. hygroscopicus Vezina, Kudelski and Sehgal,  
1975 

Streptomycin Antimicrobial S. griseus Egan, Wiener,  Kallifidas and 
Wellington, 1998 

Streptozotocin Diabetogenic S. achromogenes Herr, Jahnke and Argoudelis, 
1967 

Tetracyclines Antimicrobial S. aureofaciens 
S. rimosus 

Saleh, Mahmoud,  El-Haddad 
and Abdel-Fatah, 1985 
Hansen, Ferrari,  Sorensen,  
Veal and Sorensen, 2001 

Valinomycin Ionophor, toxic for 
prokaryotes and eukaryotes 

S. griseus Andersson, et al., 1998 
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Streptomyces spp. สามารถสรางสารที่ออกฤทธิ์เปนสารฆาแมลง (insecticidal agent) ไดแก 
นิกโกมัยซิน (nikkomycin) เปนสารพวกนิวคลีโอไซด (nucleoside) ผลิตโดย S. tendae (Muller, 
Further, Zahner and Rast, 1981) มีผลตอการสังเคราะหไคตินและสารในกลุม macrolide เชน 
avermectin ซ่ึงมีผลยับยั้งการลอกคราบของแมลง และยังพบสารฆาวัชพืช (herbicidal agent) เชน 
ไบอะลาฟอส (bialaphos) เปนสารพวกเปบไทด ผลิตโดย S. hygroscopicus มีผลตอเอนไซมกลูตา
มีนซินธีเทส (glutamine synthetase) (Tachibana and Kaneko, 1986) 

นอกจากนี้มีการนํา Streptomyces spp. ไปใชในการผลิตเอนไซมตาง ๆ ซ่ึงมีความสําคัญ
ทางดานอุตสาหกรรม และทางการแพทย เพราะมีความจําเพาะกับสับสเตรทและความคงตัวสูงกวา
เอนไซมจากแบคทีเรียหรือเชื้อราอ่ืน ๆ เชน เอนไซม glucose isomerase ซ่ึงมีคุณสมบัติในการ
เปล่ียนน้ําตาลกลูโคสเปนน้ําตาลฟรุกโตส ซ่ึงใหความหวานมากกวาน้ําตาลทรายหลายเทา 
(Crawford, Barder, Pometto and Crawford, 1982 ; McCarthy, 1987 ; Pasti-Grigsby, Paszczynski, 
Goszczynski, Crawford and Crawford, 1992) เอนไซมอ่ืนที่มีความสําคัญทางการคา เชน chitinase, 
cellulase, amylase, protease (Taguchi., Kojima, Terabe, Kumazawa, Suzuki, Miura And Momose, 
1997) xylanases (Wateewuthajam and Pinphanichakarn, 2000) และ lipases (Vujaklijal, 2003)  
 
2.8 เชื้อ Streptomyces spp. กับการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี 
 มีการศึกษาการใช Streptomyces spp. เพื่อควบคุมแบคทีเรียและเชื้อราที่กอโรคในมะเขือ
เทศ พบวาเมื่อนําเมล็ดของมะเขือเทศเคลือบดวยสปอรของสเตรปโตมัยสีทกอนนําไปปลูก สามารถ
ควบคุมเชื้อกอโรคไดดีที่สุด และจากการทดลองในสภาพหองทดลอง น้ําเล้ียงเชื้อของ S. pulcher  
หรือ S. canescens เขมขน 80 เปอรเซ็นต สามารถยับยั้งการงอกของสปอร F. oxysporum f.sp. 
lycopersici, Verticillium alboatrum และ A. solani (El-Abyad, EI-Abyad, EI-Shanshoury and EI-
Sabbagh, 1993) สารปฏิชีวนะที่ Streptomyces spp. สรางสวนใหญจะเปนสารตอตานแบคทีเรีย 
(Anti–bacterial agent) เชน โอลีนโดมัยซิน (Oleandomycin) เปนสารพวกแมคโครไลด (Macrolide) 
ผลิตโดย S. antibioticus (Swan, Rodriguez, Vilches, Mendez and Salas,1994) ซ่ึงจะไปจับกับ       
ไรโบโซม และยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน สาร clavams ผลิตโดย S. clavuligerus (Muller, Toome, 
Pruess, Blount and Weigele, 1983) สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมเบตาแลคแทมเมส (β-
lactamase) ที่ผลิตโดย Staphylococci และแบคทีเรียแกรมลบบางชนิด สเตรปโตมัยซินผลิตโดย S. 
griseus (Herzog, 1964) และนีโอมัยซิน (neomycin) ผลิตโดย S. fradiae (Sasarman, Horodniceanu, 
Gritaenco, Antohi and  Surdeanu, 1964) ออกฤทธิ์ตานแบคทีเรียแกรมลบชนิดแทงและกลมบาง
ชนิด รวมทั้งแบคทีเรียแกรมบวกชนิดกลมบางชนิด และยังมีผลตอ Mycobacterium tuberculosis 
ดวย นอกจากนี้ Blasticidin S ผลิตโดย S. griseochromogenes (Takeuchi, Hirayama, Ueda, Sakai 
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and  Yonehara, 1958) ตอตานเชื้อราและแบคทีเรียกอโรคพืชบางชนิด โดยยับยั้งการพัฒนาเสนใย  
การสังเคราะหโปรตีน การงอกของสปอรและการสรางสปอรของ Pyricularia oryzae โดยออกฤทธิ์
เหมือน organomercuric fungicide แตมีความเปนพิษนอยกวาสาร Kasugamycin ผลิตโดย S. 
kasuagensis และ S. kasugaspinus ออกฤทธิ์ตอตานยีสตและเชื้อรารวมทั้ง P. oryzae และแบคทีเรีย
บางชนิด เชน Pseudomonas โดยจะยับยั้งการพัฒนาเสนใยของ P. oryzae ในขาว ยับยั้งการ
สังเคราะหโปรตีน แตไมปรากฎวายับยั้งการงอกของสปอร (Sato, 1983) Polyoxin ผลิตโดย S. 
cacaoi  var. asoensis จะไปยับยั้งการสังเคราะหไคตินซึ่งเปนสวนประกอบของผนังเซลลของเชื้อรา 
และทําใหเซลลเกิดการบวม (Isono, Nagatsu, Kobinata, Sasaki and Suzuki, 1965) นอกจากนี้ 
Mahadevan และ Crawford (1997) พบวา S. lydicus WYEC108 สามารถสราง chitinase ซ่ึงมี
คุณสมบัติในการตอตานเชื้อราไดหลายชนิด โดยสารดังกลาวจะเขาไปยอยสลายผนังเซลลของเชื้อ
ราสาเหตุโรคพืช ขณะที่ Ranjeet et al., (2002) พบวา S. lydicus WYEC108 นอกจากสามารถควบ 
คุมโรคที่เกิดจากเชื้อราไดแลวยังสามารถเพิ่มขยายจํานวนบริเวณรอบรากตนถ่ัว (Pisum sativum) ได
ดี และไดมีการนํามาผลิตในชื่อการคา Actinovate (Brain and Deborah, 2002) เชน เดียวกับ S. 
griseoviridis ที่ไดนํามาใชควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคพืชหลายชนิดที่ติดมากับเมล็ดพันธุ เชน 
Alternaria sp., Stemphylium sp., Penicillium sp., Fusarium sp., Phoma sp., Helminthosporium sp. 
และ Botrytis sp. ซ่ึงไดนํามาผลิตในชื่อการคา Mycostop นอกจากนี้เชื้อยังสามารถเจริญไดบริเวณ
รอบรากพืช ทําใหมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืชเพิ่มมากขึ้น   

การศึกษาประสิทธิภาพของ Streptomyces spp. ในการปองกันกําจัดโรคพืชชนิดตาง ๆ 
แสดงดังตารางที่ 2.4 
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ตารางที่ 2.4 ตัวอยางการศึกษาการใช Streptomyces spp. ในการควบคุมโรคพืช 
Streptomyces sp. โรคพืช เชื้อสาเหตุ ท่ีมา 
Streptomyces sp. S99 Clubroot of crucifers Plasmodiophora brassicae Cheath, Kent 

and Gowers, 
2001 

Streptomyces sp. Fusarium wilt of tomato 
 
Fusarium crown rot of 
tomato 

Fusarium oxysporumf.sp. 
lycopersici 
F. oxysporum f.sp. radicis - 
lycopersici 

Kopperl and 
Mitchell, 1998 

Streptomyces sp. Bacterial leaf spot of pepper Xanthomonas campestris pv. 
vesicatoria 

Jones and 
Samac, 1996 

Streptomyces sp. Di-944 Damping-off of vegetables Rhizoctonia sp. Sabaratnam, 
2002 

S.  lydicus WYEC180 Seed and root rot Pythium ultimum Yuan and 
Crawford, 1995 

Streptomyces sp. 93 Damping-off of vegetables Phytophthora sp. Jones and 
Samac, 1996 

S. diastatochromogenes 
PonSSII 

Potato scab Streptomyces scabies Neeno, 2001 

Streptomyces sp. Basal rot of narcissus F. oxysporum f.sp. narcissi Lea, 1995 

S. viridodiasticus Basal drop Sclerotinia minor Tarabily, 2000 

Streptomyces sp. Stem rot of chrysanthemum Erwinia chrysanthemi Yesim, 2003 

Streptomyces sp. Root rot of soybean Phytophthora medicaginis, 
P. sojae 

Xiao, Kinkel 
and Samac, 
2001 

S. hygrosscopicus 10-22 Rice sheath blight 
Seedling blight 

Pellicularia sasakii 
P. filamentosa 

Pang, 2002 

S. exfoliatus Chocolate spot of faba bean Botrytis  fabae Mahmoud, 
Ebrahim and 
Aly, 2004 

Streptomyces sp. AMG-P1 Blights and rots of plant Phytophthora sp. 
Pythium sp. 

Lee, Kim, Kim, 
Choi, Park, 
Kim  and Jung,  
2005 

S. griseorubiginosus Fusarium wilt of banana Fusarium oxysporum f.sp. 
cubense 

Cao, Qiu, You, 
Tan  and Zhou, 
2005 

Streptomyces sp. Di-944 Damping – off of tomato Rhizoctonia solani Sabaratnam and 
Traquair, 2002 

Streptomyces sp. DAUFPE 
11470 and DAUFPE 14632 

Ear rot of maize Stenocarpella maydis Bressan and 
Figueiredo, 
2005 

 
 



บทที่ 3 
วิธีการดําเนินการวิจัย 

 
3.1  การแยกเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. จากดิน 

3.1.1 การเก็บตัวอยางดิน 
   สุมเก็บตัวอยางดินจากพื้นที่ปลูกองุนในฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี สวน

เกษตรกร อําเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา และอําเภอเมือง จังหวัดอุบลราชธานี ทั้งจากแปลงที่
มีและไมมีการแพรระบาดของโรค โดยสุมเก็บตัวอยางดินตามแนวเสนทแยงมุมในแปลงขนาด 30x 
30 เมตร ที่ความลึก 0-15 เซนติเมตร จํานวน 5 จุด ๆ ละ 500 กรัม รวมเปนหนึ่งตัวอยางตอหนึ่งพื้น 
ที่ปลูก แลวนํากลับหองปฏิบัติการเพื่อแยกเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp.  
 3.1.2 การแยกเชื้อ Bacillus spp.  
  แยกเชื้อ Bacillus spp. ตามวิธีการของ สุรางค สุธิราวุธ (2538) โดยวิธี streak plate 
method โดยช่ังตัวอยางดิน 20 กรัม ใสลงในบิกเกอรที่มีน้ํา 60 มิลลิลิตร คนใหละลายและใหความ
รอนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 10-20 นาที หรือ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากนั้นนํา
สารแขวนลอยดังกลาวมา streak บนอาหาร Bacillus Medium (ภาคผนวก) บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง 
ประมาณ 1-2 วัน เลือกเก็บโคโลนีที่เชื้อมีรูปรางของเซลลเปนทอนและเปนแกรมบวกเทานั้น จาก 
นั้นนํามาเลี้ยงใหเปนเชื้อบริสุทธิ์กอนเก็บเชื้อลงใน Nutrient Agar (NA) slant เพื่อไวทดลองตอไป 
 3.1.3 การแยกเชื้อ Streptomyces spp.  

  แยกเชื้อ Streptomyces  spp. ตามวิธีการของ วชิร ใจภักดี (2544) ซ่ึงมีขั้นตอนดังนี้ 
  3.1.3.1 การเตรียมตัวอยางดิน (pre-treatment) 
   นําตัวอยางดินมาทําใหแหง 2 วิธี คือ ผ่ึงลม 2-3 วัน หรืออบในตูอบอุณหภูมิ 
120 องศาเซลเซียส นาน 1-2 ช่ัวโมง จากนั้นนําตัวอยางดินมาตัวอยางละ 1 กรัม ละลายในน้ํากลั่นฆา
เชื้อปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที นาน 20 นาที นํามาบมในอางน้ําควบคุม
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 6 นาที  

3.1.3.2 การแยกเชื้อ Streptomyces spp. 
   นําสารแขวนลอยที่ผานการทํา pre-treatment มาเจือจางดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อ 
ทําการแยกเชื้อ Streptomyces spp. โดยวิธี spread plate method  บนอาหาร Starch Casein Agar 
(SCA) (ภาคผนวก) หรือ M3 Agar (ภาคผนวก) บมไวที่อุณหภูมิหอง (27-30 องศาเซลเซียส) เปน
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เวลา 1-4 สัปดาห เก็บโคโลนีที่มีลักษณะเฉพาะตัวของเชื้อ Streptomyces spp. คือเซลลคลายเสนใย
เชื้อราแตมีการเจริญเติบโตชา เมื่อสองดูดวยกลองจุลทรรศนเสนใยมีขนาดเล็กกวาเชื้อราเพื่อไว
ทดลองตอไป 
 

3.2 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในการ 
      ยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชในสภาพอาหารเลี้ยงเชื้อ (in vitro) 
 ทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp.ในการยับยั้งเชื้อรา 
Pythium aphanidermatum, Colletotrichum ampelinum และ Sclerotium rolfsii ซ่ึงเปนตัวแทนเชื้อ
ใน class เดียวกันกับเชื้อสาเหตุโรคองุนที่ตองการศึกษา คือโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิม 
เนื่องจากเชื้อโรคราน้ําคางและราสนิมไมสามารถเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อได และเชื้อ Sphaceloma 
ampelinum สาเหตุโรคสแคบ เจริญไดชามากจึงตองทําการทดสอบกับเชื้อที่สามารถเจริญไดดีบน
อาหารทดสอบ โดยวิธี dual culture บนอาหาร PDA โดยเลี้ยงเชื้อราสาเหตุโรคพืชที่ทดสอบบน
อาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เปนเวลา 5-7 วัน เล้ียงเชื้อ Bacillus spp. บนอาหาร NA เปนเวลา 1-2 วัน และ 
Streptomyces spp. บนอาหาร Oatmeal Agar (OA) (ภาคผนวก) เปนเวลา 10-14 วัน ใช cork borer 
ขนาดเสนผาศูนย กลาง 0.4 เซนติเมตร เจาะบริเวณขอบโคโลนีของเชื้อราแตละชนิด ยายชิ้นวุน 2 
ช้ิน ของเชื้อราสาเหตุโรคพืชลงบนอาหาร PDA แลวปลูกเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. 
ในดานตรงขามเวนระยะหางเทากันโดยทําแยกกันแตละเชื้อ ใชแผนการทดลองแบบ Completely 
Randomized Design (CRD) ทํา 4 ซํ้า บมเชื้อไวที่อุณหภูมิหอง (27-30 องศาเซลเซียส) ยายชิ้นวุน
ของเชื้อแตละชนิดลงบนอาหาร PDAโดยปลอยใหเจริญเปนอิสระเพื่อใชเปรียบเทียบ (control) 
บันทึกผลการทดลองโดยวัดเสนผาศูนยกลางโคโลนีของเชื้อโรคในจานอาหารเลี้ยงเชื้อรวมและใน
จาน control 
 ประเมินศักยภาพเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. แตละไอโซเลต โดยคํานวณหา
เปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญเติบโต (Percent Inhibition of Diameter Growth = PIDG) ตามวิธีการของ 
เกษม สรอยทอง (2532) ดังนี้ 

PI  =  (D1 – D2)/D1 x 100   โดย  
D1  =  เสนผาศูนยกลางโคโลนีของเชื้อโรคใน control 
D2  =  เสนผาศูนยกลางโคโลนีของเชื้อโรคในจานอาหารเลี้ยงเชื้อรวม 

ทําการเปรียบเทียบระดับการเกิดกิจกรรมของจุลินทรียตอตาน โดยใหเปนระดับคะแนนดังนี้ 
4  =  > 75 PIDG (Very high antagonistic activity) 
3  =  61-75 PIDG (High antagonistic activity) 
2  =  51-60 PIDG (Moderate antagonistic activity) 
1  =  < 50 PIDG (Low antagonistic activity) 
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3.3 การทดสอบผลกระทบของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ตอใบองุน 
 3.3.1 การเตรียมเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. 
   นําเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ที่มีประสิทธิภาพดีในการยับยั้งเชื้อรา
สาเหตุโรคพืช  5 อันดับแรก จากขอ 3.2 และ B.  subtilis ที่ผลิตในรูปของการคา มาเลี้ยงในอาหารที่
เหมาะสมใหอยูในระยะ log phase (เชื้อ Bacillus spp. อายุ 1-2 วัน สําหรับเชื้อ Streptomyces spp. 
อายุ 5 วัน) และ stationary phase (เชื้อ Bacillus spp. อายุ 2-3 วัน และเชื้อ Streptomyces spp. อายุ 14 
วัน) จากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ดวยความเร็ว 5000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แยก
ตะกอนของเชื้อออกเพื่อนํามาทําเปนcell suspensions เพื่อไวทดลองตอไป นําสวนน้ําใส 
(supernatant) ที่ไดไปกรองผานเยื่อกรองที่มีรูกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร เก็บไวเพื่อทดสอบ
ตอไป 
 3.3.2 การเตรียม cell suspensions ของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. 
  นํา cell suspensions ของเชื้อ Bacillus spp., B. subtilis  และ Streptomyces spp. 
จากขอ 3.3.1. มาปรับระดับความเขมขนใหมีระดับความเขมขน 109 เซลลตอมิลลิลิตร (โดยนําสาร
แขวน ลอยของเชื้อปรับปริมาณโดยใชคาดูดซับแสง OD600nm เทากับ 0.4 สําหรับเชื้อ Bacillus spp. 
และ OD600nm เทากับ 70 สําหรับเชื้อ Streptomyces spp.) (Harris and Adkins, 1999 ; Xiao,Kinkel 
and Samac, 2001) เก็บไวทดสอบตอไป 
 3.3.3 การตรวจสอบผลของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ตอใบองุน 
  เพื่อเปนการทดสอบผลกระทบของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ตอ
ใบองุน กอนนําไปใชในการควบคุมโรคพืช นําสวน cell suspensions (จากการเตรียมในขอ 3.3.2) 
และ culture filtrate (จากการเตรียมในขอ 3.3.1) ฉีดพนบนใบองุนพันธุไวทมะละกาในสภาพใบตัด 
(detached leaf) บมไวที่อุณหภูมิ 25-27 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 วัน เปรียบเทียบกับการใชน้ํา
กล่ันฆาเชื้อ สังเกตการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นบนใบองุน 
  

3.4 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในรูปของ    
      cell suspensions ในการยับยั้งโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน 
 นํา cell suspensions ของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp ในแตละระยะการเจริญ 
เติบโต ที่ไดจากการเตรียมในขอ 3.3.2 มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเกิดโรคในองุน
พันธุไวทมะละกาในสภาพใบตัด โดยฉีดพนเชื้อปฏิปกษกอนทําการปลูกเชื้อราสาเหตุโรค 24 
ช่ัวโมง ปลูกเชื้อราสาเหตุโรคโดยการหยดลงบนใบจํานวน 10 หยดตอใบ ปริมาตร 2 ไมโครลิตรตอ
หยด วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) จํานวน 4 ซํ้า โดยการ
ทดลองทําแยกกันอยางอิสระในแตละระยะการเจริญเติบโตและแตละเชื้อ โดยมีรายละเอียดดังนี้ 
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 3.4.1 การทดสอบเชื้อ Bacillus spp. ในการยับยั้งโรคราน้ําคาง   
  1. เชื้อ Bacillus Isolate ที่ 1 กับ เชื้อ P. viticola   
  2. เชื้อ Bacillus Isolate ที่ 2 กับ เชื้อ P. viticola 
  3. เชื้อ Bacillus Isolate ที่ 3 กับ เชื้อ P. viticola 
  4. เชื้อ Bacillus Isolate ที่ 4 กับ เชื้อ P. viticola 
  5. เชื้อ Bacillus Isolate ที่ 5 กับ เชื้อ P. viticola 
  6. เชื้อ B.  subtilis. กับ เชื้อ P. viticola 
  7. น้ํากลั่นฆาเชื้อ กับ เชื้อ P. viticola (control) 

 บมไวที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7-21 วัน ทําการนับจํานวนแผลที่
เกิดบนใบเมื่อวิธีการควบคุม (control) แสดงอาการของโรค วัดขนาดแผลเฉลี่ย และนับจํานวน
สปอรของเชื้อราสาเหตุโรค 
 3.4.2 การทดสอบเชื้อ Bacillus spp. ในการยับยั้งโรคสแคบ (S. ampelinum)และโรคราสนิม 
(Ph. ampelopsidis) ใชวิธีการและการเก็บขอมูลเหมือนกับขอ 3.4.1 
  3.4.3 การทดสอบเชื้อ Streptomyces spp ในการยับยั้งโรคราน้ําคาง (P. viticola), โรค 
สแคบ (S. ampelinum) และโรคราสนิม (Ph. ampelopsidis) ใชวิธีการและเก็บขอมูลเหมือนกับขอ 
3.4.1 แตไมใช  B. subtilis เปนตัวเปรียบเทียบ 
 3.4.4 การหาระดับความเขมขนของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ท่ีเหมาะสม
ตอการยับยั้งโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน 

 นําสวนของ cell suspensions ของเชื้อ Bacillus spp.และ Streptomyces spp. (ในแต
ละระยะการเจริญเติบโต) ที่มีศักยภาพดีที่สุดในการยับยั้งโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน 
มาปรับระดับความเขมขนตาง ๆ กัน คือ 105, 107, 109 และ 1011 เซลลตอมิลลิลิตร ฉีดพนบนใบองุน
พันธุไวทมะละกากอนปลูกเชื้อราสาเหตุโรค เปรียบเทียบกับการใชน้ํากลั่นฆาเชื้อ วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD จํานวน 4 ซํ้า บมไวที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7-21 วัน ทําการนับ
จํานวนแผลที่เกิดขึ้นบนใบเมื่อวิธีการควบคุม (control) แสดงอาการของโรค วัดขนาดแผลเฉลี่ย 
และนับจํานวนสปอรของเชื้อราสาเหตุโรคตอใบ  
 
3.5 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในรูปของ   
      culture filtrate  ในการยับยั้งโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน  

การวางแผนการทดลอง วิธีการและการเก็บขอมูลเหมือนกับขอ 3.4 ถึง 3.4.3 โดยใช culture 
filtrate (จากการเตรียมในขอ 3.3.1) แทน cell suspensions 
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3.6 การทดสอบผลกระทบของการใชเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. รวมกัน 
      ในการยับยั้งโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน  

นําเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ไอโซเลตที่มีศักยภาพดีที่สุดในการ
ควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคในองุนแตละชนิดในการทดลองที่ 3.4 และ 3.5 ฉีดพนบนใบองุนพันธุ
ไวทมะละกา พรอมกันกอนทําการปลูกเชื้อราสาเหตุโรคทั้ง 3 ชนิด เปรียบเทียบกับการใชเชื้อ 
Bacillus spp. หรือ Streptomyces spp. อยางเดียว วางแผนการทดลองแบบ CRD จํานวน 4 ซํ้า 
บมไวที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7-21 วัน ทําการนับจํานวนแผลที่เกิดขึ้น วัด
ขนาดแผล และนับจํานวนสปอรของเชื้อราสาเหตุโรคพืชตอใบ เมื่อวิธีการควบคุม (control) 
แสดงอาการของโรค  
 

3.7 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมยอยสลายเชิงกึ่งปริมาณ 
นําเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง

โรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิม จากขอ 3.4 และ 3.5 มาทําการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม 
ไดแก chitinase, protease และ β-1, 3-1, 4-glucanase  
 3.7.1 การทดสอบกิจกรรมของเอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanase 
 ทดสอบในจานอาหารเลี้ยงเช้ือโดยใช Water Agar ผสม 0.05% Lichenan 
(ภาคผนวก) เปน medium โดยเจาะวุนใหเปนหลุมดวย cork borer ขนาดเสนผาศูนย กลาง 0.5 
เซนติเมตร จํานวน 4 หลุมตอจานอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นนําสวน culture filtrate ของเชื้อ Bacillus 
spp. หยอดลงในหลุม จํานวน 20 ไมโครลิตรตอหลุม บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 18 ช่ัวโมง 
ตรวจผลโดยการเท 0.1% Congo red ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ทิ้งไว 5 นาที ถามีวงใสรอบ ๆ หลุมวุนที่
หยอด culture filtrate แสดงวาเชื้อสามารถสรางเอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanase ไดใหผลเปนบวก ถา
เปนสีแดงทั้งหมดแสดงวาไมมีกิจกรรมของเอนไซมใหผลเปนลบ ทําการเปรียบเทียบกับกรรมวิธี
ควบคุมที่ใชน้ํากลั่นฆาเชื้อ 
  การทดสอบกิจกรรมของเอนไซมในเชื้อ Streptomyces spp. กระทําโดยนําเชื้อ 
Streptomyces spp. มาเลี้ยงบนอาหาร M9 medium agar ผสม 0.05% Lichenan (ภาคผนวก) บมไวที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3-5 วัน ตรวจผลโดยใชวิธีการเดียวกับที่ใชกับเชื้อ Bacillus spp.   
 3.7.2 ทดสอบกิจกรรมของเอนไซม Protease  
  ทดสอบในจานอาหารเลี้ยงเชื้อโดยใช Water Agar ผสม 1% gelatin (ภาคผนวก) ที่
ละลายใน 0.1M Phosphate buffer, pH 7.0 เปน medium ในการทดสอบ โดยเจาะวุนใหเปนหลุมดวย 
cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร จํานวน 4 หลุมตอจานอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นนํา
สวน culture filtrate ของเชื้อ Bacillus spp. หยอดลงในหลุม จํานวน 40 ไมโครลิตรตอหลุม บมไวที่
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อุณหภูมิหอง เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ตรวจผลโดยการราดสารละลายแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 
((NH4)2SO4) ที่อ่ิมตัวลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ถามีวงใสรอบ ๆ หลุมวุนที่หยอด culture filtrate แสดง
วาเชื้อสามารถสรางเอนไซม protease ยอยโปรตีนไดใหผลเปนบวก ทําการเปรียบเทียบกับกรรมวิธี
ควบคุมที่ใชน้ํากลั่นฆาเชื้อ 

  การทดสอบกิจกรรมของเอนไซมในเชื้อ Streptomyces spp. กระทําโดยนําเชื้อ 
Streptomyces spp. มาเลี้ยงบนอาหาร M9 medium agar ผสม 1% gelatin (ภาคผนวก) ที่ละลายใน 
0.1M Phosphate buffer, pH 7.0 บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3-5 วัน ตรวจผลโดยใชวิธีการ
เดียวกับที่ใชกับเชื้อ Bacillus spp.   
  3.7.3 ทดสอบกิจกรรมของเอนไซม Chitinase 

ทดสอบในจานอาหารเลี้ยงเชื้อโดยใช Water Agar ผสม 2.4% colloidal chitin 
(ภาคผนวก) pH 6.0 เปน medium ในการทดสอบ โดยเจาะวุนใหเปนหลุมดวย cork borer ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร จํานวน 4 หลุมตอจานอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นนําสวน culture 
filtrate ของเชื้อ Bacillus spp. หยอดลงในหลุม จํานวน 40 ไมโครลิตรตอหลุม บมไวที่อุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 5 วัน ตรวจผลโดยการราด 0.1% Congo red ใหทวมอาหารถามีวงใสรอบหลุมวุนที่หยอด 
culture filtrate แสดงวาเชื้อสามารถสรางเอนไซม chitinase ออกมายอย chitin ไดใหผลเปนบวก ถา
เปนสีแดงทั้งหมดแสดงวาไมมีกิจกรรมของเอนไซมใหผลเปนลบ ทําการเปรียบเทียบกับกรรมวิธี
ควบคุมที่ใชน้ํากลั่นฆาเชื้อ   
   การทดสอบกิจกรรมของเอนไซมในเชื้อ Streptomyces spp. กระทําโดยนําเชื้อ 
Streptomyces spp. มาเลี้ยงบนอาหาร M9 medium agar ผสม 2.4% colloidal chitin (ภาคผนวก) pH 
6.0 บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 วัน ตรวจผลโดยใชวิธีการเดียวกับที่ใชกับเชื้อ Bacillus spp. 
 
