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 โรคที่เกิดจากเชื้อราเปนโรคที่ทําความเสียหายอยางมากในองุน การควบคุมโรคโดยใชสาร 