3.8 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
 นําผลการทดลองในขอ 3.4-3.7.3 มาวิเคราะหขอมูลของแตละกรรมวิธีโดยใชโปรแกรม
วิเคราะหทางสถิติ SPSS for Windows V.13.0 ตามแผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบ เทียบ
คาเฉลี่ยระหวางกรรมวิธีทดลองโดยวิธีการของ Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
 
3.9 การระบุชนิดของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ท่ีผานการคัดเลือก 

3.9.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมี 
 นําเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพในการ   

ยับยั้งโรคพืชทั้ง 3 ชนิด จากขอ 3.4 มาทําการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทาง
ชีวเคมี ดังตอไปนี้ 
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 3.9.1.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
   นําเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. มาศึกษาลักษณะโคโลนีบน

อาหาร NA และอาหาร OA ตามลําดับ บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 48 ช่ัวโมง สําหรับเชื้อ Bacillus 
spp. และ 5-7 วัน สําหรับเชื้อ Streptomyces spp. ศึกษาลักษณะโคโลนี  สีโคโลนี รูปรางและขนาด
ของเซลล การผลิตสปอร ภายใตกลองจุลทรรศน 
 

  3.9.1.2 การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี  
   3.9.1.2.1 การติดสีแกรม 
    การทดสอบการติดสีแกรม กระทําตั้งแตระยะการคัดเลือกเชื้อ
เบื้องตน โดยนําเชื้อแตละไอโซเลตมาเกลี่ยเปนผิวบาง (smear) บนแผนสไลดที่สะอาด ปลอยให
แหง จากนั้นตรึงดวยความรอนโดยผานเปลวไฟ 2-3 ครั้ง หยด crystal violet บนรอยเกลี่ยของเชื้อ
ใหทวม ทิ้งไว 1 นาที แลวเทสีทิ้ง หยดสารละลาย Lugol’s iodine ทิ้งไว 1 นาที ลางสีออกดวย
เอทิลแอลกอออล 95 เปอรเซ็นต ทิ้งไวประมาณ 15 วินาที ลางน้ําสะอาด หยด safranin บนรอย
เกลี่ย ประมาณ 15-30 วินาที ลางน้ําและซับใหแหง ตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน ที่กําลังขยายของ
เลนสวัตถุ 100 เทา ถาเชื้อแบคทีเรียเปนแกรมบวกจะติดสีมวงของ crystal violet และแกรมลบจะ
ติดสีแดงของ safranin  
   3.9.1.2.2 การทดสอบคุณสมบัติในการยอยแปง (Starch hydrolysis test) 
    นําเชื้อแตละไอโซเลต อายุ 24-48 ช่ัวโมง ปลูกเชื้อบนผิวหนา
อาหาร starch agar (ภาคผนวก) บมเชื้อ 24 ช่ัวโมง ทดสอบการไฮโดรไลซแปง โดยเท Lugol’s 
iodine ใหทวมผิวอาหาร ถามีการไฮโดรไลซแปงจะเกิดโซนใสรอบโคโลนีของแบคทีเรีย เนื่องจาก
แปงบริเวณนั้นถูกไฮโดรไลซหมดไป (แสดงผลบวก) สวนเชื้อที่ไมสามารถไฮโดรไลซแปงจะเปน
สีน้ําเงินเชนเดียวกับจานเปรียบเทียบ (ไมไดปลูกเชื้อ)     
    3.9.1.2.3  การทดสอบแคตาเลส (Catalase Test) 
    เปนการศึกษาความสามารถของแบคทีเรียในการสลาย H2O2 โดย
เอนไซมแคตาเลสซึ่งเปนเอนไซมในระบบหายใจของแบคทีเรียที่ใชออกซิเจนเปนโมเลกุลรับ
อิเล็กตรอน ปฏิกิริยาของอิเล็กตรอนกับออกซิเจนจะทําใหเกิดเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 
ซ่ึงเปนพิษตอเซลล แตแบคทีเรียจะมีเอนไซมแคตาเลสไปทําลาย H2O2 ใหเปนน้ํากับกาซออกซิเจน 
แบคทีเรียพวกนี้จึงเจริญในสภาพที่มีออกซิเจนได โดยไมเปนอันตราย การทดสอบกระทําโดยนํา
เชื้อแตละไอโซเลต ที่เล้ียงบนอาหาร NA บมที่อุณหภูมิหอง อายุ 18-24 ช่ัวโมง เขี่ยเชื้อลงบนแผน
สไลดที่มี 3% H2O2 1 หยด ผสมใหเขากัน ถาเกิดฟองแกสแสดงผลเปนบวก ถาไมเกิดฟองแสดงผล
เปนลบ  
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   3.9.1.2.4 การทดสอบการยอยเคซีน (Casein Test) 
    นําเชื้อเล้ียงบนอาหาร casein agar (ภาคผนวก) บมเชื้อที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 สัปดาห ตรวจดูการยอยสลายเคซีน ทุก 2-3 วัน โดยดูจากวงใสรอบๆ 
บริเวณที่เชื้อเจริญหรือตรงใตโคโลนี 
   3.9.1.2.5 การทดสอบการยอยเจลาติน (Gelatin Liquefaction Test) 

นําเชื้อเล้ียงในอาหาร gelatin media (ภาคผนวก) ในลักษณะ stab 
บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 4 สัปดาห ตรวจดูการยอยเจลาตินทุกสัปดาห โดยนําหลอดเลี้ยงเชื้อไป
บมในตูเย็นเปนเวลา 30 นาที ถึง 1 ช่ัวโมง ถาแข็งตัวแสดงวาเจลาตินยังไมถูกยอย ใหนําอาหารนั้น
ไปบมตอ และทดสอบซ้ําในสัปดาหตอไป ถาเจลาตินอยูในสภาพเหลวหลังจากนําเขาตูเย็นแสดงผล
เปนบวก 
   3.9.1.2.6 การทดสอบการหมักคารโบไฮเดรต (Carbohydrate Fermentation 
Test) 
    นําเชื้อ Bacillus spp. แตละไอโซเลตเลี้ยงในอาหาร carbohydrate 
fermentation broth (ภาคผนวก) ซ่ึงใช Andrade’s เปน indicator (ภาคผนวก) ผสมสารละลายน้ําตาล
ที่ผานการทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผาน membrane ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ไดแก glucose  
xylose, maltose, lactose, fructose, sucrose และ manitol บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24-48 
ช่ัวโมง ดูการเปลี่ยนสีของอาหาร และการเกิดแกสในหลอดดักแกส แสดงผลบวกหากอาหารเปลี่ยน
จากสีน้ําตาลเปนสีแดง แตไมมีแกสในหลอดดักแกส แสดงวาเชื้อหมักคารโบไฮเดรตแลวไดเฉพาะ
กรดหรืออาหารเปลี่ยนจากสีน้ําตาลเปนสีแดงและมีแกสในหลอดดักแกส แสดงวาเชื้อหมัก
คารโบไฮเดรตแลวไดกรดและแกส แสดงผลลบหากอาหารไมเปลี่ยนสีคือเปนสีน้ําตาลเหมือนเดิม 
แสดงวาเชื้อไมสามารถหมักคารโบไฮเดรตได 
   3.9.1.2.7 การทดสอบการใชคารโบไฮเดรตเปนแหลงคารบอน 
    เล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. บนอาหาร OA บมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส นาน 5-7 วัน จากนั้นใช loop แตะสปอรของเชื้อมาขีดเปนแนวตรง 2 แนว บนผิว 
หนาอาหาร basal mineral salts medium (ภาคผนวก) ซ่ึงเติมคารโบไฮเดรตชนิดตาง ๆ ไดแก D-
glucose, fructose, manitol, inositol, sucrose, xylose ความเขมขนสุดทาย 1 เปอรเซ็นต บมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10-14 วัน ตรวจผลโดยใช D-glucose เปน positive control 
และอาหาร basal mineral salts medium ที่ไมเติมแหลงคารบอนเปน negative control ถาการเจริญ
ของเชื้อมาก กวา negative control ใหผลเปนบวก ถาเชื้อเจริญนอยกวาหรือเทากับ negative control 
ใหผลเปนลบ และถาเชื้อเจริญมากกวา negative control เล็กนอยใหผลการทดลองเปนบวก/ลบ  
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   3.9.1.2.8 การทดสอบความสามารถในการทนเกลือ ความรอน และความ
เปนกรด – ดาง 
   การทนเกลือ 
     เล้ียงเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ในอาหาร Nutrient Agar ที่
ระดับความเขมขนของ NaCl 2, 5, 7 และ 10  เปอรเซ็นต (w/v) อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตรวจผล
ภาย ในเวลา 7  วัน 

เล้ียงเชื้อ Streptomyces spp. ในอาหาร Waksman Agar (ภาคผนวก) 
ที่ระดับความเขมขนของ NaCl  4, 7, 10 และ 13 เปอรเซ็นต (w/v) อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตรวจ
ผลภายใน 2 สัปดาห   
   การทนความรอน 
    เล้ียงเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ในอาหาร Nutrient Agar นําไป
เล้ียงในตูบมที่ระดับอุณหภูมิ 5, 10, 30, 40, 50, 55 และ 65 องศาเซลเซียส pH 7 ตรวจผลภายใน 7 
วัน 

เล้ียงเชื้อ Streptomyces spp. ในอาหาร Waksman Agar นําไป
เล้ียงในตูบมที่ระดับอุณหภูมิ 4, 10, 37 และ 45 องศาเซลเซียส pH 7 ตรวจผลภายใน 2 สัปดาห 
   การทนความเปนกรด ดาง 
    เล้ียงเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ในอาหาร Nutrient Agar pH  
5.5, 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5 และ 9 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตรวจผลภายใน 2 สัปดาห  
    เล้ียงเชื้อ Streptomyces spp.ในอาหาร Waksman Agar pH 4, 5, 7 
และ 9 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตรวจผลภายใน 2 สัปดาห 

3.9.1.3 การระบุชนิดของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp.  โดยวิธี Polymerase 
Chain Reaction (PCR) 

  การยืนยันชนิดเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ที่มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อโรคขององุน กระทําโดยใช primer ที่เฉพาะเจาะจงสําหรับ 16S 
rDNA ของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในการเพิ่มปริมาณชิ้นของ DNA โดยวิธี PCR 
ซ่ึงมีรายละเอียดดังนี้ 
   3.9.1.3.1 การเตรียมเชื้อและดีเอ็นเอของเชื้อ Bacillus spp.   
    เล้ียงเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งโรค
พืชทั้ง 3 ชนิด จากขอ 3.4 ในอาหาร NB ปริมาตร 25 มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็ว 125 รอบตอนาทีที่
อุณหภูมิ หอง เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง ดูดสารแขวนลอยแบคทีเรีย 1.5 มิลลิลิตร ใสใน microcentifuge 
tube นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 5,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ลางตะกอนเซลลดวย TEN 
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buffer 500 ไมโครลิตร (ภาคผนวก) เติม 20% sucrose ใน TEN buffer 200 ไมโครลิตร, 10% SDS 100 
ไมโครลิตร, lysozyme 20 ไมโครลิตร, RNase 32 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง เติม 5M NaCl 75 ไมโครลิตร และ 10% SDS 100 ไมโครลิตร ผสมให
เขากันโดยการพลิกหลอดกลับไปมาเบา ๆ เติม phenol : chloroform : Isoamyl alcohol (25 : 24 : 1) 
500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 
เก็บน้ําใสสวนบนใสลงใน microcentifuge tube ทําการตกตะกอนดีเอ็นเอดวย เอทธานอล 95 
เปอรเซ็นต ปริมาณหนึ่งเทาตัว ผสมกับ 3M sodium acetate (ปริมาณ 1 : 10) บมที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ลางตะกอน
ดีเอ็นเอดวย เอทธานอล 70 เปอรเซ็นต ประมาณ 400 ไมโครลิตร นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
14,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ผ่ึงตะกอนใหแหงที่อุณหภูมิหอง ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE 
buffer  (ภาคผนวก) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอ ที่สกัดได
ดวยเทคนิค gel electrophoresis บน 1 เปอรเซ็นต agarose gel เก็บดีเอ็นเอไวที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เพื่อใชในการศึกษาตอไป 
   3.9.1.3.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวนของ 16S rDNA ดวยเทคนิค 
Polymerase chain reaction (PCR)  
    นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาเพิ่มปริมาณในสวนของไรโบโซมอลดี
เอ็นเอ บริเวณ 16S rDNA ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (polymerase chain reaction; PDR) โดยใช 
ไพรเมอร(B-K1/F, 5´-TCACCAAGGCRACGATGCG-3´) และ(B-K1/R1, 5´-CGTATTCACC 
GCGGCATG-3´) (Wu, Walker, Hornitzky and Chin, 2005) ผสมสวนประกอบตาง ๆ ที่ใชใน
ปฏิกิริยาดังนี้ genomic DNA 0.25 ไมโครลิตร, 5X PCR buffer 2 ไมโครลิตร, 2.5 mM dNTP 2 
ไมโครลิตร, B-K1/F primer (20 pMol) 0.5 ไมโครลิตร, B-K1/R1 primer (20 pMol) 0.5 ไมโครลิตร
, 25 mM MgCl2 1.5 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase 0.2 ไมโครลิตร ปรับปริมาณใหได 25 
ไมโครลิตร ดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อ นําไปเขาเครื่อง Thermal cycle ที่สภาวะ 94 องศาเซลเซียส 3 นาที 
จํานวน 1 รอบ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 63 องศาเซลเซียส 30 วินาที 72 องศาเซลเซียส 2 นาที 
จํานวน 25 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที จํานวน 1 รอบ  

 ตรวจวิเคราะหการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี gel electrophoresis 
บน 1 เปอรเซ็นต agarose gel ใน 1X TBE ภายใตกระแสไฟฟา 100 โวลต 30 นาที และนําผลิตภัณฑ 
PCR ไปหาลําดับนิวคลีโอไทด (sequence) โดยการสงไปยัง Macrogen Service Center Advancing 
through Genomics ประเทศเกาหลี จากนั้นนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปตรวจสอบกับขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดที่มีการศึกษาและเปนฐานขอมูลสาธารณะของ GenBank ในเว็บไซด 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST ซ่ึงทําใหสามารถจําแนกชนิดของเชื้อ Bacillus แตละไอโซเลตได 
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จากนั้นนําลําดับนิวคลีโอไทดแตละไอโซเลตและจาก GenBank มาวิเคราะหความ สัมพันธทาง
พันธุกรรมจากคาความแตกตางทางพันธุกรรม โดยโปรแกรม Multiple Sequence Alignment by 
CLUSTALW จากทางเว็บไซด http://align.genome.jp 

3.9.1.3.3 การเตรียมเชื้อและดีเอ็นเอของเชื้อ Streptomyces spp. 
     เล้ียงเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งโรคขององุนทั้ง 3 ชนิด จากขอ 3.3 ในอาหาร Yeast extract malt extract broth 
(YEMEB)(ภาคผนวก) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็ว 125 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปน
เวลา 5-7 วัน ดูดสารแขวนลอยแบคทีเรีย 1.5 มิลลิลิตร ใสใน microcentifuge tube นําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที นาน 4 นาที ลางตะกอนเซลล ดวย TEN buffer 500 ไมโครลิตร 
จากนั้นเติม TE buffer ที่มี lysozyme 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 500 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง เติม 10% SDS 75 ไมโครลิตร และ 5M NaCl ปริมาณ 125 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการพลิกหลอดกลับไปมาเบาๆ นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
14,000 รอบตอนาที นาน 6 นาที บมที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที ในน้ําอุนอุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส นาน 3 นาที และในน้ําแข็ง นาน 10 นาที เติม RNase ความเขมขนสุดทาย 200 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นํามาบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เติม 
proteinase K ความเขมขนสุดทาย 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นํามาบมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เติม phenol : chloroform : Isoamyl alcohol  (25 : 24 : 1) ปริมาตรหนึ่ง
เทา นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที นาน 4 นาที เก็บน้ําใสสวนบนใสลงใน 
microcentifuge tube ทําการตกตะกอนดีเอ็นเอดวย เอทธานอล 99.9 เปอรเซ็นต ปริมาณหนึ่งเทาตัว 
บมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 1 คืน นํามาปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว
รอบ 14,000 รอบตอนาที 10 นาที ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย เอทธานอล 70 เปอรเซ็นต ประมาณ 400 
ไมโครลิตร นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ผ่ึงตะกอนใหแหงที่
อุณหภูมิหอง ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตรวจสอบคุณภาพและ
ปริมาณของดีเอ็นเอ ที่สกัดไดดวยเทคนิค gel electrophoresis บน 1 เปอรเซ็นต agarose gel เก็บดี
เอ็นเอไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการศึกษาตอไป 
   3.9.1.3.4 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวนของ 16S rDNA ดวยเทคนิค 
Polymerase chain reaction (PCR)      

    นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาเพิ่มปริมาณในสวนของไรโบโซมอลดีเอ็นเอ 
บริเวณ 16S rDNA ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (polymerase chain reaction; PCR)โดยใชไพรเมอร 
STR1F (5´-TCACGGAGAGTTTGATCCTG-3´) และ STR1530R (5´-AAGGAGAT CCAGCCGCA-
3´) (เทพิน เดชนันทรัตน, 2546) ผสมสวนประกอบตาง ๆ ที่ใชในปฏิกิริยาดังนี้ genomic DNA 0.25 
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ไมโครลิตร, 5X PCR buffer 4 ไมโครลิตร, 2.5 mM dNTP 1.6 ไมโครลิตร,  STR1F primer (20 pMol) 0.5 
ไมโครลิตร, STR1530R primer (20 pMol) 0.5 ไมโครลิตร, 25 mM MgCl2 1.2 ไมโครลิตร, Taq DNA 
polymerase 0.25 ไมโครลิตร ปรับปริมาณใหได 20 ไมโครลิตร ดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อ นําไปเขาเครื่อง 
Thermal cycle ที่สภาวะ 94 องศาเซลเซียส 4 นาที จํานวน 1 รอบ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 55 องศา
เซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จํานวน 31 รอบ และ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 55 องศา
เซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 4 นาที จํานวน 1 รอบ  

 ต ร ว จ วิ เ ค ร า ะห ก า ร เ พิ่ ม ป ริ ม าณดี เ อ็ น เ อ ด ว ย วิ ธี  gel 
electrophoresis บน 1 เปอรเซ็นต agarose gel ใน 1X TBE ภายใตกระแสไฟฟา 100 โวลต 30 นาที 
และนําผลิตภัณฑ PCR ไปหาลําดับนิวคลีโอไทด (sequence) โดยการสงไปยัง Macrogen Service 
Center Advancing through Genomics ประเทศเกาหลี จากนั้นนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไป
ตรวจสอบกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่มีการศึกษา และเปนฐานขอมูลสาธารณะของ GenBank ใน
เว็บไซด http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST ซ่ึงทําใหสามารถจําแนกชนิดของเชื้อ Streptomyces 
แตละ  ไอโซเลตได จากนั้นนําลําดับนิวคลีโอไทดแตละไอโซเลตและจาก GenBank มาวิเคราะห
ความ สัมพันธทางพันธุกรรมจากคาความแตกตางทางพันธุกรรม โดยโปรแกรม Multiple Sequence 
Alignment by CLUSTALW จากทางเว็บไซด http://align.genome.jp 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 การแยกเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. จากดิน 
 4.1.1 การแยกเชื้อ Bacillus spp. 
  จากการเก็บตัวอยางดินจากพื้นที่ปลูกองุน จํานวน 2 แหลงคือ ฟารมมหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี และอําเภอปากชอง จังหวัดนคราชสีมา จากแปลงที่มีและไมมีการแพรระบาด
ของโรค ทําการแยกเชื้อโดยวิธี streak plate method บนอาหาร Bacillus Medium พบเชื้อ Bacillus 
spp. ทั้งหมด 135 ไอโซเลต โดยจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี แยกได 55 ไอโซเลต จาก
แปลงที่ไมมีการแพรระบาดของโรค จํานวน 24 ไอโซเลต (code SN) และแปลงที่มีการแพรระบาด
ของโรค จํานวน 31 ไอโซเลต (code SD) จากพื้นที่ปลูกองุนที่อําเภอปากชอง แยกได 80 ไอโซเลต 
จากแปลงที่ไมมีการแพรระบาดของโรค จํานวน 53 ไอโซเลต (code PN) แปลงที่มีการแพรระบาด
ของโรค จํานวน 27 ไอโซเลต (code PD) (ตารางที่ 4.1)  

4.1.2 การแยกเชื้อ Streptomyces spp.  
  จากตัวอยางดินปลูกองุน จํานวน 4 แหลง คือ ฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
อําเภอเมือง จังหวัดนครราชสีมา อําเภอเมือง จังหวัดอุบลราชธานี และสวนของเกษตรกรในอําเภอ
ปากชอง จังหวัดนครราชสีมา (สวนคุณสมยศ และสวน Holiday) สามารถแยกเชื้อ Streptomyces 
spp. ไดทั้งหมด 109 ไอโซเลต คือจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 37  ไอโซเลต โดย 19   
ไอโซเลต ไดจากดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง (code SR) และ 18 ไอโซเลต ไดจากดินที่ทําใหแหง
ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส (code SH) จากสวนองุนอําเภอเมือง จังหวัดอุบลราชธานี 20 ไอโซ
เลต โดย 19 ไอโซเลต ไดจากดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง (code UR) และ 1 ไอโซเลต จากดินที่
ทําใหแหงที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส (code UH) สวนคุณสมยศ อําเภอปากชอง 21 ไอโซเลต ซ่ึง
ทั้ง 21 ไอโซเลต ไดจากดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง (code YR) และสวน Holiday อําเภอปากชอง 
31   ไอโซเลต โดย 27 ไอโซเลต ไดจากดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง (code HR)  และ 4 ไอโซเลต 
ไดจากดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิ 120  องศาเซลเซียส (code HH) เชื้อ Streptomyces spp. ที่แยกได มี
ลักษณะและสีของโคโลนีแตกตางกัน (ตารางที่ 4.2) 
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ตารางที่ 4.1 แหลงที่มาและจาํนวนไอโซเลตของเชื้อ Bacillus spp. (B) ที่แยกไดจากดนิพื้นที่ปลูก 
                    องุน  

แหลงที่มา ลักษณะแปลงปลูก จํานวน ไอโซเลต 
ฟารม มทส.(S) แปลงที่ไมมีการแพร

ระบาดของโรค (N) 
24 101, 102, 103, 104 

201, 202, 203, 204 
301, 302, 303 
401, 402, 403, 404, 405, 406 
502, 504 
601, 602, 603, 604, 605 

 แปลงที่ มี ก ารแพร
ระบาดของโรค (D) 

31 101, 102, 103, 104 
201, 202, 203, 204 
301, 302, 303, 304, 305, 306 
401, 402, 403, 404, 405, 406, 407, 408 
501, 502, 503, 504, 505 
601, 602, 603, 604 

รวม  55  
อ. ปากชอง (P) แปลงที่ไมมีการแพร

ระบาดของโรค (N) 
53 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 

109, 110, 111, 112 
201, 202, 203, 205, 206, 207, 208, 209, 
210, 211, 213, 214 
301, 302, 303, 304, 305, 306, 307, 308, 
309, 310, 311, 312, 313, 314, 315, 316, 
317, 318, 319, 320, 321, 322 
401, 402, 403, 404, 405, 406, 407 

 แปลงที่ มี ก ารแพร
ระบาดของโรค (D) 

27 101, 102, 103, 104 
201, 202, 203, 204, 206 
301, 303, 304 
401, 402, 403, 404, 405, 406, 407 
501, 502, 503, 504, 505, 506, 507 

รวม  80  
รวมทั้งหมด  135  
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ตารางที่ 4.2 แหลงที่มาและจาํนวนไอโซเลตของเชื้อ Streptomyces spp. (S) ที่แยกไดจากพื้นที่ปลูก  
                     องุน          

แหลงที่มา อุณหภูมิที่ใชอบดิน
กอนแยกเชื้อ 

จํานวน ไอโซเลต 

  ฟารม มทส. (S) หอง (27-300C) (R) 19 101, 102, 103, 104, 105, 106, 
107, 108, 109, 110, 112, 114, 
116, 117 
201, 202, 203, 204, 205 

 1200C (H) 18 101, 102 
201, 202, 203, 204, 205, 206, 
207, 208, 209, 210, 211, 212, 
213, 214, 215, 216 

รวม  37  
อ. เมือง จ. อุบลราชธานี (U) หอง (27-300C) (R) 19 101, 102, 103, 104, 105, 106, 

107, 108, 109, 110, 111, 112, 
113 
201, 202, 203, 204, 205, 206 

 1200C (H) 1 201 
รวม  20  

สวนคุณสมยศ อ. ปากชอง (Y) หอง (27-300C) (R)  101, 102, 104, 105, 106, 107, 
108, 109, 110, 111 
201, 202, 203, 204, 205, 206, 
207, 208, 210, 211, 212 

 1200C (H)  - 
รวม  21  

สวน Holiday อ. ปากชอง (H) หอง (27-300C) (R) 27 102, 103, 104, 105, 106, 107, 
108, 109, 110, 111 
201, 202, 203, 204, 205, 206, 
207, 208, 209, 210, 211, 212, 
213, 214, 215, 216, 217 

 1200C (H)  4 201, 202, 203, 204 
รวม  31  

รวมทั้งหมด  109  
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4.2 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในการ 
      ยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชในสภาพอาหารเลี้ยงเชื้อ (in vitro) 
 4.2.1 เชื้อ Bacillus spp. 
  จากการนําเชื้อ Bacillus spp. ที่คัดแยกไดจากดินแปลงปลูกองุน มาทดสอบความ 
สามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, Colletotrichum ampelinum 
และ Sclerotium rolfsii  ซ่ึงเปนตัวแทนของเชื้อที่ไมเปน obligate parasite ใน class เดียวกันกับเชื้อรา
สาเหตุโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน ที่ตองการศึกษาการควบคุม ผลการทดลองพบวาเชื้อ 
Bacillus spp. ที่แยกไดจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีจากแปลงที่ไมมีการแพรระบาดของ
โรค จํานวน 19 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา P. aphanidermatum ได 47.77-69.44 
เปอรเซ็นต ยับยั้งเชื้อ C. ampelinum ได 53.05-73.33 เปอรเซ็นต จํานวน 10 ไอโซเลต และจํานวน 13 
ไอโซเลต ยับยั้งเชื้อรา S. rolfsii ได 53.61-69.72 เปอรเซ็นต โดยพบ 6 ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชไดทั้ง 3 ชนิด  8 ไอโซเลตสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรค
พืชได 2 ชนิด และ 8 ไอโซเลตสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชเพียง 1 ชนิด (ตารางที่ 
4.3)  

   จากแปลงที่มีการแพรระบาดของโรค พบ 17 ไอโซเลต ที่มีความสามารถยับยั้งเชื้อ
ราสาเหตุโรคพืชได โดย 10 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ P. aphanidermatum ได 51.60-
66.11 เปอรเซ็นต 15 ไอโซเลตยับยั้งการเจริญของเชื้อ C. ampelinum ได 50.83-84.44 เปอรเซ็นต และ 
16 ไอโซเลต ยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. rolfsii ได 50.72-84.75 เปอรเซ็นต จากจํานวนนี้มี 8 ไอโซเลต 
ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชทั้ง 3 ชนิดได 8 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อราได 2 ชนิด และมีเพียง 1 ไอโซเลต ที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชได 1 ชนิด 
(ตารางที่ 4.3) 

  สําหรับเชื้อ Bacillus spp. ที่แยกไดจากอําเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา จาก
แปลงที่ไมมีการแพรระบาดของโรค พบ 17 ไอโซเลต ที่มีความสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา
สาเหตุโรคพืชได โดยมี 3 ไอโซเลตที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ P. aphanidermatum ได 51.00-
54.32 เปอรเซ็นต 15 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ C. ampelinum ได 50.00-57.00 
เปอรเซ็นต และ 2 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. rolfsii ได 50.00-51.00 เปอรเซ็นต มี 3 
ไอโซเลต ที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อราได 2 ชนิด และ 14 ไอโซเลต ที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุ
โรคพืชได 1 ชนิด โดยไมพบไอโซเลตใดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชไดทั้ง 3 
ชนิด (ตารางที่ 4.4) 

 



 43
 

  จากแปลงที่มีการแพรระบาดของโรค พบ 5 ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ
เชื้อราสาเหตุโรคพืชได โดยมี 4 ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ C. ampelinum ได 49.50-
56.00 เปอรเซ็นต และพบ 1 ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. rolfsii ได 52.45 เปอรเซ็นต 
ในขณะที่ไมพบไอโซเลตใดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ P. aphanidermatum ได โดย 5 ไอโซเลต 
สามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชไดเพียง 1 ชนิด เทานั้น (ตารางที่ 4.4) 

  เมื่อนําเชื้อ Bacillus spp. ทั้ง 61 ไอโซเลตจาก 135 ไอโซเลต ที่มีความสามารถสูง
ในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชทั้ง 3 ชนิด มาจัดอันดับพบวา 5 อันดับแรกของเชื้อ Bacillus spp. ที่
มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ P. aphanidermatum ไดแก ไอโซเลต BSN502, 
BSD604, BSN501, BSD502 และ BSD603 สําหรับเชื้อ C. ampelinum ไดแกไอโซเลต BSD101, 
BSN603, BSN501, BSD604 และ BSD406 และสําหรับเชื้อ S. rolfsii ไดแกไอโซเลต BSD203, 
BSD405, BSN304, BSN201 และ BSN301 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืชของ
เชื้อ Bacillus spp. แตละไอโซเลตแสดงในตารางที่ 4.5 และรูปที่ 4.1-4.3 
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ตารางที่ 4.3 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, Colletotrichum                  
                     ampelinum และ  Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Bacillus spp. (B) ที่แยกไดจากฟารม 
                     มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จากแปลงองุนที่ไมมีการแพรระบาดของโรค (SN)  
                     และมีการแพรระบาดของโรค (SD) 

Bacillus เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ 
ไอโซเลต P. aphanidermatum C. ampelinum S. rolfsii 
BSN104 50.49 55.27 53.61 
BSN201 50.00 53.05 67.22 
BSN202 54.44 53.05 64.72 
BSN203 54.44 - - 
BSN204 47.77 54.16 55.00 
BSN301 50.75 54.44 66.38 
BSN302 56.11 53.61 - 
BSN303 50.00 - - 
BSN304 55.00 - 69.72 
BSN305 - - 55.83 
BSN306 50.00 - 57.22 
BSN401 54.00 - 62.50 
BSN402 - 55.55 61.11 
BSN403 - 54.44 65.00 
BSN407 53.05 - - 
BSN408 51.66 - - 
BSN501 65.83 72.20 57.50 
BSN502 69.44 - 65.83 
BSN503 52.70 - - 
BSN602 54.70 - - 
BSN603 55.27 73.33 - 
BSN604 50.00 - - 
BSD101 - 84.44 55.60 
BSD102 51.60 50.83 50.72 
BSD103 - - 54.72 
BSD104 - 53.88 60.55 
BSD203 - 51.66 84.75 
BSD204 54.72 - 50.72 
BSD301 55.00 58.88 51.38 
BSD303 - 53.61 52.77 
BSD402 53.22 56.38 55.49 
BSD404 - 53.05 56.05 
BSD405 54.72 52.50 84.16 
BSD406 51.66 66.11 - 
BSD502 56.11 72.22 58.33 
BSD601 - 57.77 50.79 
BSD603 55.45 51.38 52.75 
BSD604 66.11 66.66 55.27 
BSD605 53.44 60.00 56.11 

- = ไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราที่ใชทดสอบได 
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ตารางที่ 4.4 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, Colletotrichum                   
                     ampelinum  และ  Sclerotium rolfsii  โดยเชือ้ Bacillus spp. (B) ที่แยกไดจาก  
                     อําเภอปากชอง จากแปลงองุนที่ไมมีการแพรระบาดของโรค (PN) และมีการแพร 
                     ระบาดของโรค (PD)  

Bacillus เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ 
ไอโซเลต P.  aphanidermatum C. ampelinum S. rolfsii 
BPN201 - 55.77 - 
BPN202 - 55.98 - 
BPN203 - 51.00 - 
BPN205 - 53.00 - 
BPN206 - 54.56 - 
BPN207 - 54.75 - 
BPN208 53.65 56.75 - 
BPN209 - 57.00 - 
BPN210 - 53.45 - 
BPN211 - 54.75 - 
BPN213 54.32 53.00 - 
BPN214 - 55.00 - 
BPN302 - - 50.00 
BPN303 51.00 - - 
BPN402 - 50.83 - 
BPN403 - 50.00 51.00 
BPN405 - 51.55 - 
BPD101 - 56.00 - 
BPD102 - 52.45 - 
BPD104 - - 52.45 
BPD203 - 51.66 - 
BPD505 - 49.50 - 

- = ไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราที่ใชทดสอบได 
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ตารางที่ 4.5 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ (PIDG) ของเชื้อรา Pythium aphanidermatum,          
                    Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชือ้ Bacillus ไอโซเลตที่มี    
                    ประสิทธิภาพสูงสุด 5 อันดับแรก  

P. aphanidermatum  C. ampelinum  S. rolfsii 
Isolate PIDG (%)  Isolate PIDG (%)  Isolate PIDG (%) 

BSN502 69.44  BSD101 84.44  BSD203 84.75 
BSD604 66.11  BSN603 73.33  BSD405 84.16 
BSN501 65.83  BSD502 72.22  BSN304 69.72 
BSD502 56.11  BSD604 66.66  BSN201 67.22 
BSD603 55.45  BSD406 66.11  BSN301 66.38 

 
 
 
 
  
           
           BSN502                 BSD604                BSN501                 BSD502                BSD603 

 
รูปท่ี 4.1 ประสิทธิภาพของเชื้อ Bacillus spp. ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 

                                    Pythium  aphanidermatum 
 
 
  
   
 
          BSD101                BSN603                  BSD502                 BSD604                 BSD406 
         

รูปท่ี 4.2 ประสิทธิภาพของเชื้อ Bacillus spp. ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
                                   Colletotrichum ampelinum 
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           BSD203                BSD405                  BSN304                 BSN201                BSN301 

 
รูปท่ี 4.3 ประสิทธิภาพของเชื้อ Bacillus spp. ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 

                                     Sclerotium rolfsii 
 
                 4.2.2 เชื้อ Streptomyces spp. 
    เชื้อ Streptomyces spp. ที่แยกจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี มี 29         
ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชได โดย 5 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อ P.  aphanidermatum ได 12.00-28.00 เปอรเซ็นต 27 ไอโซเลต ยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
C. ampelinum ได 39.44-61.66 เปอรเซ็นต และมี 17 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. 
rolfsii ได 5.00-43.33 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 4.6) 
  เชื้อ Streptomyces spp. ที่แยกไดจากแปลงองุนที่อําเภอเมือง จังหวัดอุบลราชธานี 
มี 8  ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช โดยมี 2 ไอโซเลต สามารถยับยั้ง
การเจริญของเชื้อรา P. aphanidermatum ได 17.00-28.00 เปอรเซ็นต มี 6 ไอโซเลต สามารถยับยั้ง
การเจริญของเชื้อ C. ampelinum ได 44.44-54.44 เปอรเซ็นต และ 6 ไอโซเลต ยับยั้งการเจริญของ
เชื้อ S. rolfsii ได 5.50-17.20 เปอรเซ็นต ซ่ึงมี 2 ไอโซเลต ที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช
ทั้ง 3 ชนิด พบ 2 ไอโซเลต ที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช 2 ชนิด และมี 4 ไอโซเลต ที่
ยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช 1 ชนิด (ตารางที่ 4.7) 

  ในขณะที่เชื้อ Streptomyces spp. ที่แยกไดจากแปลงองุนของคุณสมยศ อําเภอปาก
ชอง จังหวัดนครราชสีมา พบ 9 ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชได โดย
มี 6 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา P. aphanidermatum ได 8.00-46.00 เปอรเซ็นต มี 7 
ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ C. ampelinum ได 47.22-61.11 เปอรเซ็นต และ 3 ไอโซ-
เลต สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. rolfsii ได 11.00-50.00 เปอรเซ็นต โดยมี 3 ไอโซเลต ยับยั้ง
การเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชทั้ง 3 ชนิด มี 1 ไอโซเลต ที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรค
พืช 2 ชนิด และมี 5 ไอโซเลต ที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช 1 ชนิด (ตารางที่ 4.8) 

   เชื้อ Streptomyces spp. ที่แยกไดจากแปลงองุนสวน Holiday อําเภอปากชอง 
จังหวัดนครราชสีมา มี 27 ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชได โดยมี 13 
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ไอโซเลต ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา P. aphanidermatum ได 12.00-42.00 เปอรเซ็นต  25 ไอโซเลต 
ยับยั้งการเจริญของเชื้อ C. ampelinum ได 37.77-63.88 เปอรเซ็นต และ 12 ไอโซเลต ยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อ S. rolfsii ได 5.00-17.00 เปอรเซ็นต โดยมี 6 ไอโซเลต ที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุ
โรคพืชทั้ง 3 ชนิด พบ 11 ไอโซเลต ที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช 2 ชนิด และพบ 10 
ไอโซเลต ที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช 1 ชนิด (ตารางที่ 4.9) 
   เมื่อนํา Streptomyces spp. ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุ
โรคพืช 73 ไอโซเลต มาจัดอันดับพบวา 5 อันดับแรกของเชื้อ Streptomyces spp. ที่มีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ P. aphanidermatum ไดแกไอโซเลต SYR107, SHR103, SYR205, 
SHH202 และ SSR107 ในขณะที่เชื้อ C. ampelinum ไดแกไอโซเลต SHH202, SSR203, SYR107, 
SHR106 และ SSH213 และเชื้อ S. rolfsii ไดแกไอโซเลต SYR205, SSH209, SSH216, SSH213 
และ SSH211 เปอรเซ็นตและความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราแตละไอโซเลตแสดงใน
ตารางที่ 4.10 และรูปที่ 4.4-4.6 ตามลําดับ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 49
 

ตารางที่ 4.6 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, Colletotrichum                    
                     ampelinum  และ  Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces spp. (S) ที่แยกไดจากฟารม 
                     มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี(S)  

Streptomyces เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ 
ไอโซเลต P. aphanidermatum C. ampelinum S. rolfsii 

SSR104 12.00 - 13.88 
SSR107 28.00 52.22 9.40 
SSR108 - 44.44 6.00 
SSR109 - 44.44 5.50 
SSR110 - 43.88 8.33 
SSR111 - 45.00 9.44 
SSR112 23.00 55.55 8.33 
SSR114 - 47.22 - 
SSR116 - - 11.11 
SSR117 - 53.33 6.66 
SSR201 - 46.11 - 
SSR202 - 43.88 - 
SSR203 - 61.66 - 
SSR204 - 53.33 - 
SSH101 - 45.55 5.00 
SSH102 - 54.44 8.33 
SSH202 - 51.11 - 
SSH203 - 46.11 - 
SSH204 - 46.11 - 
SSH205 - 39.44 - 
SSH206 - 46.66 - 
SSH207 17.00 52.77 - 
SSH208 - 46.66 6.66 
SSH209 - 52.77 43.33 
SSH211 - 50.00 19.44 
SSH213 - 58.33 22.22 
SSH214 19.00 55.55 - 
SSH215 - 46.11 8.33 
SSH216 - 50.55 41.66 

R =  ดินทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง, H =  ดินทําใหแหงที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส,  - = ไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราที่ใช   
ทดสอบได 
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ตารางที่ 4.7 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, Colletotrichum 
ampelinum  และ  Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces  spp. (S) ที่แยกไดจาก
อําเภอเมือง จังหวัดอุบลราชธานี (U) 

Streptomyces เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ 
ไอโซเลต P. aphanidermatum C. ampelinum S. rolfsii 
SUR103 - 51.66 12.00 
SUR105 - 50.00 - 
SUR109 17.00 52.22 5.50 
SUR110 - 44.44 - 
SUR111 28.00 53.33 17.20 
SUR112 - - 6.66 
SUR205 - - 13.80 
SUR206 - 54.44 8.33 

    R = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง, - = ไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราที่ใชทดสอบได 

 
ตารางที่ 4.8 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, Colletotrichum 
                    ampelinum  และ  Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces  spp. (S) ที่แยกไดจากสวน                         
                    คุณสมยศ  อําเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา (Y)  

Streptomyces เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ 
ไอโซเลต P. aphanidermatum C. ampelinum S. rolfsii 
SYR101 13.00 - - 
SYR107 46.00 61.11 12.00 
SYR110 22.00 51.11 11.00 
SYR205 40.00 58.33 50.00 
SYR206 10.00 - - 
SYR207 - 47.22 - 
SYR208 - 54.44 - 
SYR210 8.00 52.77 - 
SYR212 - 52.77 - 

    R = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง, - = ไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราที่ใชทดสอบได 
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ตารางที่ 4.9 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, Colletotrichum 
                    ampelinum และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces  spp. (S) ที่แยกไดจากสวน  
                    Holiday (H) อําเภอปากชอง จงัหวัดนครราชสีมา (H) 

Streptomyces เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ 
ไอโซเลต P. aphanidermatum C. ampelinum S. rolfsii 
SHR102 - 47.77 - 
SHR103 42.00 46.66 10.50 
SHR104 - 50.00 - 
SHR105 16.00 55.55 - 
SHR106 19.00 58.88 - 
SHR107 - 54.44 - 
SHR108 18.00 55.55 - 
SHR109 - 44.44 8.33 
SHR202 - 57.22 - 
SHR203 19.00 - - 
SHR204 15.00 52.22 - 
SHR205 - 51.11 11.00 
SHR206 - 50.00 11.00 
SHR207 13.00 53.33 5.00 
SHR208 - 52.77 - 
SHR209 15.00 52.77 5.50 
SHR210 - - 16.00 
SHR211 - 50.55 17.00 
SHR212 - 50.00 5.50 
SHR213 28.00 55.55 15.00 
SHR214 18.00 54.44 - 
SHR215 17.00 52.77 9.00 
SHR216 - 52.77 - 
SHR217 - 51.11 - 
SHH201 - 37.77 - 
SHH202 38.00 63.88 15.00 
SHH203 12.00 40.00 - 

R = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง, H = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส,  - = ไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราที่ใช
ทดสอบได 
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ตารางที่ 4.10 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ (PIDG) ของเชื้อ Pythium aphanidermatum,                        
                      Colletotrichum ampelinum และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces spp. (S) 
                      ที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 5 อันดับแรก  

P. aphanidermatum  C. ampelinum  S. rolfsii 
Isolate1/ PIDG (%)  Isolate PIDG (%)  Isolate PIDG (%) 

SYR  107 46.00  SHH 202 63.88  SYR 205 50.00 
SHR 103 42.00  SSR 203 61.66  SSH 209 43.33 
SYR 205 40.00  SYR 107 61.11  SSH 216 41.66 
SHH 202 38.00  SHR 106 58.88  SSH 213 22.22 
SSR 107 28.00  SSH 213 58.33  SSH 211 19.44 

1/แหลงที่มาของดินที่ทําการแยกเชื้อ S = ฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี, U = จังหวัดอุบลราชธานี, Y = สวนคุณสมยศ,   
  H =  สวน Holiday 
 
 
 
 
 
 
           SYR107                 SHR103                 SYR205                 SHH202                   SSR107 

 
รูปท่ี 4.4 ประสิทธิภาพของเชื้อ Streptomyces spp. ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 

                               Pythium  aphanidermatum 
 
 
 
 
 
 
           SHH202                   SSR203                   SYR107                 SHR106                  SSR213 

รูปท่ี 4.5 ประสิทธิภาพของเชื้อ Streptomyces spp. ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
                               Colletotrichum ampelinum  
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           SYR205                  SSH209                SSH216                 SSH213                SSH211 
 

รูปท่ี 4.6 ประสิทธิภาพของเชื้อ Streptomyces spp. ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
                                Sclerotium rolfsii 
 
4.3 การทดสอบผลกระทบของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ตอใบองุน 
        เมื่อนํา cell suspensions ของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ที่ระดับความเขมขน 
109 เซลลตอมิลลิลิตร ฉีดพนบนใบองุน บมไวที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 วัน 
พบวาใบองุนมีสภาพปกติ แสดงวา cell suspensions ของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. 
ไมมีผลกระทบตอใบองุน แตเมื่อนําสวนของ culture filtrate ของเชื้อ Bacillus spp. และ 
Streptomyces spp. มาทดสอบในลักษณะเดียวกับการใช cell suspensions พบวา culture filtrate ของ
เชื้อ Bacillus spp. มีผลกระทบตอใบองุนโดยทําใหใบเกิดเปนแผลสีน้ําตาลขนาดใหญเมื่อบมไวเปน
เวลา 1-2 วัน ดังแสดงในรูปที่ 4.7 หลังจากปรับลดระดับความเขมขนของอาหาร NB เปน 1/2, 1/3 
และ 1/4 เทาของสูตรปกติ กอนนํามาเลี้ยงเชื้อ  Bacillus spp. พบวาที่ความเขมขนอาหาร 1/4 เทา ไม
มีผลกระทบตอใบองุน สําหรับ culture filtrate ของเชื้อ Streptomyces spp. ไมมีผลกระทบตอใบ
องุน 
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                                         ก                                                                     ข 
 
รูปท่ี 4.7 ลักษณะของใบองุนภายหลังการฉีดพนดวย culture filtrate ของเชื้อ Bacillus spp. 
                 ก. Culture filtrate ของเชื้อ Bacillus spp. ที่เล้ียงใน nutrient broth ความเขมขนปกต ิ
                 ข. Culture filtrate ของเชื้อ Bacillus spp. ที่เล้ียงใน nutrient broth เจือจาง ¼ เทา 
 
4.4 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในรูป     
      ของ cell suspensions ในการยับยั้งโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน  
 การทดสอบความสามารถของ cell suspensions ของเชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSD502, 
BSD603, BSD604, BSN501, BSN502 และ B. subtilis ในระยะ log phase ในการยับยั้งโรคราน้ําคาง 
พบวาจํานวนการเกิดแผลและขนาดของแผลไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) แตมีแนวโนมวาไอโซเลต BSN502 และ B. subtilis ทําใหเกิดแผล
จํานวนนอยที่สุด ในขณะที่ไอโซเลต BSD603 และ BSD604  มีผลทําใหแผลมีขนาดเล็กที่สุด ขณะที่
ทุกกรรมวิธีมีผลทําใหเชื้อสรางจํานวนสปอรแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อ
เปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม โดยไอโซเลต BSN502 ทําใหเชื้อราน้ําคางสรางสปอรนอยที่สุด 
(ตารางที่ 4.11) 
 สําหรับในระยะ stationary phase ไอโซเลต BSD502, BSD603, BSD604, BSN501, 
BSN502 และ B. subtilis ไมมีผลทําใหจํานวนของแผล และขนาดแผลมีความแตกตางกันทางสถิติ
เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม แตทุกกรรมวิธีมีผลทําใหเชื้อสรางสปอรแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ โดยไอโซเลต BSD603 มีผลทําใหเชื้อราน้ําคางสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 
4.11)  
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การทดสอบความสามารถของ cell suspensions ของเชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSD101, 
BSD406, BSD502, BSD604, BSN603 และ B. subtilis ในระยะ log phase ในการยับยั้งโรคสแคบ 
พบวาเชื้อที่ทดสอบสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตางกัน โดยพบวาการเกิดแผล และขนาดของ
แผลมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต 
BSD502  มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด และขนาดแผลเลก็ที่สุด (ตารางที่ 4.12) 
 สําหรับในระยะ stationary phase พบวาทุกกรรมวิธีสามารถยับยั้งโรคสแคบไดแตกตางกัน
ทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต BSN603  มีผลทําใหแผล
จํานวนนอยที่สุดและขนาดแผลเล็กที่สุด (ตารางที่ 4.12)  

การทดสอบความสามารถของ cell suspensions ของเชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSD203, BSD405, 
BSN201, BSN301, BSN304 และ B. subtilis ในระยะ log phase ในการยับยั้งโรคราสนิม พบวาเชื้อที่
ทดสอบสามารถยับยั้งการเกิดโรค และการสรางสปอรของเชื้อไดไมแตกตางกันเมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) แตมีแนวโนมวาไอโซเลต BSN301 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอย
ที่สุด และขนาดแผลเล็กที่สุด ในขณะที่ไอโซเลต BSN201 ทําใหเชื้อราสนิมสรางสปอรนอยที่สุด 
(ตารางที่ 4.13) 

สําหรับในระยะ stationary phase พบวาทุกกรรมวิธีสามารถยับยั้งการเกิดโรคราสนิมได
แตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต BSN301 มีผลทําให
เกิดแผลจํานวนนอยที่สุด แผลมีขนาดเล็กที่สุด และทําใหเชื้อราสนิมสรางสปอรไดนอยที่สุด 
(ตารางที่ 4.13)  
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ตารางที่ 4.11 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกันในรูป cell suspensions ตอการเกิด 
                      โรคราน้ําคางในองุน ในสภาพใบตัด 

 การเกิดโรคราน้ําคาง 
ระยะการเจริญของเชื้อ/ไอโซเลต จํานวนแผล ขนาดแผล 

(ซม.) 
จํานวนสปอร 

(x103 spore/ใบ) 
Cell suspensions from log phase    

BSD502 9.50 0.36 257.25 bc1/ 
BSD603 9.75 0.34 135.75 a 
BSD604 10.00 0.34 158.75 ab 
BSN501 9.50 0.38  242.50 abc 
BSN502 9.25 0.42 135.50 a 

B. subtilis 9.25 0.42 307.00 c 
Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 0.47 334.50 c 

F - test NS NS ** 
CV (%) 10.22     19.73 32.57 

Cell suspensions from stationary phase    
BSD502      10.00 0.41 135.00 bc 
BSD603 9.00 0.35 58.50 a 
BSD604 9.25 0.42   113.00 abc 
BSN501 8.50 0.36   89.00 ab 
BSN502 9.75 0.38   84.00 ab 

B. subtilis 7.75 0.36  92.75 ab 
Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ)      10.00 0.43       171.50 c 

F - test NS NS ** 
CV (%) 17.29 16.15          35.97 

1/ คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.01 โดยวิธี 
DMRT. 
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ตารางที่ 4.12 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกัน ในรูป cell suspensions ตอการเกิด 
                      โรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด 

ระยะการเจริญของเชื้อ/ไอโซเลต การเกิดโรคสแคบ 
 จํานวนแผล ขนาดแผล (ซม.) 

Cell suspensions from log phase   
BSD101        8.75 abc1/    0.29 bc 
BSD406   5.00 ab   0.22 ab 
BSD502 4.50 a             0.14 a 
BSD604   9.50 bc             0.29 bc 
BSN603   9.25 bc   0.29 bc 

B. subtilis   9.25 bc   0.31 bc 
Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ)           10.00 c 0.37 c 

F - test * * 
CV (%)           36.87           32.79 

Cell suspensions from stationary phase   
BSD101  6.75 ab 0.25 
BSD406 5.25 ab 0.25 
BSD502 5.75 ab 0.34 
BSD604 6.50 ab 0.28 
BSN603           4.00 a 0.15 

B. subtilis 4.75 ab 0.22 
Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ)         10.00 b 0.36 

F - test * NS 
CV (%)         57.93            56.50 

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 โดยวิธี DMRT. 
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ตารางที่ 4.13 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกัน ในรูป cell suspensions ตอการเกิด 
                      โรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด 

 การเกิดโรคราสนิม 
ระยะการเจริญของเชื้อ/ไอโซเลต จํานวนแผล ขนาดแผล 

(ซม.) 
จํานวนสปอร 

(x103 spore/ใบ) 
Cell suspensions from log phase    

BSD203 8.25 0.43 140.00 
BSD405 9.50 0.50 161.00 
BSN201 9.00 0.50 103.50 
BSN301 7.50 0.37 188.25 
BSN304 9.75 0.50 116.00 

B. subtilis 9.25 0.50 152.75 
Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 0.50 234.00 

F - test NS NS NS 
CV (%) 24.42 21.21 69.31 

Cell suspensions from stationary phase    
BSD203 8.75 b1/ 0.41 bc 44.25 ab 
BSD405 10.00 b 0.50 c 75.50 ab 
BSN201 9.00 b 0.30 b 63.75 ab 
BSN301 2.00 a 0.11 a 15.75 a 
BSN304 9.25 b 0.47 c 88.75 abc 

B. subtilis 8.25 b 0.48 c 115.75 bc 
Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 b 0.50 c  170.00 c 

F - test ** ** * 
CV (%) 20.36 17.74 70.77 

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 (*) และ                
  P ≤  0.01 (**) โดยวิธี DMRT. 
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ผลของ cell suspensions ของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSR107, SHH202, 
SHR103, SYR205 และ SYR107 ในระยะ log phase ในการยับยั้งโรคราน้ําคางในสภาพใบตัด 
พบวาเชื้อสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต SHH202 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด 
นอกจากนี้ทุกไอโซเลตมีผลทําใหแผลมีขนาดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ โดยไอโซเลต 
SHR103 มีผลทําใหแผลขนาดเล็กที่สุด และพบวาทุกกรรมวิธีมีการสรางสปอรของเชื้อแตกตางกัน
ทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม โดยไอโซเลต SHH202 ทําใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด 
(ตารางที่ 4.14) 
 สวนในระยะ stationary phase พบวาทุกไอโซเลตสามารถยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคางได
แตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม โดยไอโซเลต SHR103 มีผลทําใหเกิดแผล
จํานวนนอยที่สุด ขนาดแผลเล็กที่สุด และทําใหเชื้อราน้ําคางสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.14)  

ผลของ cell suspensions ของเชื้อ Streptomyces ไอโซเลต SSR203, SSH213, SYR107, 
SHH202 และ SHR106 ในระยะ log phase ในการยับยั้งโรคสแคบ ในสภาพใบตัด พบวาสามารถ
ยับยั้งการเกิดโรคแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํา
กล่ันฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต SHH202 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด และแผลมีขนาดเล็กที่สุด 
(ตารางที่ 4.15) 
 สําหรับในระยะ stationary phase พบวาทุกไอโซเลตสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต 
SHH202 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด และมีขนาดแผลเล็กที่สุด (ตารางที่ 4.15)  

การทดสอบความสามารถของ cell suspensions ของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต 
SSH209, SSH211, SSH213, SSH216 และ SYR205 ในระยะ log phase ในการยับยั้งโรคราสนิม
พบวาเชื้อสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต SSH216 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด ขณะที่
ไอโซเลต SSH209 มีผลทําใหแผลมีขนาดเล็กที่สุด และไอโซเลต SSH216 มีผลทําใหเชื้อราสนิม
สรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.16) 
 สําหรับในระยะ stationary phase พบวาทุกไอโซเลตสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต 
SSH211 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด ขณะที่ไอโซเลต SSH213 มีผลทําใหแผลมีขนาดเล็ก
สุด และไอโซเลต SSH211 ทําใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.16)  
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ตารางที่ 4.14 ผลของ Streptomyces  spp. ที่ระยะการเจรญิตางกัน ในรปู cell suspensions ตอการ    
                      เกิดโรคราน้ําคางในองุนในสภาพใบตดั 

 การเกิดโรคราน้ําคาง 
ระยะการเจริญของเชื้อ/ไอโซเลต จํานวนแผล ขนาดแผล 

(ซม.) 
จํานวนสปอร 

(x103 spore/ใบ) 
Cell suspensions from log phase    

SSR107     7.00 bc1/ 0.19 ab 25.87 a 
SHH202  2.75 a 0.14 a 10.62 a 
SHR103    4.62 ab 0.12 a 22.75 a 
SYR205    8.37 cd   0.29 bc   41.00 ab 
SYR107    6.50 bc    0.24 abc   52.37 ab 

Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ)  10.00 d        0.33 c 81.37 b 
F - test ** ** * 
CV (%) 38.27 54.20 78.17 

Cell suspensions from stationary phase    
SSR107 7.25 b 0.24 39.87 a 
SHH202 7.25 b 0.19 31.75 a 
SHR103 3.75 a 0.19 21.37 a 
SYR205 7.37 b 0.30 52.25 a 
SYR107 8.62 b 0.24  59.37 ab 

Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ)    10.00 b 0.31      112.87 b 
F - test * NS * 
CV (%) 40.56 42.80 105.85 

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 (*) และ                 
  P ≤ 0.01 (**) โดยวิธี DMRT. 
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ตารางที่ 4.15 ผลของ Streptomyces  spp. ที่ระยะการเจรญิตางกัน ในรปู cell suspensions ตอการ     
                      เกิดโรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด 

ระยะการเจริญของเชื้อ/ไอโซเลต การเกิดโรคสแคบ 
 จํานวนแผล ขนาดแผล (ซม.) 

Cell suspensions from log phase   
SSR203   8.25 bc1/ 0.17 b 
SSH213 8.00 bc 0.16 b 
SYR107 6.25 b 0.18 b 
SHH202 1.50 a 0.05 a 
SHR106 5.75 b 0.18 b 

Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 c 0.22 b 
F - test ** ** 
CV (%) 26.92 33.81 

Cell suspensions from stationary phase   
SSR203 7.50 b 0.18 b 
SSH213 7.25 b 0.20 b 
SYR107 5.50 b 0.15 b 
SHH202 0.00 a 0.00 a 
SHR106 6.75 b 0.18 b 

Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 c 0.20 b 
F - test ** ** 
CV (%) 26.89 29.50 

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.01 โดยวิธี DMRT. 
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ตารางที่ 4.16 ผลของ Streptomyces spp. ที่ระยะการเจริญตางกัน ในรูป cell suspensions ตอการเกดิ               
                      โรคราสนิมในองุนในสภาพใบตัด 

 การเกิดโรคราสนิม 
ระยะการเจริญของเชื้อ/ไอโซเลต จํานวนแผล ขนาดแผล 

(ซม.) 
จํานวนสปอร 

(x103 spore/ใบ) 
Cell suspensions from log phase    

SSH209       7.50 ab1/ 0.22 a    56.00 ab 
SSH211   6.00 a 0.25 a    39.00 ab 
SSH213 10.00 b 0.32 b 115.25 b 
SSH216    5.25 a 0.24 a   27.50 a 
SYR205 10.00 b 0.38 b 203.00 c 

Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 b 0.38 b 224.75 c 
F - test ** ** ** 
CV (%) 27.78 14.99 44.95 

Cell suspensions from stationary phase    
SSH209 10.00 b   0.32 bc 144.25 a 
SSH211   4.75 a 0.20 a   44.75 a 
SSH213   9.25 b 0.19 a   61.50 a 
SSH216 10.00 b   0.31 bc 150.00 a 
SYR205   9.75 b   0.26 ab 151.00 a 

Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 b 0.40 c 320.00 b 
F - test ** ** ** 
CV (%) 12.41 22.58 52.35 

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.01 โดยวิธี DMRT. 
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4.5 การทดสอบหาระดับความเขมขนของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces  spp.  
      ท่ีเหมาะสมตอการยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน  
 4.5.1 ระดับความเขมขนของเชื้อ Bacillus spp. 
  เมื่อนําเชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSD502 ที่ระยะ log phase ที่ระดับความเขมขน 105, 
107, 109 และ 1011 เซลลตอมิลลิลิตร มาทดสอบการยับยั้งการเกิดโรคสแคบในองุน พบวาที่ระดับ
ความเขมขน 109 เซลลตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีที่สุด โดยมีการเกิดแผลจํานวน
นอยที่สุด และขนาดของแผลเล็กที่สุด รองลงมาคือที่ระดับความเขมขน 1011 เซลลตอมิลลิลิตร 
(ตารางที่ 4.17)   
    จากการนําเชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSN603 ที่ระยะ stationary phase ที่ระดับความ
เขมขน 105, 107, 109 และ 1011 เซลลตอมิลลิลิตร มาทดสอบการยับยั้งการเกิดโรคสแคบในองุน 
พบวาที่ระดับความเขมขน 1011 เซลลตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีที่สุด โดยมีการเกิด
แผลจํานวนนอยที่สุด รองลงมาคือที่ระดับความเขมขน 109 เซลลตอมิลลิลิตรในขณะที่ระดับความ
เขมขน 109 เซลลตอมิลลิลิตร มีขนาดของแผลเล็กที่สุด รองลงมาคือที่ระดับความเขมขน 1011 เซลล
ตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 4.17)   

  เมื่อนําเชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSN301 ที่ระยะ stationary phase ที่ระดับความ
เขมขน 105, 107, 109 และ 1011 เซลลตอมิลลิลิตร มาทดสอบการยับยั้งการเกิดโรคราสนิมในองุน 
พบวาที่ระดับความเขมขน 109 เซลลตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีที่สุด โดยมีการเกิด
แผลจํานวนนอยที่สุด ขนาดของแผลเล็กที่สุด และพบการสรางสปอรของเชื้อนอยที่สุด รองลงมา
คือที่ระดับความเขมขน 1011 เซลลตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 4.18) 
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ตารางที่ 4.17 ระดับความเขมขนของเชื้อ Bacillus และรูปแบบที่มีผลตอการยับยั้งการเกิด 
                      โรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด 

ไอโซเลต/ระดับความเขมขน การเกิดโรคสแคบ 
(เซลล/มิลลิลิตร) จํานวนแผล ขนาดแผล (ซม.) 
BSD502 (CL)1/   

105    10.00 b 3/ 0.23 b 
107     8.25 ab   0.21 ab 
109   5.50 a 0.10 a 
1011     6.75 ab   0.16 ab 

Control 10.00 b 0.27 b 
F - test * * 

CV (%) 27.88 35.50 
BSN603 (CS)2/   

105 10.00 b 0.30 
107   9.75 b 0.28  
109  5.50 a 0.19  
1011  5.00 a 0.22  

Control 10.00 b 0.33  
F - test * NS 

CV (%) 31.71 37.39 
1/ Cell suspensions from log phase, 2/ Cell suspensions from stationary phase 
3/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 โดยวิธี DMRT. 
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ตารางที่ 4.18 ระดับความเขมขนของเชื้อ Bacillus  ไอโซเลต BSN301 ที่มีผลตอการยับยั้งการเกิด 
                      โรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด 

ระดับความเขมขน การเกิดโรคราสนิม 
(เซลล/ มิลลิลิตร) จํานวนแผล ขนาดแผล (ซม.) จํานวนสปอร 

(x103 spore/ใบ) 
105   10.00 c1/ 0.18 a 32.00 a 
107   5.75 b 0.21 a 28.25 a 
109   1.50 a 0.09 a 14.50 a 
1011    3.75 b 0.13 a 25.50 a 

Control 10.00 c 0.32 b 62.75 b 
F - test ** * ** 
CV (%) 23.74 44.17 45.93 

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 (*) และ  
  P ≤ 0.01 (**) โดยวิธี DMRT.  
 
 4.5.2 ระดับความเขมขนของเชื้อ Streptomyces spp.  

เมื่อนําเชื้อ Streptomyces ไอโซเลต SHH202 ในระยะ log phase มาทดสอบหา
ระดับความเขมขนที่เหมาะสมในการยับยั้งการเกิดโรคสแคบ พบวาที่ระดับความเขมขน 1011 เซลล
ตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีที่สุด โดยพบการเกิดแผลนอยที่สุด และขนาดของแผล
เล็กที่สุด รองลงมาคือที่ระดับความเขมขน 109และ 107 เซลลตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (ตารางที่ 4.19) 

สวนในระยะ stationary phase พบวาทุกระดับความเขมขนสามารถยับยั้งการเกิด
โรคสแคบได 100 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (ตารางที่ 4.19)  
  จากการนําเชื้อ Streptomyces ไอโซเลต SSH216 ในระยะ log phase และ SSH211 
ในระยะ stationary phase มาทดสอบหาระดับความเขมขนที่เหมาะสมในการยับยั้งการเกิดโรค      
ราสนิม พบวาทุกระดับความเขมขนมีความสามารถยับยั้งการเกิดโรคไมแตกตางกันทางสถิติ แตมี
แนวโนมวาที่ความเขมขน 109 เซลลตอมิลลิลิตร ทําใหเกิดแผลนอยที่สุด ในขณะที่ระดับความ
เขมขน 1011 เซลลตอมิลลิลิตร มีขนาดแผลเล็กที่สุด และทําใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 
4.20) 
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ตารางที่ 4.19 ระดับความเขมขนของเชื้อ Streptomyces และรูปแบบทีม่ีผลตอการยับยั้งการเกดิ 
                      โรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด 

ไอโซเลต/ระดับความเขมขน การเกิดโรคสแคบ 
(เซลล/มิลลิลิตร) จํานวนแผล ขนาดแผล (ซม.) 
SHH202 (CL)1/   

105 10.00 a 3/ 0.18 bc 
107 2.75 a 0.10 ab 
109 2.00 a 0.03 a 
1011 0.75 a 0.02 a 

Control 10.00 b 0.21 c 
F - test ** ** 
CV (%) 38.39 48.47 

SHH202 (CS)2/   
105 0.00 a 0.00 a 
107 0.00 a 0.00 a 
109 0.00 a 0.00 a 
1011 0.00 a 0.00 a 

Control 10.00 b 0.21 b 
F - test ** ** 
CV (%) 25.83 58.15 

1/ Cell suspensions from log phase, 2/ Cell suspensions from stationary phase 
3/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.01 โดยวิธี DMRT.  
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ตารางที่ 4.20 ระดับความเขมขนของเชื้อ Streptomyces และรูปแบบทีม่ีผลตอการยับยั้งการเกดิ 
                      โรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด 

ไอโซเลต/ระดับความเขมขน การเกิดโรคราสนิม 
(เซลล/มิลลิลิตร) จํานวนแผล ขนาดแผล 

(ซม.) 
จํานวนสปอร 

(x103 spore/ใบ) 
SSH216 (CL)1/    

105 10.00   0.32 a3/ 166.00 a 
107 10.00 0.36 a 133.25 a 
109   9.00 0.31 a 116.50 a 
1011   9.25 0.30 a   68.00 a 

Control 10.00 0.48 b 336.25 b 
F - test NS ** ** 
CV (%) 4.86 15.47 45.12 

SSH211(CS)2/    
105 10.00   0.38 bc 222.50 b 
107   7.75   0.27 ab   82.00 a 
109   6.00 0.25 a   93.75 a 
1011   7.50 0.20 a   97.00 a 

Control 10.00 0.44 c 277.00 b 
F - test NS ** ** 
CV (%) 21.72 22.77 35.15 

1/ Cell suspensions from log phase, 2/ Cell suspensions from stationary phase 
3/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.01 โดยวิธี DMRT. 
 
4.6 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในรูปของ  
      culture filtrate  ในการยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบและราสนิมในองุน  
 การทดสอบความสามารถของ culture filtrate ของเชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSD502, 
BSD603, BSD604, BSN501, BSN502, B. subtilis และ nutrient broth ในระยะ log phase ในการ
ยับยั้งโรคราน้ําคาง พบวาสามารถยับยั้งการเกิดโรคและการสรางสปอรของเชื้อแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต BSD603 
สามารถยับยั้งการเกิดโรคได 100 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 4.21) 
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 สําหรับในระยะ stationary phase พบวาทุกกรรมวิธีสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตาง
กันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม โดยไอโซเลต BSD502, BSD603 
และ BSN502 สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีที่สุด สําหรับขนาดของแผลพบวาทุกกรรมวิธีมีขนาด
ของแผลแตกตางกันทางสถิติ โดยไอโซเลต BSD603 มีผลทําใหแผลมีขนาดเล็กที่สุด ในขณะที่ทุก
กรรมวิธีพบการสรางสปอรของเชื้อไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ โดยไอโซเลต 
BSD502 ทําใหเชื้อราน้ําคางสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.21)  

ความสามารถของ culture filtrate ของเชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSD101, BSD406, BSD502, 
BSD604, BSN603, B. subtilis และ nutrient broth ในระยะ log phase ในการยับยั้งโรคสแคบฺ พบวา
สามารถยับยั้งการเกิดโรคแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม 
(น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต BSD101 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด และแผลมีขนาดเล็ก
ที่สุด (ตารางที่ 4.22) 
 สําหรับในระยะ stationary phase พบวาทุกกรรมวิธีสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตาง
กันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต BSD101 มีผลทําให
เกิดแผลจํานวนนอยที่สุด ในขณะที่ทุกกรรมวิธีพบขนาดของแผลไมแตกตางกันทางสถิติ เมื่อ
เปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม แตมีแนวโนมวาไอโซเลต BSD406 และ BSN603 มีผลทําใหแผลมี
ขนาดเล็กที่สุด (ตารางที่ 4.22)  

การทดสอบความสามารถของ culture filtrate ของเชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSD203, BSD405, 
BSN201, BSN301, BSN304, B. subtilis และ nutrient broth ในระยะ log phase ในการยบัยัง้โรคราสนมิ 
พบวาสามารถยับยั้งการเกิดโรคและการสรางสปอรของเชื้อแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ 
เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต BSN201  มีผลทําใหเกิดแผลจํานวน
นอยที่สุด แผลมีขนาดเล็กที่สุด และเชื้อราสนิมสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.23) 
 สําหรับในระยะ stationary phase พบวาทุกกรรมวิธีสามารถยับยั้งการเกิดโรคแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต 
BSN201 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด สําหรับขนาดของแผลพบวาทุกวิธีการมีขนาดแผล
แตกตางกันทางสถิติ โดยไอโซเลต BSN201 มีผลทําใหแผลมีขนาดเล็กที่สุด ในขณะเดียวกันพบวา
ทุกกรรมวิธีมีผลทําใหการสรางสปอรของเชื้อแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ โดยไอโซเลต 
BSN201 ทําใหเชื้อราสนิมสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.23)  
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ตารางที่ 4.21 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกัน ในรูป culture filtrate ตอการเกิด 
                      โรคราน้ําคางในองุน ในสภาพใบตัด 

 การเกิดโรคราน้ําคาง 
ระยะการเจริญของเชื้อ/ไอโซเลต จํานวนแผล ขนาดแผล 

(ซม.) 
จํานวนสปอร 

(x103 spore/ใบ) 
Culture filtrate from log phase    

BSD502     2.75 a1/ 0.22 b    86.25 ab 
BSD603   0.00 a 0.00 a    0.00 a 
BSD604   3.25 a 0.41 b         198.75 c 
BSN501   1.75 a 0.25 b  132.00 bc 
BSN502   7.50 b 0.29 b    31.50 ab 

B. subtilis   3.00 a 0.24 b    62.00 ab 
Nutrient broth (control) 10.00 b 0.29 b         209.50 c 
Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 b 0.46 b         214.50 c 

F - test ** ** ** 
CV (%) 43.38 37.54 62.36 

Culture filtrate from stationary phase    
BSD502   2.50 a   0.31 abc    18.75 a 
BSD603   2.50 a     0.15 a    46.50 a 
BSD604     4.00 ab     0.20 ab    51.25 a 
BSN501     4.25 ab     0.32 abc    56.00 a 
BSN502   3.00 a  0.28 abc    89.75 a 

B. subtilis   6.25 b     0.38 bc 123.75 a 
Nutrient broth (control) 10.00 c 0.40 bc 266.50 b 
Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 c     0.45 c 363.00 b 

F - test ** * ** 
CV (%) 37.55 40.67 71.97 

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 (*) และ  
  P ≤ 0.01 (**) โดยวิธี DMRT. 
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ตารางที่ 4.22 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกัน ในรูป culture filtrate ตอการเกิด 
                      โรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด 

ระยะการเจริญของเชื้อ/ไอโซเลต การเกิดโรคสแคบ 
 จํานวนแผล ขนาดแผล (ซม.) 

Culture filtrate from log phase   
BSD101     2.50 a1/ 0.07 a 
BSD406    7.75 b 0.30 b 
BSD502    8.50 b 0.29 b 
BSD604    8.75 b 0.31 b 
BSN603    6.75 b 0.22 b 

B. subtilis 10.00 b 0.33 b 
Nutrient broth (control) 10.00 b 0.32 b 
Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 b 0.34 b 

F - test ** ** 
CV (%) 30.50 28.16 

Culture filtrate from stationary phase   
BSD101    3.00 a 0.35 
BSD406      5.50 ab 0.29 
BSD502    4.00 a 0.31 
BSD604    4.75 a 0.30 
BSN603      4.75 ab 0.29 

B. subtilis     7.25 ab 0.33 
Nutrient broth (control) 10.00 b 0.36 
Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 b 0.46 

F - test * NS 
CV (%) 27.41 41.36 

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 (*), P ≤ 0.01  
  (**) โดยวิธี DMRT. 
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ตารางที่ 4.23 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกัน ในรูป culture filtrate ตอการเกิด 
                      โรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด 

 การเกิดโรคราสนิม 
ระยะการเจริญของเชื้อ/ไอโซเลต จํานวนแผล ขนาดแผล 

(ซม.) 
จํานวนสปอร 

(x103 spore/ใบ) 
Culture filtrate from log phase    

BSD203       6.25 bc1/      0.21 bcd     5.75 a 
BSD405   4.75 b   0.30 cd       9.50 ab 
BSN201   0.50 a 0.07 a     0.00 a 
BSN301     3.75 ab   0.15 ab    0.50 a 
BSN304     7.25 bc   0.20 bc      8.25 ab 

B. subtilis     6.50 bc    0.22 bcd    24.00 bc 
Nutrient broth (control) 10.00 c      0.35 c   13.00 ab 
Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 c   0.31 cd 38.25 c 

F - test ** ** ** 
CV (%) 38.43 36.98 83.54 

Culture filtrate from stationary phase    
BSD203       7.00 ab   0.32 ab     8.75 a 
BSD405       8.75 b     0.35 abc   31.75 b 
BSN201       3.25 a 0.25 a     2.50 a 
BSN301   9.25 b  0.33 ab     4.00 a 
BSN304   8.25 b   0.37 bc   40.25 b 

B. subtilis   8.25 b   0.37 bc    47.00 bc 
Nutrient broth (control) 10.00 b   0.38 bc    46.75 bc 
Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 b 0.46 c 65.00 c 

F - test ** * ** 
CV (%) 32.27 19.99 47.53 

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 (*) และ 
  P ≤ 0.01 (**) โดยวิธี DMRT.  
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ความสามารถของ culture filtrate ของเชื้อ Streptomyces ไอโซเลต SSR107, SHH202, 
SHR103, SYR205, SYR107 และ PDB ในระยะ log phase ในการยับยั้งโรคราน้ําคาง พบวา
สามารถยับยั้งการเกิดโรคและการสรางสปอรของเชื้อแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อ
เปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต SHR103 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวน
นอยที่สุด ในขณะที่ไอโซเลต SYR107 มีผลทําใหแผลมีขนาดเล็กที่สุด และไอโซเลต SHR103 ทํา
ใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.24) 

สําหรับในระยะ stationary phase พบวาทุกกรรมวิธีสามารถยับยั้งการเกิดโรคและการสราง
สปอรของเชื้อแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่น
ฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต SSR107 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด แผลมีขนาดเล็กที่สุด อีกทั้งทํา
ใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.24) 

การทดสอบความสามารถของ culture filtrate ของเชื้อ Streptomyces ไอโซเลต SSR203, 
SSH213, SYR107, SHH202, SHR106 และ PDB ในระยะ log phase ในการยับยั้งโรคสแคบ พบวา
การเกิดแผล และขนาดของแผลมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต SHH202 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด และ
แผลมีขนาดเล็กที่สุด (ตารางที่ 4.25) 
 สําหรับในระยะ stationary phase พบวาทุกไอโซเลตสามารถยับยั้งการเกิดโรคแตกตางกัน
ทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต SHR106 มีผลทําใหเกิด
แผลจํานวนนอยที่สุด และไอโซเลต SYR107 มีผลทําใหแผลมีขนาดเล็กที่สุด (ตารางที่ 4.25)  

การทดสอบความสามารถของ culture filtrate ของเชื้อ Streptomyces ไอโซเลต SSH209, 
SSH211, SSH213, SSH216, SYR205 และ PDB ในระยะ log phase ในการยับยั้งโรคราสนิม พบวา
สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดไมแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆา
เชื้อ) สําหรับขนาดของแผลพบวาทุกกรรมวิธีมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการ
ควบคุม โดยไอโซเลต SSH216 มีผลทําใหแผลมีขนาดเล็กที่สุด และพบวาทุกกรรมวิธีมีการสราง
สปอรของเชื้อมีความแตกตางกันทางสถิติ ซ่ึงไอโซเลต SSH216 มีผลทําใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด 
(ตารางที่ 4.26) 
 สําหรับในระยะ stationary phase พบวาทุกกรรมวิธีสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตาง
กันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต SSH211 มีผลทําให
เกิดแผลจํานวนนอยที่สุด แผลมีขนาดเล็กที่สุด และทําใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.26)  
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ตารางที่ 4.24 ผลของ Streptomyces  spp. ที่ระยะการเจรญิตางกัน ในรปู culture filtrate ตอการเกิด 
                      โรคราน้ําคางในองุน ในสภาพใบตัด 

 การเกิดโรคราน้ําคาง 
ระยะการเจริญของเชื้อ/ไอโซเลต จํานวนแผล ขนาดแผล 

(ซม.) 
จํานวนสปอร 

(x103 spore/ใบ) 
Culture filtrate from log phase    

SSR107       6.81 ab1/   0.23 ab   36.00 a 
SHH202   6.00 a   0.25 ab    50.81 a 
SHR103   4.75 a   0.22 ab    28.87 a 
SYR205   5.62 a    0.27 bc    35.25 a 
SYR107   5.37 a 0.19 a    35.43 a 

Potato dextrose broth (control)     8.68 bc    0.32 cd   79.93 b 
Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 c 0.34 c 101.43 b 

F - test ** ** ** 
CV (%) 40.52 34.40 73.00 

Culture filtrate from stationary phase    
SSR107   3.93 a       0.18 a     23.00 a 
SHH202       6.68 bcd     0.24 abc     25.62 a 
SHR103     5.50 ab   0.23 ab    33.00 a 
SYR205      6.06 abc     0.25 abc     42.81 a 
SYR107    6.18 bc 0.21 a   52.50 a 

Potato dextrose broth (control)     7.81 cd 0.33 c 107.00 b 
Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ)  8.75 d   0.32 bc 169.56 c 

F - test ** ** ** 
CV (%) 45.51 45.35 79.38 

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.01 โดยวิธี DMRT.  
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ตารางที่ 4.25 ผลของ Streptomyces  spp. ที่ระยะการเจรญิตางกัน ในรปู culture filtrate ตอการเกิด 
                      โรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด 

ระยะการเจริญของเชื้อ/ไอโซเลต การเกิดโรคสแคบ 
 จํานวนแผล ขนาดแผล (ซม.) 

Culture filtrate from log phase   
SSR203        3.50 ab1/ 0.22 b 
SSH213        7.00 bcd 0.38 c 
SYR107      5.00 bc 0.38 c 
SHH202    0.00 a 0.00 a 
SHR106    4.25 b 0.23 b 

Potato dextrose broth (control)     8.50 cd 0.36 c 
Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 d 0.40 c 

F - test ** ** 
CV (%) 48.70 31.54 

Culture filtrate from stationary phase   
SSR203      5.75 ab     0.30 abc 
SSH213   2.50 a   0.08 ab 
SYR107   2.50 a               0.07 a 
SHH202     5.25 ab     0.22 abc 
SHR106   2.25 a     0.19 abc 

Potato dextrose broth (control) 10.00 b   0.32 bc 
Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 b               0.40 c 

F - test * * 
CV (%) 64.91 68.64 

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 (*) และ  
  P ≤ 0.01 (**) โดยวิธี DMRT.  
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ตารางที่ 4.26 ผลของ Streptomyces spp. ที่ระยะการเจริญตางกัน ในรูป culture filtrate ตอการเกิด 
                      โรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด 

ระยะการเจริญของเชื้อ/ไอโซเลต การเกิดโรคราสนิม 
 จํานวนแผล ขนาดแผล 

(ซม.) 
จํานวนสปอร 

(x103 spore/ใบ) 
Culture filtrate from log phase    

SSH209 10.00    0.37 a1/ 135.25 a 
SSH211 10.00 0.39 a 123.25 a 
SSH213   9.75 0.36 a 118.00 a 
SSH216   9.75 0.35 a 116.75 a 
SYR205   9.75 0.40 a 153.00 a 

Potato dextrose broth (control) 10.00   0.48 ab   180.25 ab 
Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 0.53 b 246.25 b 

F - test NS * * 
CV (%) 3.30 20.11 33.23 

Culture filtrate from stationary phase    
SSH209      8.25 ab    0.30 ab    55.25 ab 
SSH211   6.00 a 0.14 a 22.00 a 
SSH213   9.75 b   0.37 bc   111.50 abc 
SSH216 10.00 b   0.48 cd  151.51 bc 
SYR205     8.25 ab    0.38 bcd   114.00 abc 

Potato dextrose broth (control) 10.00 b  0.51 cd  167.75 bc 
Control (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 b     0.55 d         198.75 c 

F - test * ** * 
CV (%) 20.86 28.08 63.29 

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 (*) และ 
  P ≤ 0.01 (**) โดยวิธี DMRT. 
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4.7 การทดสอบผลกระทบของการใชเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. รวมกัน 
      ในการยบัยั้งโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน  
 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในรูป cell 
suspensions และ culture filtrate ในระยะ log phase และ stationary phase ในการยับยั้งการเกิดโรค 
ราน้ําคาง สแคบ และราสนิม โดยคัดเลือกไอโซเลตที่สามารถยับยั้งการเกิดโรคดีที่สุดในแตละชนิด 
ดังแสดงในตารางที่ 4.27 มาทดสอบรวมกัน 
 
ตารางที่ 4.27 ไอโซเลตของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ที่มีประสิทธิภาพดีที่สุด 
                       ในการยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุนที่นํามาทดสอบรวมกัน  

รูปแบบของเชื้อ ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง 
 โรคราน้ําคาง โรคสแคบ โรคราสนิม 

Bacillus spp.    
Cell suspensions from log phase BSN502 BSD502 BSN301 
Cell suspensions from stationary phase BSD603 BSN603 BSN301 
Culture filtrate from log phase BSD603 BSD101 BSN201 
Culture filtrate from stationary phase BSD603 BSD101 BSN201 
Streptomyces spp.    
Cell suspensions from log phase SHH202 SHH202 SSH216 
Cell suspensions from stationary phase SHR103 SHH202 SSH211 
Culture filtrate from log phase SYR107 SHH202 SSH216 
Culture filtrate from stationary phase SSR107 SYR107 SSH211 

 
 ผลการทดสอบการยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง โดยการใช BSN502, BHH202 และ BSN502 
รวมกับ BHH202 ในรูป cell suspensions ในระยะ log phase พบวาทุกวิธีการสามารถยับยั้งการเกิด
โรคไมแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) แตมีแนวโนมวาการ
ใช BSN502 พบการเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด สําหรับขนาดของแผลพบวา BSN502 รวมกับ 
SHH202 ใหขนาดแผลเล็กที่สุด เมื่อเปรียบเทียบทางสถิติ พบวามีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม นอกจากนี้ทุกกรรมวิธีทําใหเชื้อสรางสปอรแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม โดยการใช BSN502 รวมกับ SHH202 ทํา
ใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.28) 
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 สําหรับในระยะ stationary phase การใช BSD603, SHR103 และ BSD603 รวมกับ 
SHR103 พบจํานวนการเกิดแผล ขนาดของแผลมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธีการควบคุม และการสรางสปอรของเชื้อมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อ
เปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม โดยการใช BSD603 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด แผลมีขนาด
เล็กที่สุด และทําใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด  (ตารางที่ 4.28) 
 การใช BSD603, SYR107 และ BSD603 รวมกับ SYR107 ในรูปของ culture filtrate ใน
ระยะ log phase พบวาทุกกรรมวิธีสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดไมแตกตางกันทางสถิติ แตมี
แนวโนมวาการใช BSD603 รวมกับ SYR107 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด แผลมีขนาดเล็ก
ที่สุด และทําใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.28) 
 สําหรับในระยะ stationary phase พบวาการใช BSD603 รวมกับ SSR107 สามารถยับยั้ง
การเกิดโรคและการสรางสปอรของเชื้อไดดีที่สุด เมื่อเปรียบเทียบทางสถิติพบวาทุกกรรมวิธีพบ
จํานวนแผล ขนาดของแผล และการสรางสปอรของเชื้อมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทาง
สถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (ตารางที่ 4.28) 
 การยับยั้งการเกิดโรคสแคบ ในรูป cell suspensions ในระยะ log phase พบวาการใช 
BSD502, SHH202 และ BSD502 รวมกับ SHH202 สามารถยับยั้งการเกิดโรคแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม ซ่ึง SHH202 พบการเกิดแผลนอยที่สุด สวน 
BSD502 รวมกับ SHH202 มีขนาดแผลเล็กที่สุด เมื่อเปรียบเทียบทางสถิติพบวาทุกกรรมวิธีมีขนาด
ของแผลแตกตางกันทางสถิติ (ตารางที่ 4.29) 
 สําหรับระยะ stationary phase พบวาการใช BSN603, SHH202 และ BSN603 รวมกับ 
SHH202 พบการเกิดแผล และมีขนาดของแผลแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ โดย BSN603 
รวมกับ SHH202 มีการเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด และขนาดของแผลเล็กที่สุด (ตารางที่ 4.29) 
 สําหรับในรูป culture filtrate ในระยะ log phase พบวาทุกกรรมวิธีสามารถยับยั้งการเกิด
โรคแตกตางกัน โดยพบการเกิดแผล และขนาดของแผลแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อ
เปรียบเทียบวิธีการควบคุม โดยการใช SHH202 และ BSD101 รวมกับ SHH202 สามารถยับยั้งการ
เกิดโรคได 100 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 4.29) 
 สวนในระยะ stationary phase พบวาการใช BSD101, SYR107 และ BSD101 รวมกับ 
SYR107 สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธีการควบคุม โดยการใช SYR107 สามารถยับยั้งการเกิดโรคได 100 เปอรเซ็นต  (ตารางที่ 4.29 ) 
 สําหรับการยับยั้งการเกิดโรคราสนิม ในรูป cell suspensions ในระยะ log phase พบวาการ
ใช SSH216 พบการเกิดแผลนอยที่สุด และการสรางสปอรนอยที่สุด เมื่อเปรียบเทียบทางสถิติ พบวา
ทุกกรรมวิธีพบจํานวนการเกิดแผล และการสรางสปอรของเชื้อมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อ
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เปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม ในขณะที่ขนาดของแผลไมแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธีการควบคุม (ตารางที่ 4.30) 
 สําหรับในระยะ stationary phase พบวาการใช BSN301, SSH211 และ BSN301 รวมกับ 
SSH211  สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตางกัน โดยพบการเกิดแผลและการสรางสปอรของเชื้อ
มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม ในขณะที่ทุก
กรรมวิธีมีขนาดแผลแตกตางกันทางสถิติ โดยการใช SSH211 พบการเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด 
ขนาดของแผลเล็กที่สุด และทําใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.30) 
 สวนในรูป culture filtrate ในระยะ log phase พบวาทุกกรรมวิธีสามารถยับยั้งการเกิดโรค
ไดแตกตางกัน โดยพบการเกิดแผลแตกตางกันทางสถิติ และการสรางสปอรของเชื้อมีความแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม ซ่ึงการใช BSN201 รวมกับ 
SSH216 พบการเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด ขนาดของแผลเล็กที่สุด และทําใหเชื้อสรางสปอรนอย
ที่สุด (ตารางที่ 4.30) 
 และในระยะ stationary phase พบวาการใช BSN201 รวมกับ SSH211 พบการเกิดแผล
จํานวนนอยที่สุด และขนาดของแผลเล็กที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกันทางสถิติพบวาทุกกรรมวิธี
สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตางกันโดยพบจํานวนแผลแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ 
เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม และขนาดของแผลมีความแตกตางกันทางสถิติ ในขณะที่ทุก
กรรมวิธีทําใหเชื้อสรางสปอรแตกตางกันทางสถิติ (ตารางที่ 4.30) 
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ตารางที่ 4.28 ผลของ Bacillus spp. รวมกบั Streptomyces spp. ที่ระยะการเจริญตางกนั ตอการเกดิ 
                      โรคราน้ําคางในองุน ในสภาพใบตัด 

ระยะการเจริญของเชื้อ/ไอโซเลต จํานวนแผล ขนาดแผล 
(ซม.) 

จํานวนสปอร 
(x103 spore/ใบ) 

Cell suspensions from log phase    
BSN502 1.25     0.14 ab1/   4.25 a 
SHH202 2.75    0.30 bc   8.50 a 

BSN502+SHH202 1.50 0.10 a   0.75 a 
Control 3.00 0.38 c 27.50 b 
F - test NS * ** 
CV(%) 39.03 48.97 85.12 

Cell suspensions from stationary phase     
BSD603      0.50 a        0.05 a    0.00 a 
SHR103 2.00 bc        0.24 b    5.25 a 

BSD603+SHR103 0.75 ab 0.14 ab    0.25 a 
Control     2.25 c        0.29 b 24.25 b 
F - test * * ** 
CV(%) 28.01 59.37 113.84 

Culture filtrate from log phase    
BSD603 1.75 0.18       7.50 a 
SYR107 1.75 0.16    18.75 a 

BSD603+SYR107 1.25 0.15     1.00 a 
Control 2.00 0.26  44.50 b 
F - test NS NS ** 
CV(%) 38.94 14.49 130.38 

Culture filtrate from stationary phase     
BSD603 2.00 a   0.13 ab     5.50 a 
SSR107 1.25 a 0.23 b    3.25 a 

BSD603+SSR107 0.75 a 0.06 a   0.25 a 
Control 4.50 b 0.34 c 73.50 b 
F - test ** ** ** 
CV(%) 28.19 37.21 37.85 

1/คาเฉลีย่ที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 (*) และ  
  P ≤ 0.01 (**) โดยวิธี DMRT.  
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ตารางที่ 4.29 ผลของ Bacillus spp. รวมกบั Streptomyces spp. ที่ระยะการเจริญตางกนั ตอการเกดิ 
                      โรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด 

ระยะการเจริญของเชื้อ/ไอโซเลต จํานวนแผล ขนาดแผล (ซม.) 
Cell suspensions from log phase   

BSD502       4.50 a1/ 0.10 a 
SHH202     0.25 a 0.07 a 

BSD502+SHH202    0.75 a 0.06 a 
Control 10.00 b 0.31 b 
F -test ** * 
CV(%) 43.36 84.45 

Cell suspensions from stationary phase   
BSN603      8.25 b 0.18 b 
SHH202      5.75 b    0.24 bc 

BSN603+SHH202    1.50 a 0.05 a  
Control 10.00 b                  0.30 c 
F - test ** ** 
CV(%) 19.07 32.85 

Culture filtrate from log phase   
BSD101     3.75 b 0.22 b 
SHH202     0.00 a 0.00 a 

BSD101+SHH202    0.00 a 0.00 a 
Control 10.00 c 0.33 b 
F - test ** ** 
CV(%) 32.31 65.04 

Culture filtrate from stationary phase   
BSD101    2.00 a 0.14 a 
SYR107    0.00 a 0.00 a 

BSD101+SYR107   1.25 a 0.05 a 
Control 10.00 b 0.31 b 
F - test ** ** 
CV(%) 36.09 83.90 

1/คาเฉลีย่ที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 (*) และ  
  P ≤ 0.01 (**) โดยวิธี DMRT. 
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ตารางที่ 4.30 ผลของ Bacillus spp. รวมกบั Streptomyces spp. ที่ระยะการเจริญตางกนั ตอการ 
                      เกิดโรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด 

ระยะการเจริญของเชื้อ/ไอโซเลต จํานวนแผล ขนาดแผล 
(ซม.) 

จํานวนสปอร 
(x103 spore/ใบ) 

Cell suspensions from log phase    
BSN301       7.00 ab1/ 0.22      75.25 bc 
SSH216   3.25 a 0.18    9.75 a 

BSN301+SSH216   3.25 a 0.12    16.25 ab 
Control 10.00 b 0.32 88.25 c 
F - test * NS * 
CV(%) 31.91 64.61 83.09 

Cell suspensions from stationary phase     
BSN301      3.25 a 0.12 a    14.50 ab 
SSH211     1.25 a 0.05 a   3.25 a 

BSN301+SSH211    4.00 a 0.15 a 21.25 b 
Control 10.00 b 0.30 b 99.00 c 

F -test ** * ** 
CV(%) 48.14 61.20 37.02 

Culture filtrate from log phase    
BSN201      4.25 ab 0.20      15.00 a 
SSH216      5.25 ab 0.21      28.50 a 

BSN201+SSH216   2.25 a 0.15       5.50 a 
Control 10.00 b 0.34  100.25 b 

F -test * NS ** 
CV(%) 64.20 57.65 63.89 

Culture filtrate from stationary phase     
BSN201     1.75 a 0.14 a    5.75 a 
SSH211     2.25 a 0.07 a 11.25 a 

BSN201+SSH211    1.75 a 0.07 a 15.50 a 
Control 10.00 b 0.31 b 42.50 b 

F -test ** * * 
CV(%) 29.00 50.61 85.43 

1/คาเฉลีย่ที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 (*) และ  
  P ≤ 0.01 (**) โดยวิธี DMRT.  
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4.8 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม  
 4.8.1 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanase  
  เชื้อ Bacillus spp. มีกิจกรรมของเอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanase ไดแตกตางกันอยาง
มีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ โดยพบ 5 ไอโซเลตในระยะ log phase ไดแกไอโซเลต BSD604, BSN301,  
BSD406, BSD502 และ BSD101 ที่ทําใหเกิดวงใสขนาดเสนผาศูนยกลางขนาดกวางที่สุด 5 อันดับ
แรก จาก 12 ไอโซเลต มีขนาดเฉลี่ยเทากับ 1.87, 1.67, 1.62, 1.45 และ 1.42 เซนติเมตร ตามลําดับ 
และพบ 5 ไอโซเลต ในระยะ stationary phase ไดแกไอโซเลต BSD502, BSN301, BSD604, BSD405 
และ BSD406 ที่ทําใหเกิดวงใสขนาดเสนผาศูนยกลางขนาดกวางที่สุด 5 อันดับแรก จาก 13 ไอโซเลต 
มีขนาดเฉลี่ยเทากับ 2.07, 2.05, 2.00, 1.68 และ 1.68 เซนติเมตร ตามลําดับ (ตารางที่ 4.31, รูปที่ 4.8ก) 
  สําหรับเชื้อ Streptomyces spp. สามารถสรางเอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanaseได
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ พบ 5 ไอโซเลต ไดแกไอโซเลต SYR107,  SSR107, SSH213, 
SSH209 และ SSH211 ที่ทําใหเกิดวงใสขนาดเสนผาศูนยกลางขนาดกวางที่สุด 5 อันดับแรกจาก 10    
ไอโซเลต เฉลี่ยเทากับ 3.51, 3.48, 2.65, 2.61 และ 2.35 เซนติเมตร ตามลําดับ (ตารางที่ 4.32, รูปที่ 4.8ข) 
 4.8.2 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม Protease 
  พบวาเชื้อ Bacillus spp. มีกิจกรรมของเอนไซม protease ไดแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ ซ่ึงพบ 3 ไอโซเลต ในระยะ log phase ไดแกไอโซเลต BSD604, BSD406 และ 
BSD101 ทําใหเกิดวงใสขนาดเสนผาศูนยเฉลี่ยเทากับ 1.95, 1.50 และ 1.30 เซนติเมตร ตามลําดับ และ
พบ 5 ไอโซเลต ในระยะ stationary phase ไดแกไอโซเลต BSD604, BSD502, BSD406, BSD101 
และ BSN301 ทําใหเกิดวงใสขนาดเสนผาศูนยกลางเฉลี่ยเทากับ 2.00, 1.87, 1.72, 1.30 และ 1.12 
เซนติเมตร ตามลําดับ (ตารางที่ 4.31, รูปที่ 4.8ค) 
  ในขณะที่เชื้อ Streptomyces spp. ทุกไอโซเลตไมพบกิจกรรมของเอนไซม protease 
(ตารางที่ 4.32) 
 4.8.3 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม Chitinase 
  พบวาเชื้อ Bacillus spp. ทุกไอโซเลตไมสามารถตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม 
chitinase ได (ตารางที่ 4.31) ขณะที่เชื้อ Streptomyces spp. ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม chitinase 
ไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ โดยพบ 6 ไอโซเลต ไดแกไอโซเลต SYR107, SSH211, 
SSR203, SYR205, SSH213 และ SSH216 ทําใหเกิดวงใสขนาดเสนผาศูนยกลางเฉลี่ยเทากับ 4.10, 
3.62, 2.90, 2.57, 2.47 และ 2.26 เซนติเมตร ตามลําดับ (ตารางที่ 4.32, รูปที่ 4.8ง) 
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ตารางที่ 4.31 ความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. ในการสรางเอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanase  
                      protease และ chitinase โดยประเมินจากขนาดของวงใสที่เกิดขึ้นจากการยอย  
                      substrate เฉพาะ (ขนาดเสนผาศูนยกลางของหลุมวุนที่ใชทดสอบเทากบั 0.5  
                      เซนติเมตร) 

 ขนาดของวงใส (ซม.) 
ไอโซเลต β-1, 3-1, 4-glucanase protease chitinase 

 FL1/ FS2/ FL FS FL FS 
BSD101    1.42 d3/    1.57 gh 1.30 b 1.30 c 0.50 0.50 
BSD203 0.50 a 0.50 a 0.50 a 0.50 a 0.50 0.50 
BSD405 1.05 b 1.68 h 0.50 a 0.50 a 0.50 0.50 
BSD406 1.62 e 1.68 h 1.50 c 1.72 d 0.50 0.50 
BSD502 1.45 d 2.07 i 0.50 a 1.87 e 0.50 0.50 
BSD603 1.05 b   1.12 cd 0.50 a 0.50 a 0.50 0.50 
BSD604 1.87 f 2.00 i 1.95 d 2.00 f 0.50 0.50 
BSN201 1.05 b   1.25 de 0.50 a 0.50 a 0.50 0.50 
BSN301 1.67 e 2.05 i 0.50 a 1.12 b 0.50 0.50 
BSN304 0.50 a 0.81 b 0.50 a 0.50 a 0.50 0.50 
BSN501 1.10 b 1.37 ef 0.50 a 0.50 a 0.50 0.50 
BSN502 1.05 b 1.47 fg 0.50 a 0.50 a 0.50 0.50 
BSN603 1.26 c 1.43 fg 0.50 a 0.50 a 0.50 0.50 

B. subtilis 1.00 b     1.02 c 0.50 a 0.50 a 0.50 0.50 
F - test ** ** ** ** NS NS 
CV(%) 8.03 7.17 9.32 5.52 0.00 0.00 

1/FL = culture filtrate from log phase, 2/FS = culture filtrate from stationary phase, 3/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละ 
  คอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.01 โดยวธิี DMRT.  
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ตารางที่ 4.32 ความสามารถของเชื้อ Streptomyces spp. ในการสรางเอนไซม β-1, 3-1, 4- glucanase, 
                      protease และ chitinase โดยประเมินจากขนาดของวงใสที่เกิดขึ้นจากการยอย    
                      substrate เฉพาะ (ขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีของเชื้อทดสอบเทากบั 0.1     
                      เซนติเมตร) 
ไอโซเลต ขนาดของวงใส (ซม.) 
 β-1, 3-1, 4-glucanase protease chitinase 

SSR203     2.00 b1/ 0.10 2.90 c 
SSR107 3.48 e 0.10 0.10 a 
SSH209 2.61 d 0.10 0.10 a 
SSH211   2.35 cd 0.10 3.62 d 
SSH213 2.65 d 0.10 2.47 b 
SSH216 0.70 a 0.10 2.26 b 
SYR205 0.10 a 0.10 2.57 b 
SYR107 3.51 e 0.10 4.10 e 
SHH202 1.96 b 0.10 0.10 a 
SHR103  2.15 bc 0.10 0.10 a 
SHR106  2.03 bc 0.10 0.10 a 
F - test ** NS ** 
CV(%) 10.02 0.00 13.35 

1/คาเฉลีย่ที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.01 โดยวิธี DMRT. 
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รูปท่ี 4.8 แสดงลักษณะของวงใสที่เกดิจากการยอย substrate ที่เชื้อ Bacillus spp. และ 
                            Streptomyces spp. สรางขึ้น 
  ก. เอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanase จากเชื้อ Bacillus spp. 
           ข. เอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanase จากเชื้อ Streptomyces spp. 
  ค. เอนไซม protease จากเชื้อ Bacillus spp. 
  ง. เอนไซม chitinase จากเชือ้ Streptomyces spp. 
 
4.9 การระบชุนิดของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ท่ีผานการคัดเลือก 
         4.9.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. 
  ผลการศึกษาลักษณะโคโลนีของเชื้อ Bacillus spp. จํานวน 13 ไอโซเลต บนอาหาร
เล้ียงเชื้อ NA บมที่อุณหภูมิ 27-30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวาโคโลนีมีลักษณะ
แตกตางกันทั้งขนาด และรูปราง โดยสามารถแบงลักษณะโคโลนีไดเปน 5 กลุมคือ 
 กลุมที่ 1 โคโลนีคอนขางกลม โคงนูนขึ้นจากผิวหนาอาหาร สีขาวถึงสีครีม ผิวเปนมันแต
ไมวาว เมื่อใชลวดเขี่ยเชื้อ (loop) แตะโคโลนีจะเหนียวติดกับผิวหนาอาหาร ไดแกไอโซเลต 
BSD203 และ B. subtilis 
 กลุมที่ 2 โคโลนีคอนขางกลม หรือรูปรางไมแนนอน แบนราบไปกับผิวหนาอาหาร ขอบ
เรียบหรือหยัก สีขาวถึงครีม ผิวดานทึบแสง เมื่อใชลวดเขี่ยเชื้อแตะโคโลนีจะเหนียวติดกับผิวหนา
อาหาร ไดแกไอโซเลต BSD101, BSD603 และ BSN301 
 กลุมที่ 3 โคโลนีรูปรางไมแนนอน ลักษณะคลายหยักสมอง นูนตรงกลาง ขอบเปนหยัก สี
ขาวถึงครีม ผิวดาน เมื่อใชลวดเขี่ยเชื้อแตะโคโลนีหลุดออกไดงาย ไดแก ไอโซเลต BSD405, 
BSN201, BSN304, BSN502 และ BSN603  
 กลุมที่ 4 โคโลนีรูปรางกลมหรือไมแนนอน นูนตรงกลาง ขอบเรียบ สีขาวถึงครีม ทึบแสง 
เมื่อใชลวดเขี่ยเชื้อแตะโคโลนีจะเหนียวติดกับผิวหนาอาหาร ไดแก ไอโซเลต BSD406 

ก ข ค ง 
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 กลุมที่ 5 โคโลนีรูปรางกลมหรือไมแนนอน นูนสูงทั้งโคโลนี ผิวเรียบถึงหยักเปนลอน สี
ขาวถึงครีม เมื่อใชลวดเขี่ยเชื้อแตะโคโลนีจะเหนียวติดกับผิวหนาอาหาร ไดแกไอโซเลต BSD502, 
BSD604 และ BSD501 
 ลักษณะของเซลล ผลการศึกษาลักษณะของเซลลโดยการยอมดวย crystal violet พบรูปราง
เปน rod มีขนาดแตกตางกันไป โดยมีขนาดตั้งแต 0.62-1.02x1.5-3.0 ไมโครเมตร สวนสปอรมี
ลักษณะเปนรูปไข ทรงกระบอก และกลม ตําแหนงของสปอรอยูตรงกลาง หรือคอนไปทางปลาย
เซลล เซลลไมโปงออก สวนของเซลลแบคทีเรียมีสีขาวไมติดสียอมของ malachite gree 
 4.9.2 การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อ Bacillus spp. 
  1. การติดสีแกรม 
   พบวาเชื้อ Bacillus spp. ทุกไอโซเลตยอมติดสีมวงของ crystal violet 
แสดงวาเชื้อเปนแบคทีเรียแกรมบวก 
  2. การทดสอบคุณสมบัติในการยอยแปง 
   จากการเลี้ยงเชื้อ Bacillus spp. แตละไอโซเลต บนอาหาร starch agar เมื่อ
เท Logol’s iodine ทวมผิวอาหาร พบบริเวณใสรอบโคโลนีของ Bacillus จํานวน 12 ไอโซเลต 
แสดงวาสามารถยอยแปงได ยกเวนไอโซเลต BSN502 ไมสามารถยอยแปงได (ตารางที่ 4.34) 
  3. การทดสอบแคตาเลส 
   เมื่อหยด 3% H2O2 ลงบนสไลดที่มีเชื้อ Bacillus spp. พบวาเกิดฟองแกส
ขึ้นทุกไอโซเลต แสดงวาสามารถสรางเอนไซมแคตาเลสได (ตารางที่ 4.34) 
  4. การทดสอบการยอยเคซีน 
   เมื่อเล้ียงเชื้อ Bacillus spp. ทุกไอโซเลต บนอาหาร casein agar เปนเวลา 2 
สัปดาห พบบริเวณใสรอบโคโลนี แสดงวาทุกไอโซเลตสามารถยอยเคซีนได (ตารางที่ 4.34) 
  5. การทดสอบการยอยเจลาติน 
   เมื่อเล้ียงเชื้อ Bacillus spp. ในอาหาร gelatin media ตรวจสอบผลทุก 1 
สัปดาห เปนเวลา 4 สัปดาห เมื่อเอียงหลอดอาหารขณะที่บมไวที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส พบวา
หลอดที่ทําการปลูกเชื้อ Bacillus spp. ทุกไอโซเลต มีลักษณะเหลวแสดงวาทุกไอโซเลตสามารถ
ยอยเจลาตินได (ตารางที่ 4.34) 
  6. การทดสอบการหมักคารโบไฮเดรต 
   เมื่อทําการปลูกเชื้อ Bacillus spp. แตละไอโซเลต ในอาหาร carbohydrate 
fermentation broth ผสมแหลงคารบอน พบวาทุกไอโซเลตสามารถสรางกรดจากน้ําตาล glucose, 
mannitol และ sucrose โดยเปลี่ยนสีอาหารจากสีน้ําตาลเปนสีแดง ในขณะที่มีเฉพาะไอโซเลต 
BSD101, BSD203, BSD406, BSD405 และ BSN304 ที่สามารถสรางกรดจากน้ําตาล maltose ได 
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และเฉพาะไอโซเลต BSD101, BSD203, BSN603, BSD406 และ BSD604 สามารถสรางกรดจาก
น้ําตาล xylose ได แตไมพบวามีไอโซเลตใดที่สามารถสรางกรดจากน้ําตาล lactose หรือสรางแกส
จากน้ําตาลแตละชนิด (ตารางที่ 4.34,  รูปที่ 4.9) 
  7. การทดสอบการทนเกลือ 
   พบวาเชื้อ Bacillus spp. ทุกไอโซเลต สามารถเจริญบนอาหาร NA ผสม 
NaCl 2, 5, 7 และ 10% ได (ตารางที่ 4.34)  
  8. การทดสอบการทนความรอน 
   พบวาเชื้อ Bacillus spp. แตละไอโซเลต มีความสามารถในการทนความ
รอนแตกตางกัน โดยสามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิ 15-55 องศาเซลเซียส (ตารางที่ 4.34) 

4.9.3 การบงชี้ชนิดของเชื้อ Bacillus spp. โดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 
  เมื่อนําเชื้อ Bacillus spp. จํานวน 14 ไอโซเลต มาสกัดดีเอ็นเอใชเปนดีเอ็นเอ

ตนแบบในการเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (polymerase chain reaction, PCR) ใน
สวน 16S rDNA โดยใชไพรเมอร  B-K1/F และ B-K1/R1 พบวาสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ
ดังกลาวไดทุกไอโซเลต และจากการวิเคราะหดวยเทคนิคอะกาโรลเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส (agarose 
gel electrophoresis) พบวาไดช้ินดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 1.1 bp ดังรูปที่ 4.10 เมื่อนําผลิตภัณฑ 
PCR จากบริเวณ 16S rDNA ของเชื้อ Bacillus spp. ทั้ง 14 ไอโซเลต ไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอ-
ไทด (sequence) และนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปเปรียบเทียบความเหมือนหรือความ
คลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของ GenBank พบวาขอมูลนิวคลีโอไทดของเชื้อ Bacillus spp. ทุก
ไอโซเลต มีความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของ B. subtilis ในระดับ 99 เปอรเซ็นต ดังตารางที่ 
4.33  

  เนื่องจากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของทุกไอโซเลตมีความเหมือนกับเชื้อ B. 
subtilis แตขอมูลทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีของแตละไอโซเลตมีความแตกตางกัน
คอนขางมาก การระบุชนิดของเชื้อ Bacillus spp. โดยใชลําดับนิวคลีโอไทดจึงไมสามารถนํามาใช
ได 
  เมื่อนําขอมูลทางดานสัณฐานวิทยา และชีวเคมีของเชื้อ Bacillus spp. มาใชจัด
จําแนกสามารถแบงไดเปน 4 กลุม คือ 
  กลุมที่ 1 ไดแกไอโซเลต BSD101, BSD203 และ BSD604 ลักษณะโคโลนีรูปราง
กลม หรือไมแนนอน ผิวดานหรือมัน อาจมีรอยยน มีสีขาวครีมหรือน้ําตาล แพรกระจายบนอาหาร
ไดดี สปอรรูปไข ตําแหนงอยูกลางเซลล เซลลไมโปงออก สามารถสรางกรดจากน้ําตาล glucose, 
mannitol, sucrose, xylose และ fructose แตไมสามารถสรางกรดจากน้ําตาล lactose สามารถเจริญ
ไดที่ pH 5 ทนเกลือไดถึง 10% NaCl เจริญไดที่อุณหภูมิสูงสุด 50 องศาเซลเซียส ลักษณะดังกลาว
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ใกลเคียงกับลักษณะของเชื้อ B. subtilis 98 เปอรเซ็นต (Sneath, Mair, Sharpe and Holt, 1986) 
(ตารางที่ 4.34 , รูปที่ 4.11) 
  กลุมที่ 2 ไดแกไอโซเลต BSD405, BSD406, BSD502, BSN301 และ BSN304 
ลักษณะโคโลนีมีความแตกตางกัน สีขาวถึงครีม ผิวเรียบหรือหยักขอบยกสูง สามารถสรางกรดจาก
น้ําตาล glucose, mannitol, sucrose และ fructose แตไมสรางกรดจากน้ําตาล lactose, xylose เจริญ
ไดที่ pH 5 ทนเกลือไดถึง 10% NaCl เจริญไดที่อุณหภูมิสูงสุด 50 องศาเซลเซียส จากลักษณะ
ดังกลาวใกลเคียงกับลักษณะของเชื้อ B. firmus 97 เปอรเซ็นต (Sneath, Mair, Sharpe and Holt, 
1986) (ตารางที่ 4.3, รูปที่ 4.12) 
  กลุมที่ 3 ไดแกไอโซเลต BSD603 และ BSN201 ลักษณะโคโลนีนูนขึ้นจากอาหาร 
สีขาวถึงครีม ขอบหยักหรือไมแนนอน สามารถสรางกรดจากน้ําตาล glucose, mannitol, sucrose 
และ fructose แตไมสรางกรดจากน้ําตาล maltose, lactose และ  xylose เจริญไดที่ pH 5 ทนเกลือได
ถึง 10% NaCl เจริญไดที่อุณหภูมิสูงสุด 55 องศาเซลเซียส จากลักษณะดังกลาวใกลเคียงกับลักษณะ
ของเชื้อ B. pantothenticus 97 เปอรเซ็นต (Sneath, Mair, Sharpe and Holt, 1986) (ตารางที่ 4.34, รูป
ที่ 4.13) 
  กลุมที่ 4 ไดแกไอโซเลต BSN501, BSN502 และ BSN603 ลักษณะโคโลนีมีความ
แตกตางกันขึ้นอยูกับอาหาร สีขาวถึงครีม สปอรมีลักษณะกลม สามารถสรางกรดจากน้ําตาล 
glucose, mannitol, sucrose และ fructose แตไมสรางกรดจากน้ําตาล maltose, lactose และ xylose 
เจริญไดที่ pH 5 ทนเกลือไดถึง 10% NaCl เจริญไดที่อุณหภูมิสูงสุด 55 องศาเซลเซียส จากลักษณะ
ดังกลาวใกลเคียงกับลักษณะของเชื้อ B. megaterium  98 เปอรเซ็นต (Sneath, Mair, Sharpe and 
Holt, 1986) (ตารางที่ 4.34, รูปที่ 4.14) 

 
 

 
 
 
                                                                              -        +        +        +        +        +         +       +       
 

รูปท่ี 4.9 ตัวอยางการทดสอบเชื้อ Bacillus spp. ทางชีวเคมี 
  ก. ลักษณะการยอยแปงเกิดเปนบริเวณใสรอบโคโลนี 
  ข. ลักษณะการยอยเคซีนเกิดเปนบริเวณใสรอบโคโลน ี
  ค. ลักษณะการเกิดกรดจากการใชน้ําตาล สีอาหารเปลี่ยนจากสีน้ําตาล (-) เปนสีแดง (+) 

ก ข 
ค ข ก 
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รูปท่ี 4.10 ขนาดชิ้นสวนดีเอน็เอในสวน 16S rDNA ของเชื้อ Bacillus spp. เมื่อเพิ่มปริมาณ 
                   ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร B-K1/F และ B-K1/R1 
  แถวที่ 1 : 100 bp DNA marker 
  แถวที่ 2-14 : เชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลต BSD101, BSD203, BSD405,       

BSD406, BSD502, BSD603, BSD604, BSN201, BSN301, BSN304, BSN501, 
BSN502, BSN603 และ Bacillus subtilis  ตามลําดับ 
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ตารางที่ 4.33 การบงชี้ชนิดของเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลตตาง ๆ โดยการเปรียบเทยีบลําดับ 
                      นิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA กับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมลูของ GenBank  

ไอโซเลต ชนิด accession number E value ความเหมือน (%) 
BSD101 B. subtilis EF541143 0.0 99 
BSD203 B. subtilis EF541143 0.0 99 
BSD405 B. subtilis EF474343 0.0 99 
BSD406 B. subtilis EF541143 0.0 99 
BSD502 B. subtilis EF581127 0.0 99 
BSD603 B. subtilis EF541143 0.0 99 
BSD604 B. subtilis EF581127 0.0 99 
BSN201 B. subtilis EF581127 0.0 99 
BSN301 B. subtilis EF581127 0.0 99 
BSN304 B. subtilis EF541143 0.0 99 
BSN501 B. subtilis EF581127 0.0 99 
BSN502 B. subtilis EF541143 0.0 99 
BSN603 B. subtilis EF581127 0.0 99 

B. subtilis B. subtilis EF581127 0.0 99 
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ตารางที่ 4.34 แสดงคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา และชีวเคมี ของเชื้อ Bacillus spp. ที่ผานการคัดเลือกประสิทธิภาพในการควบคุมโรคองุนที่เกิดจากเชื้อรา เปรียบเทียบกับคุณสมบัติของ 
B.subtilis (BS), B. firmus (BF), B. pantothenticus (BP) และ B. megaterium (BM)  อางอิงจาก  Sneath, Mair, Sharpe and Holt (1986) 

+ = positive,  - = negative, ND = no data available, E = ellipsoidal, S = spherical, C = central, T = terminal    

Property BSD 
101 

BSD 
203 

BSD 
604 

BS BSD 
405 

BSD 
406 

BSD 
502 

BSN 
301 

BSN 
304 

BF BSD 
603 

BSN 
201 

BP BSN 
501 

BSN 
502 

BSN 
603 

BM 

Cell width (µm) 0.94 0.87 0.80 0.7-
0.8 

0.97 0.94 1.02 0.98 0.91 0.6-
0.9 

0.66 0.62 0.5-
0.7 

0.93 0.80 0.99 1.2-
1.5 

Cell length (µm) 2.16 2.39 2.59 2-3 2.54 2.53 2.59 2.48 2.72 1.2-4 1.95 1.96 2-5 2.86 2.45 2.47 2-5 
Spore shape E E E&S E E E E E E E E&S E&S E&S E E E E 
Spore position C C C C C C C C C C T&C T&C T C C C C 
Catalase  + + + + + + + + + + + + + + + + + 
Starch hydrolysis + + + + + + + + + + + + + + - + + 
Casein test + + + + + + + + + + + + + + + + + 
Gelatin test + + + + + + + + + + + + + + + + + 
Acid from                  
Maltose +/- +/- - ND + + - - + ND - - ND - - - ND 
Glucose + + + + + + + + + + +/- + + + + + + 
Lactose - - + ND - - - - - ND - - ND - - - ND 
Mannitol + + + + + + + + + + + + - + + + + 
Sucrose + + + ND + + + + + ND +/- + ND + + + ND 
Xylose + + + + - +/- - - - - - - - - - +/- + 
Fructose + + +/- ND + + +/- + + ND +/- +/- ND + + +/- ND 
Growth at Temp                   
Minimum 15 15 15 10 15  15 15 15 15 10 15 15 30 15 15    15 5 
Maximum 50 50 45 50 50 40 45 40 50 40 50 55 50 55 55 45 40 
pH                  
5 + + + + + + + + + + + + + + + + + 
NaCl tolerance 
(%w/v) 

                 

2 + + + + + + + + + + + + + + + + ND 
5 + + + + + + + + + + + + + + + + ND 
7 + + + + + + + + + + + + + + + + + 
10 + + + ND + + + + + ND + + + + + + ND 
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 รูปท่ี 4.11 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. ที่มีลักษณะใกลเคยีงกับเชื้อ B. subtilis 

        ภาพซาย : จากบนลงลาง ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลต BSD101,  
                          BSD203 และ BSD604 

                      ภาพขวา : จากบนลงลาง ลักษณะสปอรและเซลลของเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลต  
                                        BSD101, BSD203 และ BSD604   
     
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

5 µ 

5 µ 

5 µ 
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 รูปท่ี 4.12 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. ที่มีลักษณะใกลเคยีงกับเชื้อ B. firmus 
          ภาพซาย : จากบนลงลาง ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลต BSD405,  
                           BSD406, BSD502, BSN301 และ BSN304 
          ภาพขวา  : จากบนลงลาง ลักษณะสปอรและเซลลของเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลต  
                             BSD405, BSD406, BSD502, BSN301 และ BSN304 
 

5 µ 

5 µ 

5 µ 

5 µ 

5 µ 



 

 

94

 
       
 
 
 
 
 
 
 
 
     

รูปท่ี 4.13 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. ที่มีลักษณะใกลเคยีงกับเชื้อ 
                            B. pantothenticus 
                        ภาพบน : จากซายไปขวา ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลต BSD603   

                            และ BSN201 
                        ภาพลาง : จากซายไปขวา ลักษณะสปอรและเซลลของเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลต                 
                                          BSD603  และ BSN201  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5 µ 5 µ 
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รูปท่ี 4.14 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. ที่มีลักษณะใกลเคยีงกับเชื้อ 
                            B. megaterium  
                       ภาพบน : จากซายไปขวา ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลต BSN501, 
              BSN502  และ BSN603     

         ภาพลาง  : จากซายไปขวา ลักษณะสปอรและเซลลของเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลต  
                           BSN501,  BSN502  และ BSN603  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5 µ 5 µ 5 µ 
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4.9.4 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Streptomyces spp. 
  ผลการศึกษาลักษณะโคโลนีของเชื้อ Streptomyces spp. จํานวน 11 ไอโซเลต บน
อาหารเลี้ยงเชื้อ OA บมที่อุณหภูมิ 27-30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5-7 วัน พบวาสามารถแบงไดเปน 
4 กลุม ตามสีของโคโลนี คือ 

กลุมที่1 โคโลนีสีเทาอมดํา ไดแก ไอโซเลต SSR203, SSR107, SSH211, SSH213, 
SYR107 และ SHH202  

กลุมที่ 2 โคโลนีสีเทาอมขาว ไดแกไอโซเลต SSH209, SSH216 และ SYR205  
กลุมที่ 3 โคโลนีสีมวงอมขาว ไดแกไอโซเลต SHR103  
กลุมที่ 4 โคโลนีสีเขียวอมเทา ไดแกไอโซเลต SHR106  
  จากลักษณะของสายสปอรสามารถแบงออกเปน 2 กลุม คือ ไอโซเลตที่สรางสปอร

มีลักษณะเปนสายตรง ไดแกไอโซเลต SSR203, SSR107, SSH216 และ SYR205 และไอโซเลตที่
สรางสปอรที่มีลักษณะเปนเกลียว ไดแก ไอโซเลต SSH209, SSH211, SSH213, SYR107, SHH202, 
SHH103 และ SHH106 

  เมื่อจัดแบงตามสีของอาหารที่เปลี่ยนหลังการเลี้ยงเชื้อ สามารถแบงเปน 2 กลุม คือ 
กลุมที่ 1 ทําใหอาหารมีสีเปลี่ยนจากเดิม ไดแกไอโซเลต SSR203, SSR107, SSH209, SSH216, 
SYR205, SYR107, SHH202, SHR103 และ SHR106 กลุมที่ 2 ไมทําใหสีของอาหารเปลี่ยน ไดแก
ไอโซเลต SSH211 และ SSH213 
 4.9.5 การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อ Streptomyces spp. 
  1. การติดสีแกรม 
   พบวาเชื้อ Streptomyces spp. ทุกไอโซเลตยอมติดสีมวงของ crystal violet 
แสดงวาเชื้อเปนแบคทีเรียแกรมบวก 
  2. การทดสอบการยอยเคซีน 
   เมื่อเล้ียงเชื้อ Streptomyces spp. ทุกไอโซเลต บนอาหาร casein agar เปน
เวลา 2 สัปดาห พบบริเวณใสรอบโคโลนีเพียง 2 ไอโซเลต คือ SSH211 และ SSH213 ที่สามารถ
ยอยเคซีนได (ตารางที่ 4.36) 
  3. การทดสอบการยอยเจลาติน 
   เมื่อเล้ียงเชื้อ Streptomyces spp. ในอาหาร gelatin media ตรวจสอบผลทุก 
1 สัปดาห เปนเวลา 4 สัปดาห เมื่อเอียงหลอดอาหารขณะที่บมไวที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส พบวา 
ไอโซเลต SSR107, SSH209, SSH211, SSH213, SHH202, SHR103 และ SHR106 มีลักษณะเหลว
แสดงวาสามารถยอยเจลาตินได (ตารางที่ 4.36) 
 



 

 

97

  4. การทดสอบการใชคารโบไฮเดรตเปนแหลงคารบอน 
   เมื่อทําการปลูกเชื้อ Streptomyces spp. แตละไอโซเลต บนอาหาร basal 
mineral salts medium ผสมแหลงคารบอน พบวาทุกไอโซเลตสามารถใชน้ําตาล glucose และ 
manitol เปนแหลงคารบอนได ในขณะที่ไอโซเลต SSH211, SHR103 และ SHR106 ไมสามารถใช
น้ําตาล fructose ไอโซเลต SSR107 ไมสามารถใชน้ําตาล inositol ไอโซเลต SSR107 และ SSH211 
ไมสามารถใชน้ําตาล sucrose และเฉพาะ SSH211 และ SHR103 ไมสามารถใชน้ําตาล xylose ได 
(ตารางที่ 4.36) 
  5. การทดสอบการทนเกลือ 
   พบวา Streptomyces spp. ไอโซเลต SSH209, SYR205 และ SHH202 ไม
สามารถเจริญบนอาหาร Waksman Agar ผสม NaCl 4 เปอรเซ็นต สวนไอโซเลต SSR203, SSR107, 
SSH211, SSH213, SSH216, SYR107, SHR103 และ SHR106 สามารถเจริญบนอาหาร Waksman 
Agar ผสม NaCl ไดสูงสุดไมเกิน 7 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 4.36)  
  6. การทดสอบการทนความรอน 
   พบวาเชื้อ Streptomyces spp. แตละไอโซเลตมีความสามารถในการทนความ
รอนไดแตกตางกัน โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญคือ 37 องศาเซลเซียส โดยอุณหภูมิต่ําสุดที่
สามารถเจริญได 10 องศาเซลเซียส ไดแก ไอโซเลต SSR203, SSR107, SSH209 และ SSH216 และ
อุณหภูมิสูงสุดที่สามารถเจริญได 45 องศาเซลเซียส ไดแก ไอโซเลต SSR203, SSH211, SSH213 และ 
SYR107 (ตารางที่ 4.36) 
 4.9.6 การบงชี้ชนิดของเชื้อ Streptomyces spp. โดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR)   
  เมื่อนําเชื้อ Streptomyces spp. จํานวน 11 ไอโซเลต มาสกัดดีเอ็นเอเพื่อใชเปนตน 
แบบในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (polymerase chain reaction, PCR) ใน
สวน 16S rDNA โดยใชไพรเมอร STR1F และ STR1530R พบวาสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ บริเวณ
ดังกลาวไดทุกไอโซเลต และจากการวิเคราะหการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคอะกาโรล
เจลอิเล็กโทสโฟรีซีส (agarose gel electrophoresis) พบวาไดช้ินดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 1.5 bp ดัง
รูปที่ 4.15 เมื่อนําผลิตภัณฑ PCR จากบริเวณ 16S rDNA ของเชื้อ Streptomyces spp. ทั้ง 11 ไอโซเลต 
ไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด (sequence) และนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปเปรียบเทียบ
ความเหมือนหรือความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของ GenBank พบวาขอมูลนิวคลีโอไทดมี
ความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของ Streptomyces spp. ใน GenBank ดังตารางที่ 4.35 
  เมื่อนําขอมูลทางสัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางชีวเคมี และขอมูลลําดับนิวคลี-  
โอไทด มาทําการเปรียบเทียบสามารถจัดจําแนกเชื้อ Streptomyces spp. ไดทั้งหมด 10 ชนิด คือ 
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ชนิดที่ 1 ไดแก ไอโซเลต SSR203 โคโลนีมีสีเทาอมเขียว เมื่ออายุของเชื้อมากจะมีสีเทาอม
ดํา สปอรเปนสายตรงผสมกับแบบเกลียว เปลี่ยนสีอาหารเปนสีน้ําตาล ไมสราง melanin pigment 
สามารถใชน้ําตาล glucose, fructose, manitol, inositol, sucrose และ xylose เปนแหลงคารบอนไดดี 
เจริญไดที่อุณหภูมิต่ําสุด 10 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุด 45 องศาเซลเซียส เจริญไดที่ pH 7 
ทนเกลือไดถึง 7% NaCl ซ่ึงมีลักษณะใกลเคียงกับเชื้อ S. cellulosae (Williams, Sharpe, and Holt, 
1989) (ตารางที่ 4.36, รูปที่ 4.16 ) แตเมื่อเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดกลับมีความคลายกับ
เชื้อ Cupriavidus respiraculi และ C. taiwanensis  แตเดิมจัดอยูในจีนัส Ralstonia เปนแบคทีเรีย    
แกรมลบ เปนพวก chemoheterotrophic หรือ chemolithotrophic สามารถเจริญไดสภาพที่มีความ
เขมขนของสารพิษพวกโลหะหนัก (Vandamme and Coenye, 2004) (ตารางที่ 4.34) 
 ชนิดที่ 2 ไดแกไอโซเลต SSR107 โคโลนีมีสีเทาอมดํา ระยะแรกโคโลนีมีสีเหลืองอมเขียว 
เปลี่ยนสีอาหารเปนสีเหลืองอมน้ําตาล ไมสราง melanin pigment สปอรเปนสายตรงผสมกับแบบ
เกลียว สามารถใชน้ําตาล glucose, fructose, manitol และ xylose เปนแหลงคารบอนไดดี เจริญไดที่ 
pH 7 ทนเกลือไดถึง 7% NaCl สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิต่ําสุด 10 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูง 
สุด 37 องศาเซลเซียส เมื่อเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด มีความคลายกับเชื้อ S. globisporus 
และ S. spectabilis  แตเมื่อเปรียบเทียบขอมูลทางสัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางชีวเคมี พบวามี
ลักษณะใกลเคียงกับเชื้อ S. globisporus มากกวา S. spectabilis  (Williams, Sharpe, and Holt, 1989)  
(ตารางที่ 4.36, รูปที่ 4.17 )  
 ชนิดที่ 3 ไดแกไอโซเลต SSH209 โคโลนีมีสีเทาอมขาว เปลี่ยนสีของอาหารเปนสีน้ําตาล 
สราง melanin pigment สปอรเปนสายตรงผสมแบบเกลียว สามารถใชน้ําตาล glucose, fructose, 
manitol, inositol, sucrose และ xylose เปนแหลงคารบอนได เจริญไดที่ pH 7 ไมสามารถทนเกลือที่
ความเขมขน 4% NaCl สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิต่ําสุด 10 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุด 37 
องศาเซลเซียส มีลักษณะใกลเคียงกับเชื้อ S. aureoverticillatus 97 เปอรเซ็นต (Williams, Sharpe, 
and Holt, 1989) (ตารางที่ 4.36, รูปที่ 4.18) ซ่ึงผลไปในแนวทางเดียวกันกับการเปรียบเทียบขอมูล
ลําดับ นิวคลีโอไทด (ตารางที่ 4.34) 
 ชนิดที่ 4 ไดแกไอโซเลต SSH211 โคโลนีมีสีเทาอมดํา ในระยะโคโลนีมีสีเขียวอมเทา 
สปอรเปนสายตรงผสมแบบเกลียว สามารถใชน้ําตาล glucose, manitol, inositol และ xylose เปน
แหลงคารบอนไดดี เจริญไดที่ pH 7 ทนเกลือไดถึง 7% NaCl  สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิต่ําสุด 37 
องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุด 45 องศาเซลเซียส มีลักษณะใกลเคียงกับเชื้อ S. gancidicus 95 
เปอรเซ็นต (Williams, Sharpe, and Holt, 1989) (ตารางที่ 4.36, รูปที่ 4.19) ซ่ึงผลไปในแนวทางเดยีว 
กันกับการเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด (ตารางที่ 4.34) 
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 ชนิดที่ 5 ไดแกไอโซเลต SSH213 โคโลนีมีสีเทาอมดํา ระยะแรกโคโลนีมีสีเหลืองอมเขียว 
สปอรเปนสายตรง สามารถใชน้ําตาล glucose, fructose, manitol, inositol, sucrose และ xylose เปน
แหลงคารบอนได เจริญไดที่ pH 7 ทนเกลือไดถึง 7% NaCl สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิต่ําสุด 37 
องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุด 45 องศาเซลเซียส มีลักษณะใกลเคียงกับเชื้อ S. ghanaensis 91 
เปอรเซ็นต (Williams, Sharpe, and Holt, 1989) (ตารางที่ 4.36, รูปที่ 4.20) ซ่ึงผลไปในแนวทางเดยีว 
กันกับการเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด (ตารางที่ 4.34) 

ชนิดที่ 6 ไดแกไอโซเลต SSH216 โคโลนีมีสีเทาอมขาว เปลี่ยนสีอาหารเปนสีน้ําตาล สปอร
เปนสายตรงผสมแบบเกลียว สามารถใชน้ําตาล glucose, fructose, manitol, inositol, sucrose และ 
xylose เปนแหลงคารบอนได เจริญไดที่ pH 7 ทนเกลือไดถึง 7% NaCl สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ
ต่ําสุด 10 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุด 37 องศาเซลเซียส ซ่ึงมีลักษณะใกลเคียงกับเชื้อ S. 
chattanoogensis (Williams, Sharpe, and Holt, 1989) (ตารางที่ 4.36, รูปที่ 4.21) แตเมื่อเปรียบเทียบ
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด มีความคลายกับเชื้อ Brucella pinnipediae และ B. melitensis เปน
แบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรางแบบ coccobacillus ตองการออกซิเจนในการเจริญเติบโต เปนเชื้อ
สาเหตุที่ทําใหเกิดโรคแทงติดตอในสัตว (Brucellosis) สามารถติดตอถึงคนไดโดยการสัมผัสหรือ
กินผลิต ภัณฑจากสัตว (2004) (ตารางที่ 4.34) 
 ชนิดที่ 7 ไดแกไอโซเลต SYR205 โคโลนีมีสีเทาอมขาว เปลี่ยนสีอาหารเปนสีน้ําตาล สราง 
melanin pigment สปอรเปนสายตรง สามารถใชน้ําตาล glucose, fructose, manitol, inositol, sucrose 
และ xylose เปนแหลงคารบอนไดดี เจริญไดที่ pH 7 ไมสามารถทนเกลือที่ความเขมขน 4% NaCl 
สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีลักษณะใกลเคียงกับเชื้อ S. noboritoensis (Williams, 
Sharpe, and Holt, 1989) (ตารางที่ 4.36, รูปที่ 4.22) แตเมื่อเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดมี
ความคลายกับเชื้อ Arsenic resistant soil bacterium เปนแบคทีเรียที่สามารถเจริญไดในสภาพที่มี
ความเขมขนของสารโลหะหนัก (ตารางที่ 4.34) 
 ชนิดที่ 8 ไดแกไอโซเลต SYR107 โคโลนีมีสีเทาอมดํา เปลี่ยนสีอาหารเปนสีน้ําตาล สราง 
melanin pigment สปอรเปนสายตรงผสมแบบเกลียว สามารถใชน้ําตาล glucose, fructose, manitol, 
inositol, sucrose และ xylose เปนแหลงคารบอนไดดี เจริญไดที่ pH 7 ทนเกลือไดถึง 7% NaCl 
สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิต่ําสุด 37 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุด 45 องศาเซลเซียส มีลักษณะ
ใกลเคียงกับเชื้อ S. rameus 99 เปอรเซ็นต (Williams, Sharpe, and Holt, 1989) (ตารางที่ 4.36, รูปที่ 
4.23) ซ่ึงผลไปในแนวทางเดียวกันกับการเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด (ตารางที่ 4.34) 
 ชนิดที่ 9 ไดแกไอโซเลต SHH202 โคโลนีมีสีเทาอมดํา เปลี่ยนสีอาหารเปนสีน้ําตาล สปอร
เปนสายตรงผสมแบบเกลียว สามารถใชน้ําตาล glucose, fructose, manitol, inositol และ xylose 
เปนแหลงคารบอนได เจริญไดที่ pH 7 ไมสามารถทนเกลือได สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 37 องศา
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เซลเซียส มีลักษณะใกลเคียงกับเชื้อ S. malaysiensis 95 เปอรเซ็นต (Williams, Sharpe, and Holt, 
1989) (ตารางที่ 4.36, รูปที่ 4.24) ซ่ึงผลไปในแนวทางเดียวกันกับการเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลี
โอไทด (ตารางที่ 4.34) 
 ชนิดที่ 10 ไดแกไอโซเลต SHR103 และ SHR106 โคโลนีมีสีเทาอมเขียว สีมวงอมขาว 
หรือสีมวง เปลี่ยนสีอาหารเปนสีน้ําตาลหรือสีสมแดงอมมวง สราง melanin pigment สปอรเปน
เกลียวผสมแบบสายตรง สามารถใชน้ําตาล glucose, manitol, inositol, sucrose และ xylose เปน
แหลงคารบอนไดดี เจริญไดที่ pH 7 ทนเกลือไดถึง 7% NaCl สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส มีลักษณะใกลเคียงกับเชื้อ S. cyaneus 97 เปอรเซ็นต (Williams, Sharpe, and Holt, 1989) 
(ตารางที่ 4.36, รูปที่ 4.25 และ 4.26) ซ่ึงผลไปในแนวทางเดียวกันกับการเปรียบ เทียบขอมูลลําดับ   
นิวคลีโอไทด (ตารางที่ 4.34) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.15 ขนาดชิ้นสวนดีเอน็เอในสวน 16S rDNA ของเชื้อ Streptomyces spp. เมื่อเพิ่ม 
                  ปริมาณดวยเทคนคิ PCR จากการใชไพรเมอร STR1F และ STR1530R 
       แถวที่ 1 : 100 bp DNA  
       แถวที่ 2-12 : เชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSH203, SSR107, SSH209, SSH211,  
                              SSH213, SSH216, SYR205, SYR207, SHH202, SHR103 และ SHR106  
                              ตามลําดับ 
 
 
 
 
 
 

1000 bp 

1500 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
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ตารางที่ 4.35 การบงชี้ชนิดของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลตตาง ๆ โดยการเปรียบเทียบ     
                      ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA กบัลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของ   
                      GenBank 

ไอโซเลต ชนิด accession number E value ความเหมือน (%) 
SSR203 Cupriavidus respiraculi AY860237 0.0 92 

 C. taiwanensis AY752959 0.0 90 
SSR107 S. globisporus AB184066 0.0 99 
SSH209 S. abreoverticillatus AY999774 0.0 97 
SSH211 S. gancidicus AB184660 0.0 95 
SSH213 S. ghanaensis AB184662 0.0 91 

 S. spectabilis AB184393 0.0 88 
SSH216 Brucella pinnipediae AM158981 0.0 93 

 B. melitensis AY594215 0.0 93 
SYR205 Arsenic resistant soil 

bacterium 
AF308875 0.0 97 

SYR107 S. rameus AJ781379 0.0 99 
SHH202 S. malaysiensis AB249918 0.0 95 
SHR103 S. cyaneus AB184872 0.0 99 
SHR106 S. cyaneus AB184872 0.0 97 
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ตารางที่ 4.36 แสดงคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมีของเชื้อ Streptomyces spp. ที่มีศักยภาพในการควบคุมโรคขององุนที่เกิดจากเชื้อราเปรียบเทียบกับคุณสมบัติของ S.  cellulosae  
       (SC), S. globisporus (SG), S. aureverticillatus (SA), S. gancidicus (SGa), S. ghanaensis (SGh), S. spectabilis (SS), S. chattanoogensis (SCh), S. noboritoensis (SN),  

       S. rameus (SR), S.  malaysiensis (SM), S. cyaneus (SCy) (Williams, Sharpe, and Holt, 1989) 
Property SSR 

203 
SC SSR 

107 
SG SSH 

209 
SA SSH 

211 
SGa SSH 

213 
SGh SS SSH 

216 
SCh SYR 

205 
SN SYR 

107 
SR SHH 

202 
SM SHR 

103 
SHR 
106 

SCy 

Spore chain 
rectiflexibiles 

+ - + + - + - - - - + +  + + - - - - - - - 

Spore chain 
spirales 

- + - - + - + + + + - - + - - + + + + + + + 

Diffusible 
pigment produced 

+ + + + - - - - - - - + + + + + + + + + - - 

Utilization of                       
D-glucose + ND + ND + ND + + + ND ND + ND + ND + ND + ND + + ND 
Fructose + ND + ND + ND - + + ND ND +  + ND + + + ND - - ND 
Manitol + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
Inositol + + - - + + + + + + + + + + + + - + + + + + 
Sucrose + + - - + - - - + + - + + + - + + - - + + + 
Xylose + ND + ND + ND + + + ND ND + ND + ND + + + ND - + ND 
Casein test - ND - ND - ND + ND + ND ND - ND - ND - ND - + - - ND 
Gelatin test - ND + ND + ND + ND + ND ND - ND - ND - ND + ND + + ND 
Growth at                       
40C - ND - ND - ND - ND - ND ND - ND - ND - ND - ND - - ND 
100C + ND + ND + ND - ND - ND ND + ND - ND - ND - ND - - ND 
370C + ND + ND + ND + ND + + ND + ND + ND + ND + ND + + ND 
450C + + - - - - + ND + ND - - - - - + ND - ND - - - 
pH                       
4 - ND - ND - ND - ND - ND ND - ND - ND - ND - ND - - ND 
5 + ND + ND + ND + ND + ND ND + ND + ND + ND + ND + + ND 
7 + ND + ND + ND + ND + ND ND + ND + ND + ND + + + + ND 
9 + ND + ND + ND + ND + ND ND + ND + ND + ND + ND + + ND 
NaCl tolerance 
(%w/v) 

                      

4 +  + ND - ND + ND + ND ND + ND - ND + ND - ND + + ND 
7 + + + + - - + ND + + - + + - - + ND - - + + - 

              + = positive,  - = negative, ND = no data 
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รูปท่ี 4.16 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSR203 ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. cellulosae 
 
 
 
 
  
 
 
 
รูปท่ี 4.17 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSR107 ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. globisporus 
 
  
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.18 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSH209 ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. aureoverticillatus 
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รูปท่ี 4.19 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSH211ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. gancidicus 
 
 
  
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.20 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSH213 ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. ghanaensis 
 
  
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.21 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSH216 ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. chattanoogensis 
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รูปท่ี 4.22 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SYR205 ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. noboritoensis 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.23 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SYR107 ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. rameus 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.24 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SHH202 ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. malaysiensis 
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รูปท่ี 4.25 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SHR103 ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. cyaneus 
 
  
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.26 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SHR106 ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. cyaneus 
 
 
 
 
 



บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
 จากการคัดเลือกเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. จากดินในแหลงปลูกองุนในเขต
จังหวัดนครราชสีมา และอุบลราชธานี นํามาทดสอบประสิทธิภาพ และศึกษากลไกในการควบคุม
เชื้อราสาเหตุโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุนในสภาพหองปฏิบัติการ จนถึงระบุชนิดของ
เชื้อที่มีศักยภาพในการควบคุมโรคขององุนสามารถสรุปผลการศึกษาทดลองไดดังนี้ 
 

5.1 การแยกเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. จากดิน 
 5.1.1 การแยกเชื้อ Bacillus spp. 

  สามารถแยกเชื้อ Bacillus spp. ได 55 ไอโซเลตจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยี
สุรนารี จากแปลงที่ไมมีการแพรระบาดของโรค จํานวน 24 ไอโซเลต จากแปลงที่มีการแพรระบาด
ของโรคจํานวน 31 ไอโซเลต  และ 80 ไอโซเลตจากอําเภอปากชอง โดย 53 ไอโซเลตไดจากแปลงที่
ไมมีการแพรระบาดของโรค และ 27 ไอโซเลต จากแปลงที่มีการแพรระบาดของโรค การแยกเชื้อ 
Bacillus spp. ในแตละสภาพแปลงปลูกสามารถแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษไดทุกแหลงและมีความ
หลากหลาย เนื่องจากเชื้อ Bacillus spp. มักพบทั่วไปในธรรมชาติ ทุกสภาพแวดลอม เพราะสปอรที่
แบคทีเรียสรางทนทานตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมได สภาพแวดลอมที่แตกตางกันทําให
จํานวนและชนิดของ Bacillus spp. มีความหลากหลาย จากการแยกเชื้อ Bacillus spp.โดยวิธีการนํา 
มาผานความรอนโดยการตมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 10-20 นาที หรือที่ 100 องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาที นั้นทําใหแยกเชื้อ Bacillus spp. ไดเฉพาะที่อยูในระยะที่สรางสปอรเทานั้น เนื่องจาก
สามารถทนความรอนสูงได ในขณะที่ระยะ vegetative cell ของเชื้อจะถูกทําลายที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาทีขึ้นไป วิธีการดังกลาวนี้อาจทําใหไมสามารถแยกเชื้อ Bacillus spp. ที่มีอยู
ทั้งหมดได สําหรับจํานวนเชื้อที่แยกไดหากพิจารณาจากแปลงที่มีและไมมีการระบาดของโรคของ
ฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีแลวจะเห็นวามีความแตกตางกันนอยมาก เมื่อเทียบกับแปลง
ของเกษตรกรในอําเภอปากชอง ที่พบเชื้อ Bacillus spp. มากกวาเกือบสองเทาในแปลงที่มีการ
ควบคุมโรค (ไมมีการระบาดของโรค) เหตุที่เปนเชนนั้นอาจเปนเพราะความแตกตางของชนิดดินที่
ใชปลูก คือดินในแปลงมหาวิทยาลัยเปนดินชุดลพบุรี ลักษณะดินเปนดินตะกอน เหนียวจัด ระบาย
น้ําเลว ขณะที่ดินอําเภอปากชองเปนดินชุดปากชอง ดินมีลักษณะรวนปนทราย มีความอุดมสมบูรณ
สูง  ระบายน้ําดี  อีกทั้งความเปนกรด-ดางของดิน  ซ่ึงมีผลตอการเจริญของจุลินทรียในดิน 
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โดยมุกดา สุขสวัสดิ์ (2544) กลาวไววาระดับ pH ของดินมีผลกระทบตอกิจกรรมและปริมาณของ   
จุลินทรียในดิน เชน แบคทีเรียทํางานไดดีเมื่อดินมีระดับ pH ใกลเปนกรดออนหรือเปนกลาง และ
เมื่อดินเปนกรดมากขึ้นกิจกรรมของจุลินทรียจะนอยลงตามลําดับ และPriest (1989) อางถึงใน 
Rosovitz et al., (1998) พบวา Bacillus spp. ที่พบจะแตกตางกันตามชนิดของดิน เชน B. subtilis, B. 
lichemiformis และ B. cereus ไมตองการสารประกอบในอาหารมากนัก สามารถพบไดในดินที่มีแร
ธาตุต่ํา B. polymyxa และ B. azotofixans พบในดินรอบ ๆ รากพืชที่มีธาตุอาหาร สวน B. macerans 
และ B. circulans ตองการสารประกอบอาหารที่ซับซอนและพบในเศษซากพืชที่ยอยสลาย นอกจาก
เหตุผลดังกลาวแลวความแตกตางของจํานวนเชื้อที่แยกไดอาจเกิดจากวิธีการและชนิดของสารเคมีที่
ใช ในแปลงมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ซ่ึงมีการใชสารเคมีตามคําแนะนําของนักวิชาการและ
ใชเทาที่จําเปน ในขณะที่แปลงของเกษตรกรใชสารเคมีพรํ่าเพรื่อกวาและอาจใชชนิดที่ไมถูกกับโรค 
การใชสารเคมีในลักษณะดังกลาวอาจสงผลในการยับยั้งเชื้อที่เปนปฏิปกษกับ Bacillus spp. ในดิน 
ทําใหแปลงที่ไมมีการระบาดของโรค เนื่องจากมีการใชสารกําจัดเชื้อราบอยครั้งมากกวาสามารถ
ตรวจพบจํานวนเชื้อ Bacillus spp. ไดมากกวา การใชสารกําจัดศัตรูพืชตาง ๆ ที่ใชกับพืชและดิน
แมวาจะสามารถควบคุมศัตรูพืช แตอาจจะมีผลกระทบตอจุลินทรียในดินได อยางเชน การใชสาร
กําจัดวัชพืชจําพวก 6, 7-dihydrodipyrido (1, 2-a : 2´-c) pyrazinediium (diquat) และ 4-hydroxy-3, 
5-diiodobenzonitrile (ioxynil) ที่ระดับความเขมขน 25 µg/ml, 1, 1´-dimethyl-4, 4´-bipyridinium 
(paraquat) ที่ระดับความเขมขน 50 µg/ml และ pentachlorophenol (PCP) ที่ระดับความเขมขน 10 
µg/ml มีผลในการยับยั้งเชื้อ Erwinia carotovora สวนเชื้อ Pseudomonas fluorescens ถูกยับยั้งโดย 
สารจําพวก paraquat และ pentachlorophenol ที่ระดับความเขมขน 25 µg/ml และ4-amino-3, 5, 6-
trichloropicolinic acid (picloram) ที่ระดับความเขมขน 50 µg/ml แตจะถูกกระตุนดวยสารจําพวก 4-
(methylsulfonyl)-2, 6-dinitro-N, N-dipropylaniline (nitralin) ที่ระดับความเขมขน 25 µg/ml 
ในขณะที่เชื้อ Bacillus spp. ถูกยับยั้งโดยสารจําพวก diquat ที่ระดับความเขมขน 25 µg/ml, ioxynil 
ที่ระดับความเขมขน10 µg/ml, paraquat และ pentachlorophenol ที่ระดับความเขมขน 5 µg/ml 
(Breazeale and Camper, 1972)   
 5.1.2 การแยกเชื้อ Streptomyces spp. 
   การแยกเชื้อ Streptomyces spp. จากดินที่ผานการอบที่อุณหภูมิสูง (120 องศา
เซลเซียส) นาน 1-2 ช่ัวโมงนั้น มีสาเหตุเนื่องจากตูอบมีปญหาในการควบคุมอุณหภูมิและเวลา ซ่ึง
ปกติใชเวลาเพียง 5-10 นาที เพื่อใหดินแหงเทานั้น สามารถแยกเชื้อ Streptomyces spp. ไดจํานวน
นอยมาก เมื่อเปรียบเทียบกับดินที่ทําใหแหงโดยการผึ่งลมที่อุณหภูมิหอง (27-30 องศาเซลเซียส) 
ในขณะที่ดินจากแปลงคุณสมยศไมพบเลย อาจมีสาเหตุจากอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ที่ใชอบใช
เวลานานเกินไป วิธีการแยกเชื้อโดยวิธีดังกลาวจึงไมเหมาะสมที่จะใชแยกเชื้อ Streptomyces spp. 
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การใชอุณหภูมิสูงอบดินกอนนํามาแยกเชื้อ Streptomyces spp. ใชหลักการที่วาเชื้อ Streptomyces 
spp. สวนใหญสามารถเจริญอยูในกองปุยหมักที่มีอุณหภูมิสูงได การกระทําดังกลาวจึงชวยฆาเชื้อ
อ่ืน ๆ ที่ไมทนความรอนและชวยคัดเลือกเชื้อ Streptomyces spp. ที่มีศักยภาพทนความรอนและ
ความแหง ซ่ึงเปนสภาพที่เชื้อจะตองประสบเมื่อนําไปใชเปนเชื้อปฏิปกษ ถึงแมวาการใชอุณหภูมิสูง
สามารถลดปริมาณเชื้อปนเปอนอื่นไดมาก แตก็ทําใหจํานวนของเชื้อ Streptomyces spp. ที่แยกได
ลดลง โดยเชื้อ Streptomyces spp. สามารถเจริญไดในอุณหภูมิที่สูงถึง 40-70 องศาเซลเซียส 
โดยทั่วไปวิธีการที่ใชแยกเชื้อ Streptomyces spp. มีหลายวิธีการขึ้นอยูกับตัวอยางที่ใชในการแยกเชื้อ
ตัวอยางเชน อนันต วงเจริญ (2547) พบวาการผึ่งตัวอยางดินใหแหงที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 48 
ช่ัวโมง เพื่อลดจํานวนเชื้อจุลินทรียปนเปอนที่ไมทนตอความแหง หลังจากนั้นนําดินไปบมที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และแยกเชื้อในอาหารที่เปน semi-selective media เชน 
AGMA ผสม cycloheximide ปริมาณ 50 ppm ใชแยกเชื้อ Streptomyces spp. ในปุยหมักไดดี สวน
วชิร ใจภักดี (2544) แยกเชื้อ Streptomyces spp.จากตัวอยางดินจากแหลงธรรมชาติในประเทศไทย 
บริเวณปาชายเลน รวม 8 แหลง โดยการนําตัวอยางดินผ่ึงลมใหแหง 2-3 วัน นําตัวอยางดินมา
แขวนลอยในน้ํากลั่นฆาเชื้อ เขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที นาน 30 นาที จากนั้นนําไปบมที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที และแยกเชื้อในอาหาร SCA, SCAN, M3, RH และ HV 
พบวาเชื้อ Streptomyces spp. สามารถเจริญไดทั้งหมด เชื้อ Streptomyces spp. สามารถพบไดทั่วไป
ในธรรมชาติ เนื่องจากมีการเจริญเปนเสนใยและสามารถสรางสปอรได ซ่ึงสปอรเปนโครงสรางที่
สามารถคงอยูไดในดินเปนเวลานาน ไดมีการนําตัวอยางดินที่เก็บไวนานถึง 70 ป (Morita, 1985 
อางถึงในเทพิน เดชนันทรัตน, 2546) มาเพาะเลี้ยง พบวา Streptomyces spp. ยังสามารถเจริญได 
สปอรสามารถคงอยูไดในสภาวะที่มีสารอาหารและน้ําต่ํา ในขณะที่เสนใยจะไมสามารถทนสภาวะ
แหงแลงได (Karagouni et al., 1993 อางถึงในเทพิน เดชนันทรัตน, 2546) Streptomyces spp. อาศัย
ในชั้นผิวหนาดินไดดีและสามารถที่จะแขงขันกับแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ ที่อาศัยอยูช้ันผิวหนาดินไดดี 
ขอไดเปรียบของ Streptomyces spp. คือ สามารถแพรกระจายไดในดินที่แหงเนื่องจากการเจริญเปน
เสนใย แตในดินที่เปยกแบคทีเรียสามารถเคลื่อนที่ไดดีกวา (Milus and Rothrock, 1993 อางถึงใน 
เทพิน เดชนันทรัตน, 2546) 
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5.2 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในการ     
      ยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชเบื้องตน 
       5.2.1 เชื้อ Bacillus spp. 
   เมื่อนําเชื้อ Bacillus spp. ที่แยกไดจากดินทั้งหมด 135 ไอโซเลต มาทดสอบการยับ 
ยั้งเชื้อรา P. aphanidermatum, C. ampelinum และ S. rolfsii โดยวิธี dual culture method พบเชื้อที่มี
คุณสมบัติเปนเชื้อปฏิปกษจํานวน 61 ไอโซเลต โดยเชื้อที่มีประสิทธิภาพสูง 5 อันดับแรกในการ
ยับยั้งเชื้อรา P. aphanidermatum ไดแก ไอโซเลต BSN502, BSD604, BSN501, BSD502 และ 
BSN603 ยับยั้งเชื้อ C. ampelinum ไดแกไอโซเลต BSD101, BSN603, BSN501, BSD604 และ 
BSD406 และยับยั้งเชื้อ S. rolfsii ไดแกไอโซเลต BSD203, BSD405, BSN304, BSN201 และ 
BSN301 โดยเชื้อBacillus spp. สวนมากสามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชไดดีเพียงชนิดใดชนิด
หนึ่ง แตบางไอโซเลตสามารถยับยั้งเชื้อ P. aphanidermatum และ C. ampelinum ไดทั้ง 2 ชนิด 
ไดแกไอโซเลต BSD604 และ BSN501 ในขณะที่ไมพบไอโซเลตใดที่สามารถยับยั้งเชื้อไดทั้ง 3 
ชนิด เหตุที่เปนเชนนั้นอาจจะเปนเพราะวาสารปฏิชีวนะที่เชื้อ Bacillus spp. สรางขึ้นมานั้นมีผล
ยับยั้งไดดีกับเชื้อเฉพาะชนิด ดังรายงานของสุปรียา หมื่นกุล (2547) ไดแยกเชื้อ Bacillus spp. จาก
ธรรมชาติจํานวน 440 ไอโซเลต มีเพียง 69 ไอโซเลต ที่มีแนวโนมที่จะนําไปใชประโยชนในการ
ควบคุมโรคพืชเชิงชีววิธีได บางไอโซเลตสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืชไดหลาย
ชนิด ทั้งเชื้อสาเหตุโรคในดิน เชนเชื้อรา F. oxysporum f.sp. lycopersici, S. rolfsii และเชื้อแบคทีเรีย 
Ralstonia solanacearum เชื้อสาเหตุโรคไมผลและโรคพืชหลังการเก็บเกี่ยว เชนเชื้อรา C. 
gloeosporioides เปนตน โดยพบวาเชื้อ Bacillus spp. มีกลไกในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุ
โรคพืชหลายแบบ บางไอโซเลตมีความสามารถครอบครองพื้นที่ ในขณะที่บางไอโซเลตสามารถ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อราโดยการสรางสารปฏิชีวนะโดยสังเกตเห็นวงใสที่เกิดขึ้นรอบโคโลนีของ
เชื้อราและแบคทีเรียปฏิปกษ อยางเชื้อ B. subtilis สายพันธุ AP01 สามารถเขาครอบครองพื้นที่กอน
การเจริญเติบโตของเชื้อรา Fusarium roseum ซ่ึงเปนเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวและโคนเนาของกลวยไม 
และเชื้อ Pythium sp. ซ่ึงเปนเชื้อสาเหตุโรครากเนาของสมโอ (มณจันทร เมฆธน, 2536) ในขณะที่
สุมาลี เหลืองสกุลและคณะ (2542) รายงานวาการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืช โดยเชื้อ Bacillus spp. 
นาจะเกิดจากการสรางสารปฏิชีวนะ ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Rosovitz et al., (1998) หรือเกิด
จากการสราง biosurfactant (Edwards and Seddon, 1992) เอนไซมไคติเนส หรือเอนไซมอ่ืน ๆ 
(Frandberg and Schnurer, 1994) ซ่ึงสารปฏิชีวนะจากเชื้อ Bacillus spp. ทําใหเสนใยเชื้อรา R. solani 
มีลักษณะผิดปกติ และผนังเซลลของเสนใยบวมมีผนังหนาขึ้น (สุปรียา หมื่นกุล, 2547) 
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5.2.2 เชื้อ Streptomyces spp. 
  เมื่อนําเชื้อ Streptomyces spp. ที่แยกจากดินทั้งหมด 109 ไอโซเลต มาทดสอบการ

ยับยั้งเชื้อรา P. aphanidermatum, C. ampelinum และ S. rolfsii โดยวิธี dual culture method พบวาเชื้อ 
Streptomyces spp. ที่มีคุณสมบัติเปนเชื้อปฏิปกษมีจํานวน 73 โดยเชื้อที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 5 
อันดับแรกในการยับยั้งเชื้อรา P. aphanidermatum ไดแก SYR107, SHR103, SYR205, SHH202 และ 
SSR107 ยับยั้งเชื้อ C. ampelinum ไดแก SHH202, SSR203, SYR107, SHR106 และ SSH213 ยับยั้ง
เชื้อ S. rolfsii ไดแก SYR205, SSH209, SSH216, SSH213 และ SSH211 โดยเชื้อ Streptomyces spp. 
บางไอโซเลตสามารถยับยั้งเชื้อ P. aphanidermatum และ C. ampelinum ไดแก ไอโซเลต SYR107 
และ SHH202 ยับยั้ง P. aphanidermatum และ S.. rolfsii  ไดแก ไอโซเลต SYR205 ยับยั้ง C. 
ampelinum และ S. rolfsii  ไดแก ไอโซเลต SSH213 ในขณะที่ไมพบไอโซเลตใดที่สามารถยับยั้งเชื้อ
ไดทั้ง 3 ชนิด ความแตกตางในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราสาเหตุโรคอาจมีสาเหตุจากชนิด
ของสารปฏิชีวนะที่เชื้อผลิตได และปลดปลอยออกมา นอกจากนั้นยังพบดวยวาความสามารถในการ
ยับยั้งเชื้อ P. aphanidermatum และ S. rolfsii อยูในระดับคอนขางต่ํา เมื่อเทียบกับความสามารถใน
การยับยั้ง C. ampelinum เนื่องจากเชื้อ Streptomyces spp. มีการเจริญเติบโตที่ชากวาเชื้อราทั้งสอง
ชนิดดังกลาว ทําใหเชื้อ Streptomyces spp. ถูกปกคลุมดวยเชื้อที่ใชทดสอบทําใหเชื้อ Streptomyces 
spp. ไมสามารถแสดงศักยภาพในการเปนเชื้อปฏิปกษไดทางการแกปญหาในการครั้งนี้คือควรทําการ
เล้ียงเชื้อ Streptomyces spp. ในจานอาหารทดสอบรวม 5-7 วัน กอนทําการปลูกเชื้อราสาเหตุโรคใน
ดานตรงขาม ซ่ึงเปนวิธีการที่เหมาะกับเชื้อราที่มีการเจริญเติบโตเร็ว เชน Pythium sp. และ Sclerotium 
sp.  

   
5.3 การทดสอบผลกระทบของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ตอใบองุน 
    จากทดสอบผลกระทบของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ตอใบองุน ซ่ึงทําการ
ทดสอบกอนนําไปใชในควบคุมโรค พบวาสวนของ culture filtrate ของเชื้อ Bacillus spp. ที่เล้ียงใน
NB สูตรปกติ มีผลกระทบตอใบองุน โดยทําใหเกิดแผลสีน้ําตาลเมื่อบมไวเปนเวลา 1-2 วัน ซ่ึงนา 
จะมีสาเหตุมาจาก culture filtrate มีความเขมขนมากเกินไป เมื่อลดความเขมขนของอาหารเปน 1/4 
เทา กอนการเลี้ยงเชื้อ Bacillus spp. ทําใหได culture filtrate ที่ไมเปนพิษตอใบองุน เพราะวาอาหาร
ที่มีความเขมขนสูงมีผลทําใหเชื้อมีการเจริญเติบโตเร็ว และมีการสรางสารปฏิชีวนะหรือสาร 
secondary metabolite อ่ืน ๆ ที่อาจเปนพิษตอใบองุนมากขึ้น แตเมื่อลดความเขมขนของอาหาร
ลดยอมสงผลใหเชื้อมีการเจริญชาลง การสรางสารดังกลาวก็จะนอยลงไปดวย ทําใหได culture 
filtrate ที่มีความเขมขนนอยลงจนไมเปนพิษตอใบองุน 
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5.4 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในรูป cell  
      suspensions และ culture filtrate ในการยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และ 
      ราสนิมในองุน 

5.4.1 เชื้อ Bacillus spp. 
  รูปแบบของเชื้อ Bacillus spp.ในชวงระยะการเจริญที่แตกตางกันมีผลตอการยับยั้ง

การเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุนไดแตกตางกันไป แสดงใหเห็นวาเชื้อ Bacillus spp. 
แมจะอยูในรูปแบบเดียวกัน แตระยะการเจริญของเชื้อตางกันสงผลตอประสิทธิภาพในการยับยั้ง
การเกิดโรคตางกัน ยกเวนไอโซเลต BSN301 ทั้งสองระยะการเจริญของเชื้อที่สามารถยับยั้งการเกิด
โรคราสนิมไดดี และมีประสิทธิภาพมากในชวง stationary phase คลายกันกับเชื้อ B. subtilis strain 
KS03 ในรูปของ cell ที่สามารถผลิตสารตานเชื้อรา ไดแก iturinA และ lipopeptide ไดดีในชวง
ระยะใกลสุดทายของระยะ stationary phase (Cho, Lee, Cha, Kim, and Shin, 2003) โดย Manjula, 
Kishore and Podile (2004) พบวาเชื้อ B. subtilis AF 1 ในรูปของ fresh cell สามารถสราง chitinases  
ในการควบคุมโรคราสนิมของถั่วลิสง ที่มีสาเหตุมาจากเชื้อรา Puccinia arachidis โดยการยับยั้งการ
งอกของ uredospore ได 90.2 เปอรเซ็นต อีกทั้งเชื้อ B. subtilis เขาไปเจริญและทําลายสปอรของเชื้อ
ราสนิมในพืชพวกไมดอก (Rytter, Lukezic, Craig and Moorman, 1989) และสามารถลดความ
รุนแรงของโรคราสนิมในขาวสาลีไดถึง 57.14 เปอรเซ็นต (Eldoksch,  Atteia and Abdel-Moity, 
2001) fresh cell ของเชื้อ B. subtilis AF ในระยะ log phase มีผลทําใหพัฒนาการของโรคราสนิม
ลดลง (Manjula, Kishore and Podile, 2004)  

 สวนในรูปของ culture filtrate พบวาไอโซเลต BSD603, BSD101 และ BSN201 ทั้งสอง
ระยะการเจริญเติบโตสามารถยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมไดดี ซ่ึงแสดงถึงความ
คงตัวของ culture filtrate และประสิทธิภาพของ culture filtrate จะเพิ่มขึ้นเมื่อนํามาผานความรอนที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง และสแคบไดดี
ขึ้น อีกทั้ง culture filtrate มีความสามารถในการยับยั้งการเกิดโรคที่ดีกวาในรูปของ cell 
suspensions ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Manjula, Kishore and Podile (2004) ที่พบวา B. subtilis 
AF 1 ในรูปของ cell-free culture filtrate ควบคุมโรคราสนิมของถั่วลิสง ที่มีสาเหตุมาจากเชื้อรา P. 
arachidis โดยมีผลในการยับยั้งการงอกของ uredospore ไดถึง 96.0 เปอรเซ็นต ในขณะที่ในรูปของ 
fresh cell ยับยั้งไดเพียง 90.2 เปอรเซ็นต ซ่ึงกลไกในการควบคุมโรคสวนใหญของเชื้อ Bacillus spp. 
นาจะเกิดจากเชื้อมีการสรางสารปฏิชีวนะ เชน bacillomycin, iturin, mycosubtilin, bacilysin, 
fengymycin และ mycobacillin (Shoda, 2000) หรือเอนไซมแลวปลดปลอยออกมาในอาหารเหลว 
สาเหตุหนึ่งของการใช cell suspensions ไดผลไมดีเทา culture filtrate เนื่องจากการฉีดพน cell 
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suspensions ลงบนใบพืชนั้น เชื้อปฏิปกษไมสามารถเจริญเพิ่มจํานวนไดทําใหมีการสรางเอนไซม
หรือสารปฏิชีวนะไดนอยจนถึงไมไดเลย  เนื่องจากวาเชื้อปฏิปกษไมมีอาหารสําหรับการ
เจริญเติบโต ดังรายงานของ Schmidt, Lorenz, Wolf and Jager (2001) การผสมสารเสริม ไดแก 
peptone และ methylcellulose ผสมกับ cell suspensions ของเชื้อ B. subtilis กอนฉีดพนบน grape 
wood 24 ช่ัวโมง กอนทําการปลูกเชื้อ Eutypa lata สาเหตุโรค dieback พบวาเชื้อ B. subtilis  มีการ
เพิ่มจํานวน และมีการสรางสารตานทานเชื้อราเพิ่มมากขึ้นกวาการฉีดพนดวยเชื้อ B. subtilis เพียง
อยางเดียว ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Kishore and Pande (2007) การใช cell suspensions ของเชื้อ 
B. cereus CRS7 ผสมสารเสริม ไดแก colloidal chitin ที่ระดับความเขมขน 1 เปอรเซ็นต กอนการ
ฉีดพนบนใบ chickpea ในการควบคุม Botrytis gray mold (BGM) สามารถลดความรุนแรงของโรค
ไดดีกวาการใชเชื้อ B. cereus CRS7 หรือ colloidal chitin เพียงอยางเดียว และวิธีการควบคุม (น้ํา
กล่ันฆาเชื้อ) การเจริญของเชื้อในการทดลองครั้งนี้พบวา เมื่อนําไปฉีดพนบนใบ พบวาผิวของใบ
องุนจะถูกเคลือบมีลักษณะเปนมันวาว เมื่อทําการปลูกเชื้อราสาเหตุโรคเปนไปไดที่เชื้อไมสามารถ
เขาทําลายใบได หรือไดในปริมาณที่ลดนอยลง และเมื่อทําการทดสอบเบื้องตนในการสรางเอนไซม
ของเชื้อ Bacillus spp. สามารถสรางเอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanase ทําหนาที่ยอยสลาย glucan ซ่ึง
เปนองคประกอบของผนังเซลลของเชื้อราสาเหตุโรคพืช และ protease ซ่ึงสามารถยับยั้งการทํางาน
ของเอนไซมที่สรางโดยเชื้อสาเหตุโรคพืชจึงสงผลใหพัฒนาการของโรคลดลง ซ่ึงปริมาณเอนไซม
เพิ่มมากขึ้นเมื่อเชื้อ Bacillus spp. อยูในระยะ stationary phase ซ่ึงผลดังกลาวแสดงใหเห็นถึงกลไก
ในการยับยั้งการเกิดโรคของเชื้อ Bacillus spp. วาอยูในรูป แบบใด และชวงระยะการเจริญที่เชื้อมี
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคไดดีที่สุดเพื่อนําไปใชประโยชนตอไป  

5.4.2 เชื้อ Streptomyces spp. 
  สําหรับเชื้อ Streptomyces spp. ในรูป cell suspensions พบวาแตละไอโซเลตและ

ระยะการเจริญของเชื้อสามารถยับยั้งการเกิดโรคแตกตางกัน เมื่อทดสอบการสรางเอนไซม พบวา
ทุกไอโซเลตสามารถสรางเอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanase และ chitinase ได นอกจากนี้ 
Streptomyces spp. สามารถสรางสารปฏิชีวนะไดหลายชนิด เชน tetracyclines (Hansen, Ferrari, 
Sorensen, Veal and Sorensen, 2001)hygromycin (Uyeda, Mizukami, Yokomizo, and Suzuki, 
2001) และ bafilomycin (Frandberg, Petersson, Lundgren, and Schnurer, 2000) เปนตน โดยไอโซ
เลต SHR103, SSH216 และ SSH211 สามารถยับยั้งการเกิดโรคเพียงชนิดเดียว ในขณะที่ไอโซเลต 
SHH202 สามารถยับยั้งการเกิดโรคได 2 ชนิด คือโรคราน้ําคาง และสแคบ และประสิทธิภาพของ
เชื้อขึ้นอยูกับระยะการเจริญของเชื้อ โดยระยะ log phase สามารถยับยั้งโรคไดถึง 2 ชนิด ขณะที่
ระยะ stationary phase สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดเพียง 1 ชนิด ซ่ึงแสดงวาชวงระยะการเจริญของ
เชื้อมีผลตอการสรางสารปฏิชีวนะ ชนิด และปริมาณที่ผลิต 
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   สวนในรูปของ culture filtrate ในระยะ log phase และ stationary phase สามารถ
ยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตางกัน มีเพียงไอโซเลต SYR107 สามารถยับยั้งการเกิดโรคได 2 ชนิด คือ
โรคราน้ําคาง และสแคบ ความสามารถในการยับยั้งการเกิดโรคยังขึ้นกับอายุของเชื้อปฏิปกษซ่ึงมี
ผลตอการสรางสารปฏิชีวนะ และเมื่อนํา culture filtrate มาผานความรอนที่อุณหภูมิตาง ๆ คือ 0, 40, 
50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง พบวาอุณหภูมิไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
ในการยับยั้งการเกิดโรคทั้ง 3 ชนิด (ไมไดแสดงขอมูล)  

 การใช cell suspensions และ culture filtrate ของเชื้อ Streptomyces spp. มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคในระดับที่ใกลเคียงกัน แตถาอยูในรูปของ culture filtrate จะ
มีประสิทธิภาพมากกวา อาจมีสาเหตุจากการใช cell suspensions ฉีดพนบนใบโดยไมมีอาหารใหกบั
เชื้อ ทําใหเชื้อปฏิปกษไมสามารถเจริญและเพิ่มจํานวนได ทําใหการสรางสารปฏิชีวนะนอยลงไป
ดวย แตเมื่อเปรียบเทียบการใช cell suspensions ของเชื้อ Bacillus spp. กับ Streptomyces spp. 
ความสามารถของเชื้อ Streptomyces spp. สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีกวา นั้นเปนเพราะวาเชื้อ 
Streptomyces spp. มีลักษณะคลายเสนใยซึ่งสามารถทนในสภาพแหงไดดีกวา 

5.4.3 เชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. 
  ในการยับยั้งการเกิดโรคแตละชนิดของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. 

พบวาสวนใหญประกอบไปดวย 2 ไอโซเลต ซ่ึงมีชวงระยะการเจริญที่แตกตางกัน และในรูปแบบที่
แตกตางกัน หรือบางไอโซเลตอยูในรูปแบบเดียวกัน แตชวงอายุตางกัน สามารถยับยั้งการเกิดโรค
ไดเหมือนกันหรือตางกันก็ได ในขณะที่บางไอโซเลตที่สามารถยับยั้งการเกิดโรคเดียวกันแตตางกัน
ในรูปแบบของเชื้อ เชนไอโซเลต SSH216 และ SSH211 และพบวาไมมีไอโซเลตใดไอโซเลตหนึ่ง
ที่อยูในรูปของ cell suspensions และ culture filtrate ในสองระยะการเจริญเติบโตที่จะสามารถยับยั้ง
การเกิดโรคทั้ง 3 ชนิดได ซ่ึงเปนเครื่องชี้ใหเห็นถึงความสามารถของเชื้อปฏิปกษในการยับยั้งการ
เกิดโรค การนําไปใชประโยชนตองทราบถึงชวงอายุการเจริญของเชื้อ และรูปแบบของเชื้อที่จะ
นําไปใชตองเหมาะสมกับโรคที่จะนําไปควบคุมดวย 

 

5.5 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. รวมกับ Streptomyces spp.  ในการ 
      ยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน 

เมื่อนําไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดในการยับยั้งการเกิดโรคของเชื้อ Bacillus spp. และ 
Streptomyces spp. มาใชรวมกันในการยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิม ในการยับยั้ง
การเกิดโรคราน้ําคาง ในรูปของ cell suspensions พบวาเชื้อ Bacillus spp. สามารถยับยั้งการเกิดโรค
ไดดีกวา รองลงมาคือการใชรวมกัน ขณะที่อยูในรูปของ culture filtrate การใช Bacillus spp. รวม 
กับ Streptomyces spp. สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีกวาการใชเชื้อปฏิปกษเพียงชนิดเดียว  แตการ
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ใช Streptomyces spp. เพียงอยางเดียวสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีกวาการใช Bacillus spp. ในการ
ควบคุมโรคสแคบ ในรูปของ cell suspensions ในระยะ log phase การใช Streptomyces spp. 
สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีที่สุด รองลงมาคือการใชรวมกัน สวนในระยะ stationary phase การ
ใชรวมกันสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีที่สุด รองลงมาคือการใช Streptomyces spp. สวนในรูปของ 
culture filtrate ในระยะ log phase การใชรวมกัน และการใช Streptomyces spp. สามารถยับยั้งการ
เกิดโรคไดดีที่สุด ในระยะ stationary phase การใช Streptomyces spp. สามารถยับยั้งการเกิดโรคได
ดีที่สุด รองลงมาคือการใชรวมกัน สวนในการควบคุมโรคราสนิม ในรูปของ cell suspensions ใน
ระยะ log phase การใช Streptomyces spp. และการใชรวมกันมีความสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดี
ไมแตกตางกัน แตเมื่ออยูในระยะ stationary phase การใช Streptomyces spp. สามารถยับยั้งการเกิด
โรคไดดี รองลงมาคือการใช Bacillus spp. ในรูปของ culture filtrate การใชรวมกันสามารถยับยั้ง
การเกิดโรคไดดีที่สุด รองลงมาคือการใช Bacillus spp.  

เมื่อนําสวนของ cell suspensions มาใชรวมกัน พบวาประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรค
มีนอยกวาการใช Bacillus spp. หรือ Streptomyces spp. เพียงอยางเดียว อาจเนื่องจากความสามารถ
ในการเจริญเติบโตของเชื้อทั้งสองแตกตางกัน โดยเชื้อ Bacillus spp. สามารถเจริญไดรวดเร็วกวา
เชื้อ Streptomyces spp. จึงสามารถแขงขันกับเชื้อราสาเหตุโรคพืชไดดีกวา นอกจากนี้การเจริญของ
เชื้อราสาเหตุโรคยังมีผลตอความสามารถของเชื้อปฏิปกษ หากเชื้อราสาเหตุโรคมีการเจริญที่ชา ทํา
ใหเชื้อปฏิปกษที่เจริญชา เชน Streptomyces spp. สามารถผลิตสารปฏิชีวนะและปลดปลอยออกมา
ยับยั้งการเกิดโรคได ดังเชนในการยับยั้งการเกิดโรคสแคบ และราสนิม การใช Streptomyces spp. 
เพียงอยางเดียวสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีกวาการใช Bacillus spp. ในขณะที่เมื่อนําสวนของ 
culture filtrate ทั้งสองชนิดมาใชรวมกัน สามารถยับยั้งการเกิดโรคทั้ง 3 ชนิดไดดี และสามารถ
ยับยั้งการเกิดโรคสแคบได 100 เปอรเซ็นต เมื่อนํา culture filtrate ของ Bacillus ไอโซเลต BSD101 
ใชรวมกับ SHH202 อาจเนื่องจาก culture filtrate เปนแหลงรวมสารปฏิชีวนะหรือเอนไซม ที่เชื้อทั้ง
สองปลดปลอยออกมาในขณะเลี้ยง เมื่อนํามาใชจึงมีประสิทธิภาพการยับยั้งการเกิดโรคไดสูงสุด 
รองลงมาคือการใช Streptomyces spp. เนื่องจากเชื้อ Streptomyces spp. สามารถผลิตสารปฏิชีวนะที่
มีผลตอการยับยั้งการเกิดโรคไดดีกวาเชื้อ Bacillus spp.  
 จากการทดสอบการใชเชื้อ Bacillus spp. รวมกับ Streptomyces spp. ในการยับยั้งการเกิด
โรคทั้ง 3 ชนิดนั้น เปนการนําไอโซเลตที่ดีที่สุดในการยับยั้งการเกิดโรคแตละชนิด มาใชรวมกัน
เพื่อดูวาการใชเชื้อรวมกันจะสงเสริมประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคหรือไม หรือวาเชื้อทั้ง
สองชนิดจะเปนปฏิปกษตอกัน จากการทดสอบดังกลาวเปนการยับยั้งการเกิดโรคใดโรคหนึ่งโดย
เฉพาะที่เชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ควบคุมไดดีที่สุด ทําใหไมสามารถทราบไดวา
เชื้อที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคชนิดหนึ่งจะสามารถยับยั้งการเกิดโรคอีกชนิดหนึ่งได
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หรือไม ซ่ึงแนวทางปฏิบัติตอไปควรมีการใชเชื้อปฏิปกษทั้งสองชนิดมาใชรวมกันในการยับยั้งโรค
ทั้ง 3 ชนิดพรอมกัน เพราะในสภาพแปลงปลูกการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุนนี้
มักจะเกิดขึ้นพรอม ๆ กัน หากสามารถทําไดจะเปนการลดความยุงยากในการใชเชื้อปฏิปกษหลาย
ชนิด และลดปริมาณการใชเชื้อปฏิปกษไดอีกดวย 
 
5.6 การระบุชนิดของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp.  
 5.6.1 เชื้อ Bacillus spp. 
  การระบุชนิดของเชื้อ Bacillus spp. โดยการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
และคุณสมบัติทางชีวเคมี พบวาเชื้อ Bacillus spp. มีความแตกตางทางสัณฐานวิทยา และคุณสมบัติ
ทางชีวเคมีคอนขางสูง ดังรายงานของ Rosovits et al.(1998) พบวาเชื้อ Bacillus spp. มีความ
หลากหลายทางสัณฐานวิทยาและสรีระวิทยากวาง ลักษณะโคโลนีมีความแปรปรวนมากขึ้นอยูกับ
สภาพแวดลอม คุณภาพ และปริมาณของอาหารเลี้ยง อายุโคโลนี และจํานวนโคโลนี ตลอดจนระยะ
การเจริญของเซลลก็มีผลตอลักษณะโคโลนี ดังนั้นจึงเปนการยากในการแยกชนิดดวยลักษณะ
โคโลนี อยางไรก็ตามในสภาพแวดลอมเดียวกันลักษณะโคโลนีสามารถใชในการจําแนกได จาก
การทดลองสามารถแบงลักษณะโคโลนีไดเปน 5 กลุม นอกจากนี้ลักษณะของสปอรและตําแหนง
ของสปอรยังใชในการจัดแบงกลุมได ซ่ึงเชื้อ Bacillus spp. ทั้ง 13 ไอโซเลต สรางสปอรได โดย
ตําแหนงของสปอรสวนใหญอยูตรงกลางเซลล เซลลไมโปงออก บางไอโซเลตเซลลมีลักษณะ
คอนขางกลม เชนไอโซเลต BSN502 และ BSN501 เมื่อนําไปใชประกอบกับขอมูลทางชีวเคมี แต
ละไอโซเลตมีความแตกตางในการใชน้ําตาล และอุณหภูมิที่สามารถเจริญได อยางเห็นไดชัด ซ่ึง
เปนขอมูลที่สําคัญในการจัดจําแนกชนิดของเชื้อ สําหรับในเรื่องอุณหภูมิในการเจริญของเชื้อ 
เนื่องจากเปนเชื้อที่แยกไดมีความทนตออุณหภูมิสูง ทําใหในบางไอโซเลตสามารถเจริญไดที่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ซ่ึงอาจมาจากวิธีการแยกและสภาพของแปลงปลูกที่ตั้งอยูในที่อุณหภูมิ
สูง อาจทําใหมีความแตกตางจากเชื้อเปรียบเทียบในการจัดจําแนก เชน Bacillus cereus โดยสามารถ
จําแนกเชื้อ  Bacillus spp. 13 ไอโซเลต ซ่ึงมีลักษณะใกลเคียงกับ Bacillus spp. 4 ชนิด คือ B. subtilis 
มีจํานวน 3 ไอโซเลต, B. firmus จํานวน 5 ไอโซเลต, B. pantothenticus จํานวน 2 ไอโซเลต และ B. 
megaterium จํานวน 3  ไอโซเลตเมื่อนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดในสวน 16S rDNA ของเชื้อ 
Bacillus spp. แตละไอโซเลต มาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของ GenBank 
พบวา Bacillus spp. ทุกไอโซเลต มีความเหมือนกับเชื้อ B. subtilis เพียงชนิดเดียว แตจากการศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมี เห็นไดชัดวาเชื้อ Bacillus spp. แตละไอโซเลต 
มีความแตกตางกันคอนขางมาก ซ่ึงการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีไทดเปนเพียงขอมูลในการจัด
จําแนกชนิดของเชื้อ แตไมสามารถนําขอมูลดังกลาวมาใชไดทันที ตองนําขอมูลดานอื่น ๆ มาใช
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ประกอบกันในการจัดจําแนกชนิดของเชื้อดวย ทําใหขอมูลสวนนี้ไมสามารถนํามาระบุชนิดของเชื้อ 
Bacillus spp. ได จึงไดใชขอมูลทางลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีมาใชในการระบุชนิดของ
เชื้อ อยางไรก็ตามการใชลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของ 16S rDNA ก็ยังคงมีประโยชนในการ
เปรียบเทียบเพื่อจัดกลุมในระดับชนิดของเชื้อได 

5.6.2 เชื้อ Streptomyces  spp. 
 สําหรับการระบุชนิดของเชื้อ Streptomyces spp. โดยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา
และคุณสมบัติทางชีวเคมี พบวาเชื้อมีความแตกตางของสีโคโลนี สปอร ความสามารถในการใช
แหลงคารโบไฮเดรต การทนเค็ม อุณหภูมิ และความเปนกรด ดาง ที่สามารถเจริญได การสราง 
melanin pigment ซ่ึงมีความสําคัญมากตอการระบุชนิดของเชื้อ ดังรายงานของ Selman (1967) 
การศึกษากระบวนการ metabolism สามารถแยกความแตกตางของแบคทีเรียได ไดแก ความไวตอ
สารปฏิชีวนะ การสรางรงควัตถุ การสราง diffusible pigment การทดสอบความเปนกรด-ดาง การ
เจริญบนแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ การใชแหลงไนโตรเจน การยอยแปง การรีดิวซไนเตรท และการ
สรางเอนไซมตาง ๆ เชน catalase, chitinase เปนตน การเจริญเติบโตในอุณหภูมิตาง ๆ โดยเมื่อนํา
ลักษณะดังกลาวมาประกอบกัน สามารถระบุชนิดของ Streptomyces spp. ได ซ่ึงเชื้อ Streptomyces 
spp. แตละไอโซเลต  มีความเฉพาะเจาะจงตอการทดสอบ แตละไอโซเลตมีการสราง aerial 
mycelium และการสรางรงควัตถุลงในอาหารแตกตางกัน บางไอโซเลตมีการสราง aerial mycelium 
นอยจนถึงไมมี ทําใหไมสามารถเห็นสายสปอรได ซ่ึงอาจเกิดจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเหมาะสม 
ชนิดของอาหารตางกันมีผลตอการเจริญของเชื้อ Streptomyces spp. ตางกัน อยางเชนเชื้อ S. 
toxytricini KS3-5 มีลักษณะการเจริญที่แตกตางกันบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี organic และ synthetic 
media เปนสวนประกอบ เชนการสราง aerial mycelium สีขาวบนอาหาร Czapex, peptone yeast 
agar, oatmeal agar, potato plug ในขณะที่สราง aerial mycelium สีเทาอมน้ําตาลในอาหาร starch 
agar, YEME สรางสปอรไมดีในอาหาร Czapex, minimal actinomycetes medium, peptone agar 
และ carrot plug ซ่ึงลักษณะการเจริญที่แตกตางกันนี้อาจสงผลตอการสรางสารปฏิชีวนะได (Wu 
and Chen, 1995) ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอการเจริญเติบโตรวมทั้งการสราง aerial mycelium 
ซ่ึงมีผลตอการสรางสารปฏิชีวนะ และ secondary metabolites เชน เชื้อ S. galbus subsp. 
achromogenes 695 มีลักษณะโคโลนีที่หลากหลาย ถึง 4 แบบ แตโคโลนีที่มีความหนาแนนของ 
aerial mycelium มาก มีการสรางสารปฏิชีวนะปริมาณสูงกวาลักษณะโคโลนีแบบอื่น 20 เปอรเซ็นต 
(Yocheva, 1999) ทํานองเดียวกับ S. coelicolor ผลิตสารปฏิชีวนะ actinorhodin ได เมื่อมีการสราง 
aerial mycelium (Brian, Riggle, Santos, and Champness, 1996) การจัดจําแนกเชื้อ Streptomyces 
spp. โดยนําขอมูล นิวคลีโอไทดในชวง 16S rDNA ของเชื้อ Streptomyces spp. แตละไอโซเลต มา
เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของ GenBank พบวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ
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เชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSR107, SSH209, SSH211, SSH213, SYR107, SHH202, 
SHR103 และ SHR106 มีความเหมือนกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อ S. globisporus, S. 
aureoverticillatus, S. gancidicus, S. ghanaensis (S. spectabilis), S. rameus, S. malaysiensis, S. 
cyaneus และ S. cyaneus ตามลําดับ ในขณะที่ไอโซเลต SSR203, SSH216 และ SYR205 มีลําดับ    
นิวคลีโอไทดเหมือนกับนิวคลีโอไทดของ Cupriavidus respiraculi (C. taiwanensis), Brucella 
pinnipediae (B. melitensis) และ Arsenic resistant soil bacterium ตามลําดับ แบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด
เปนแบคทีเรียแกรมลบ ซ่ึงขัดแยงกับลักษณะโคโลนีและแกรมของเชื้อทั้ง 3 ไอโซเลต ซ่ึงมีลักษณะ
ของเชื้อ Streptomyces spp. อยางชัดเจน กรณีดังกลาวจึงไมใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดในการ
เปรียบเทียบ เมื่อนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางชีวเคมี
มาใชรวมกันในการจัดจําแนกชนิดของเชื้อ Streptomyces spp. สามารถแยกลักษณะไดใกลเคียงกับ
เชื้อ Streptomyces spp. 10 ชนิด ไดแก S. globisporus (SSR107), S. aureoverticillatus (SSH209), S. 
gancidicus (SSH211), S. ghanaensis (SSH213), S. rameus (SYR107), S. malaysiensis (SHH202), 
S. cyaneus (SHR103 และ SHR106), S. cellulosae (SSR203), S. noboritoensis (SYR205) และ S. 
chattanoogensis (SSH216) จากขอมูลทั้ง 3 ลักษณะมีผลไปในแนวทางเดียวกัน อาจมีคุณสมบัติทาง
ชีวเคมีแตกตางกันเพียงเล็กนอยในเรื่องของการใชแหลงคารโบไฮเดรต ดังนั้นการระบุชนิดของเชื้อ 
Streptomyces spp. โดยอาศัยขอมูลทางดานดีเอ็นเอ สามารถยืนยันชนิดของเชื้อ Streptomyces spp. 
ได แตตองอาศัยขอมูลทางสัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางชีวเคมี ประกอบดวยเพื่อความแมนยํา
ยิ่งขึ้น 
 

5.7 การประเมินความสําเร็จของการคัดเลือกเชื้อปฏิปกษเพื่อใชในการควบคุมโรคเชื้อรา 
      ในองุนและแนวทางการนําไปใชประโยชนในอนาคต 
 5.7.1 การแยกเชื้อ Bacillus spp. และ เชื้อ Streptomyces spp.  
  การคัดแยกเชื้อ Bacillus spp. จากดินปลูกองุนจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยี 
สุรนารี และแปลงของเกษตรกร อ. ปากชอง จ. นครราชสีมา จากแปลงที่มีและไมมีการแพรระบาด
ของโรคนั้น เชื้อ Bacillus spp. ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคเช้ือราในองุนทั้ง 3 ชนิด 
เปนเชื้อที่แยกจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีทั้งสิ้น โดยพบวาเชื้อ Bacillus spp. ที่แยก
จากแปลงที่มีการแพรระบาดของโรค สามารถยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง และสแคบไดดี ในขณะที่
เชื้อ Bacillus spp. ที่แยกจากแปลงไมมีการแพรระบาดของโรค สามารถยับยั้งการเกิดโรคราสนิมได
ดี เหตุที่พบวาเชื้อ Bacillus spp. ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคเชื้อราในองุนเปนเชื้อที่
แยกจากแปลงที่มีการแพรระบาดของโรค อาจเกิดจากการใชสารเคมีในการควบคุมโรคของฟารม
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี มีการใชสารเคมีเทาที่จําเปน และใชในปริมาณที่เหมาะสมกับชนิด
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ของโรค ซ่ึงแตกตางจากแปลงของเกษตรกรที่มีการใชสารเคมีในปริมาณที่มากเกินความจําเปนและ
อาจไมถูกตอง อาจทําใหสารเคมีบางชนิดไปยับยั้งการเจริญของเชื้อปฏิปกษของเชื้อ Bacillus spp. 
ได 
  สําหรับเชื้อ Streptomyces spp. ไดคัดแยกเชื้อจากแหลงปลูกองุน 4 แหลง พบเชื้อ 
Streptomyces spp. จากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนยีสุรนารีมากที่สุด รองลงมาคือสวน Holiday, สวน
คุณสมยศ และจังหวัดอุบลราชธานี ตามลําดับ โดยเชื้อ Streptomyces spp. ที่มีประสิทธิภาพ สวน
ใหญเปนเชื้อที่คัดแยกจากสวน Holiday ขณะที่เชื้อ Streptomyces spp. ที่แยกไดจากฟารมมหาวิทยาลัย
เทคโนยีสุรนารี สวนใหญสามารถยับยั้งโรคราสนิมไดดี และพบวาเชื้อ Streptomyces spp. ที่แยกได
จากดินที่ผานการอบที่อุณหภูมิสูงกอนทําการแยกเชื้อมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคทั้ง 3 
ชนิดไดดี  

5.7.2 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. เบื้องตน 
  เชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ที่มีประสิทธิภาพ 5 อันดับแรกในการยับ 

ยั้งเชื้อ P. aphanidermatum, C. ampelinum  และ S. rolfsii นั้น เมื่อนํามาทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน พบวาทุกไอโซเลตมีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งการเกิดโรคในแตละชนิดไดดีกวาวิธีการควบคุม แตอันดับในการยับยั้งการเกิดโรคจะเปลี่ยน 
ไปจากอันดับของการยับยั้งการเจริญของเชื้อราท่ีใชทดสอบเบื้องตน โดยไอโซเลตที่มีเปอรเซ็นต
การยับยั้งสูงสุดเมื่อมาทดสอบการยับยั้งโรคทั้ง 3 ชนิด บางไอโซเลตมีความสามารถในการยับยั้ง
โรคนอยลง ยกเวน Bacillus spp. ไอโซเลต BSN502, BSD101 ที่มี % PIDG สูงในการยับยั้ง P. 
aphanidermatum, C. ampelinum ยังคงมีประสิทธิภาพสูงในการในการยับยั้งโรคราน้ําคาง และ 
สแคบ สําหรับเชื้อ Streptomyces spp. พบไอโซเลต SYR107 และ SHH202 ที่มี %PIDG สูงในการ
ยับยั้ง P. aphanidermatum, C. ampelinum ยังคงมีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งโรคราน้ําคาง และ 
สแคบ ผลการทดลองดังกลาวชี้ใหเห็นวาการใชเชื้อใน class เดียวกันที่สามารถเล้ียงไดงายเปนเชื้อ
ทดสอบเบื้องตนกอนนําไปใชทดสอบกับเชื้อที่เปน obligate parasite หรือเชื้อเล้ียงยากชวยใหการ
ทํางานวิจัยในเรื่องดังกลาวปฏิบัติไดงายขึ้น 
 5.7.3 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในการยับยั้ง 
การเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน  
   การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในการ
ยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน คร้ังนี้เปนการทดลองในสภาพใบตัด ผลการ
ทดลองชี้ใหเห็นวาเชื้อปฏิปกษดังกลาวมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคทั้ง 3 ชนิดไดดีมาก 
จึงคาดไดวาหากนําไปใชในสภาพแปลงปลูกนาจะใหผลดีเชนเดียวกัน การทดลองในขั้นตอนตอไป
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ที่จําเปนตองทํา คือ 1) การทดสอบหารูปแบบ วิธีการใช และอัตราการใชที่เหมาะสม และ 2) การ 
ทดสอบผลกระทบของเชื้อปฏิปกษที่มีตอส่ิงมีชีวิตอื่น ๆ และสภาพแวดลอม   
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เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ (PIDG) ของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, Colletotrichum 
ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Bacillus และ Streptomyces spp. ท่ีคัดแยกจากแหลง
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ตารางที่ 1ก. เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ (PIDG) ของเชื้อรา Pythium aphanidermatum,   
                     Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Bacillus ที่คัดแยกจาก  
                     ฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จากแปลงที่ไมมีการแพรระบาดของโรคที่มี                              
                     ประสิทธิภาพสูงสุด 5 อันดับแรก 

P. aphanidermatum  C. ampelinum  S. rolfsii 
Isolate PIDG (%)   Isolate PIDG (%)  Isolate PIDG (%) 

BSN502 69.44  BSN603 73.33  BSN304 69.72 
BSN501 65.83  BSN501 72.22  BSN201 67.22 
BSN302 56.11  BSN402 55.55  BSN301 66.38 
BSN603 55.27  BSN104 55.27  BSN502 65.83 
BSN304 55.00  BSN301 54.44  BSN403 65.00 

 
 

ตารางที่ 2ก. เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ (PIDG) ของเชื้อรา Pythium aphanidermatum,          
                    Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชือ้ Bacillus ที่คัดแยกจาก 
                     ฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จากแปลงที่มีการแพรระบาดของโรค ที่มี                              
                     ประสิทธิภาพสูงสุด 5 อันดับแรก 

P. aphanidermatum  C. ampelinum  S. rolfsii 
Isolate PIDG (%)   Isolate PIDG (%)  Isolate PIDG (%) 

BSD604 66.11  BSD101 84.44  BSD203 84.75 
BSD502 56.11  BSD502 72.22  BSD405 84.16 
BSD603 55.45  BSD604 66.66  BSD104 60.55 
BSD301 55.00  BSD406 66.11  BSD605 56.11 
BSD405 54.72  BSD605 60.00  BSD404 56.05 
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ตารางที่ 3ก. เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ (PIDG) ของเชื้อรา Pythium aphanidermatum,          
                    Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชือ้ Bacillus ที่คัดแยกจาก 
                     อําเภอปากชอง จังหวดันครราชสีมา จากแปลงที่ไมมีการแพรระบาดของโรค ที่มี 
                     ประสิทธิภาพสูงสุด 5 อันดับแรก 

P. aphanidermatum  C. ampelinum  S. rolfsii 
Isolate PIDG (%)   Isolate PIDG (%)  Isolate PIDG (%) 

BPN213 54.32  BPN209 57.00  BPN403 51.00 
BPN208 53.65  BPN208 56.75  BPN302 50.00 
BPN303 51.00  BPN202 55.98    

   BPN201 55.77    
   BPN214 55.00    

 
 

ตารางที่ 4ก. เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ (PIDG) ของเชื้อรา Colletotrichum ampelinum  และ  
                    Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Bacillus ที่คัดแยกจากอําเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา  
                    จากแปลงที่มีการแพรระบาดของโรค ที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 5 อันดับแรก 

C. ampelinum  S. rolfsii 
Isolate PIDG (%)  Isolate PIDG (%) 

BPD101 56.00  BPD104 52.45 
BPD102 52.45    
BPD203 51.66    
BPD505 49.50    
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ตารางที่ 5ก. เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ (PIDG) ของเชื้อรา Pythium aphanidermatum,          
                    Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชือ้  Streptomyces ที่คัดแยก               
                    จากฟารมมหาวทิยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 5 อันดับแรก 

P. aphanidermatum  C. ampelinum  S. rolfsii 
Isolate PIDG(%)   Isolate PIDG (%)  Isolate PIDG (%) 

SSR1/ 107 28.00  SSR 203 61.66  SSH 209 43.33 
SSR 112 23.00  SSH 213 58.33  SSH 216 41.66 
SSH 214 19.00  SSR 112 55.55  SSH 213 22.22 
SSH 207 17.00  SSH 102 54.44  SSH 211 19.44 
SSR 104 12.00  SSR 117 53.33  SSR 104 13.88 

1/R = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง, H = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส 
 
 

ตาราที่ 6ก.  เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ (PIDG) ของเชื้อรา Pythium aphanidermatum,          
                  Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces ที่คัดแยก                  
                   จากอําเภอเมือง จังหวดัอุบลราชธานี ที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 5 อันดับแรก 

P. aphanidermatum  C. ampelinum  S. rolfsii 
Isolate PIDG(%)  Isolate PIDG (%)  Isolate PIDG (%) 

SUR1/ 111 28.00  SUR 206 54.44  SUR 111 17.20 
SUR 109 17.00  SUR 111 53.33  SUR 205 13.80 

   SUR 109 52.22  SUR 103 12.00 
   SUR 103 51.66  SUR 206 8.33 
   SUR 105 50.00  SUR 112 6.66 

1/ R = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง, H = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 7ก. เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ (PIDG) ของเชื้อรา Pythium aphanidermatum,          
                    Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชือ้ Streptomyces ที่คัดแยก                        
                    จากสวนคณุสมยศ อําเภอปากชอง จังหวดันครราชสีมา ที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 5 
                     อันดับแรก                             

P. aphanidermatum  C. ampelinum  S. rolfsii 
Isolate PIDG(%)  Isolate PIDG (%)  Isolate PIDG (%) 

SYR1/ 107 46.00  SYR 107 61.11  SYR 205 50.00 
SYR 205 40.00  SYR 205 58.33  SYR 107 12.00 
SYR 110 22.00  SYR 208 54.44  SYR 110 11.00 
SYR 101 13.00  SYR 210 52.77    
SYR 206 10.00  SYR 110 51.11    

1/R = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง 
 
 

ตารางที่ 8ก. เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ (PIDG) ของเชื้อรา Pythium aphanidermatum,          
                     Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces ที่คัดแยก 
                    จากสวน Holiday อําเภอปากชอง จังหวดันครราชสีมาที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 5 อันดับ 
                    แรก 

P. aphanidermatum  C. ampelinum  S. rolfsii 
Isolate PIDG(%)  Isolate PIDG (%)  Isolate PIDG (%) 

SHR1/ 103 42.00  SHH 202 63.88  SHR 211 17.00 
SHH 202 38.00  SHR 106 58.88  SHR 210 16.00 
SHR 213 28.00  SHR 202 57.22  SHH 202 15.00 
SHR 106 19.00  SHR 213 55.55  SHR 205 11.00 
SHR 108 18.00  SHR 214 54.44  SHR 103 10.55 

1/R = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง, H = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 
อาหารเลี้ยงเช้ือ และอาหารทดสอบชีวเคมี 
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1. Bacillus Medium 
 Peptone    0.6  กรัม 
 Agar    15.0  กรัม 
 Yeast extract   3.0  กรัม 
 Beef extract   1.5  กรัม 
 Pancreatic digest of casein 3.0  กรัม 
 MnSO4.4H2O   1.0  ไมโครกรัม 
 ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเทากับ 7 แลว
เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
 
2. Nutrient Ager (NA) 
 Beef extract  3 กรัม 
 Peptone   5 กรัม 
 Agar   15 กรัม 

ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเทากับ 6.8-
7.2 แลวเติมน้าํกลั่นใหครบ 1 ลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 
นาที 
 
3. Starch casein agar (SCA) 
 Soluble starch  10  กรัม 
 Vitamin free casein 0.3 กรัม 
 KNO3   2 กรัม 
 K2HPO4   2 กรัม 
 MgSO4.7H2O  0.05 กรัม 
 CaCO3   0.02 กรัม 
 FeSo4.7H2O  0.01 กรัม 
 Agar   15 กรัม 
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ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเทากับ 7.2 
แลวเติมน้ํากลัน่ใหครบ 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
 
 
4. M3 Agar 
 KH2PO4    0.46 กรัม 
 Na2HPO4   0.73 กรัม 
 KNO3    0.01 กรัม 
 NaCl    0.29 กรัม 
 CaCO3    0.02 กรัม 
 MnSO4.4H2O   0.02  มิลลิกรัม 
 MgSO4.7H2O   0.1 กรัม 
 FeSO4.7H2O   0.2 มิลลิกรัม 
 ZnSO4.7H2O   0.18 มิลลิกรัม 
 Thaiamine   4.0 มิลลิกรัม 
 Sodiumpropionate  0.2 กรัม 
 Agar    18  กรัม 

ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเทากับ 7 แลว
เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
 
5. Oatmeal agar (OA) 
 Oat rice   20 กรัม 
 FeSO4.7H2O  0.1 กรัม 
 MnCl2.4H2O  0.1 กรัม 
 ZnSO4.7H2O  0.1 กรัม 
 Agar   20 กรัม 

ตมขาวโอตใหเดือดในน้ํากลัน่ 20 นาที กรองกากออกแลวเติมน้ําใหครบ 1 ลิตร ปรับ pH 
ใหเทากับ 7.2 นําไปนึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
  
6. M9 medium agar 
 Mannital  10 กรัม 
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 Peptone   2 กรัม 
 Beef extract  1 กรัม 
 Yeast extract  1 กรัม 

ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเทากับ 7 แลว
เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 

 
7. Waksman agar 
 Glucose   10  กรัม 
 Bacto peptone  5 กรัม 
 Beef extract  5 กรัม 
 NaCl   3  กรัม 
 Agar   15 กรัม 

ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเทากับ 7 แลว
เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 

 
8. Starch hydrolysis agar 
 Nutrient agar  23 กรัม 
 Potato starch  10 กรัม 

ละลายวุนในน้าํกลั่น 500 มิลลิลิตร ตมใหละลาย ละลายแปงในน้ํากลั่น 250 มิลลิลิตร ตม
ใหละลาย ผสมสารละลายวุนและแปงเขาดวยกัน เติมน้าํกลั่นใหครบ 1 ลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อที่
อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  
 
9. Casein agar 
 Solution A :  Skim milk  10 กรัม 
   Distilled water  90  มิลลิลิตร 
 เติมนมลงในน้าํพรอมกับคนตลอดเวลาเพื่อไมใหนมจับตวักันเปนกอน 
 Solution B : Agar   3 กรัม 
   Distilled water  97 มิลลิลิตร 

นํา สารละลายทั้งสองชนิดแยกกนัไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 
นาที ทิ้งไวใหเย็นอุณหภมูิ 45 – 50 องศาเซลเซียส ผสมสารละลายทั้งสองชนิดใหเขากัน เทใสจาน
อาหารแลวทิ้งไวใหแข็งตวั 
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10. Basal mineral salts medium 
 (NH4)2SO4  2.64 กรัม 
 KH2PO4   2.38 กรัม 
 K2HPO4.3H2O  5.65 กรัม 
 MgSO4.7H2O  1 กรัม 
 Trace salts solution 1 มิลลิลิตร 
 Bacto agar  15 กรัม 

ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
  
Trace salts solution 
 CuSO4.5H2O  0.64 กรัม 
 FeSO4.7H2O  0.11 กรัม 
 MnCl2.4H2O  0.79 กรัม 
 ZnSO4.7H2O  0.15 กรัม 
 Distilled water  100 มิลลิลิตร 
 
11. Yeast extract malt extract broth 
 Bacto yeast extract  4 กรัม 
 Bacto malt extract  10  กรัม 
 Glucose    4 กรัม 

 ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
 
12. Water agar ผสม 0.05% Lichenan 
 Agar   20 กรัม 
 Lichenan  0.5 กรัม 
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 ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
 
 
13. Water agar ผสม 1% gelatin 
 ละลาย gelatin จํานวน 10 กรัม ใน 0.1 M phosphate buffer, pH 7 ผสมในสารละลายวุน 
ปรับปริมาตรใหครบ1000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 
นาที 
 
14. M9 medium agar ผสม 1% gelatin 

ละลาย gelatin จํานวน 10 กรัม ใน 0.1 M phosphate buffer, pH 7 ผสมในสารละลาย
ทั้งหมดลงในน้ํากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเทากับ 7 แลวเติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร 
นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
 
15. M9 medium agar ผสม 0.05% Lichenan 

ละลาย lichenan 0.5 กรัม และสวนประกอบทั้งหมดของ M9 ลงในน้ํากลั่นปริมาตร 500 
มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเทากับ 7 แลวเติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
 
16. M9 medium agar ผสม 2.4% Colloidal chitin 

ละลาย Colloidal chitin 24 กรัม และสวนประกอบทั้งหมดของ M9 ลงในน้ํากลั่นปริมาตร 
500 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเทากับ 7 แลวเติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 

 
การเตรียม Colloidal chitin 
 ช่ัง chitin 5 กรัม นํามาละลายใน HCl เขมขน 60 มิลลิลิตร กวนตลอดเวลา นาน 2 ช่ัวโมง 
ในอางน้ําแข็ง จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 1 คืน จากนั้นนํามาเติม ethanal 
95% (ice-cold) ปริมาตร 2000 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 1 คืน นํามาปน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 5000 รอบตอนาที นาน 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ลางดวยน้ํากลั่น
หลายๆ ครั้ง ปรับ pH ใหเทากับ 7 จะได colloidal chitin solution 5% เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 
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17. Carbohydrate fermentation broth 
 Peptone    10  กรัม 
 NaCl    5 กรัม 
 Meat extract   3 กรัม 
 Carbohydrate solution  50  มิลลิตร 
 Andrade’s indicator  10  มิลลิลิตร 
สวนประกอบของ Andrade’s indicator ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 Acid fuchsin   0.5 กรัม 
 NaOH (1 N solution)  16 มิลลิลิตร 

Distilled water   100 มิลลิลิตร 
 ละลาย acid fuchsin ในน้ํากลั่น เติม NaOH ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไว 24 ช่ัวโมง คนบอย ๆ 
จนสีแดงเปนสีน้ําตาล 
 
การเตรียม Carbohydrate solution ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 Carbohydrate  10 กรัม 
 ละลาย Carbohydrate ในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร จากนั้นนาํมากรองดวย filter membrane  

นําสวนประกอบทั้งหมด (ยกเวน Carbohydrate solution) ผสมกันในน้ํากลั่นปรับปริมาตร
ใหครบ 1000 มิลลิลิตร นําสารละลายใสหลอดทดลองปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ทิ้งไวใหเย็นอณุหภูมิ 45 – 50 องศาเซลเซียส ผสม 
Carbohydrate solution กอนนําไปทดสอบ 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



 
 

 

147 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 
สารเคมีสําหรับการสกัดดีเอ็นเอ 
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1. TEN buffer (10X TEN buffer) 
ผสม 0.1M Tris-HCl, pH 8.0, 0.01M EDTA, pH 8.0 และ 1M NaCl ในปริมาตรที่เทากัน 

ผสมใหเขากัน เทใสขวดที่สะอาดนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 
นาที 
 
2. TE buffer (Tris EDTA) 

ผสม 100 mM Tris-HCl, pH 8.0 และ 10 mM EDTA, pH 8.0 ในปริมาตรที่เทากัน ผสมให
เขากัน เทใสขวดที่สะอาดนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
 
3. 10% SDS 

ช่ัง SDS 10 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร เมื่อสารละลายแลวปรับปริมาตรใหครบ 
100 มิลลิลิตร เทใสขวดที่สะอาดนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 
นาที 
 
4. 1M NaCl 

ช่ัง NaCl จํานวน 58.5 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร เท
ใสขวดที่สะอาดนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
 
5. Tris – HCl, pH 8 

ช่ัง Tris base จํานวน 121.1 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ดวย HCl ให
เทากับ 8.0 ปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร เทใสขวดที่สะอาดนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
 
6. 0.5M EDTA, pH 8 

ช่ัง Disodium ethylenediamine tetra-acetate. 2H2O (EDTA) จํานวน 186.1 กรัม ละลายใน
น้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ดวย HCl ใหเทากับ 8.0 ปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร เทใสขวดที่
สะอาดนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
 
7. Lysozyme 100 mg/ml 
 ช่ัง lysozyme 500 มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่นฆาเชื้อ 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันจน
สารละลายหมด เก็บใสขวดเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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8. Proteinase K 100 mg/ml 
 ช่ัง proteinase K 500  มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่นฆาเชื้อ 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขาจน
สารละลายหมด เก็บใสขวดเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
9. สารละลาย Phenol : Chloroform : Isoamyl alcohol (25 : 24 : 1) 
 ผสมสารละลาย phenol 25 มิลลิลิตร chloroform 24 มิลลิลิตร และ isoamyl alcohol 1 
มิลลิลิตร เก็บใสขวดเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 
  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ประวัติผูเขียน 
  
 นางสาวพรพรรณ  อูสุวรรณ เกิดวันที่ 6 มีนาคม 2515 เร่ิมเขาศึกษาระดับปริญญาตรี       
ภาควิชาเกษตรศาสตร คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏนครปฐม สําเร็จการศึกษา
หลักสูตรวิทยาศาตรบัณฑิต (เกษตรศาสตร) เกียรตินิยมอันดับ 2 เมื่อปการศึกษา 2537 จากนั้นเขา
ศึกษาในระดับปริญญาโท สาขาเทคโนโลยีการจัดการศัตรูพืช คณะเทคโนโลยีการเกษตร สถาบัน
เทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง สําเร็จการศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
เมื่อปการศึกษา 2544 และไดเขาทํางานในตําแหนงอาจารยอัตราจาง ภาควิชาเกษตรศาสตร คณะ
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏนครปฐม ในชวงป 2544-2546 จนกระทั่งไดรับทุน
จากทางมหาวิทยาลัยราชภัฏนครปฐม ใหศึกษาตอในระดับปริญญาเอก สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิต
พืช สํานักเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา ในปการศึกษา 
2/2546 และสําเร็จการศึกษาระดับดุษฎีบัณฑิต ในปการศึกษา 2550 


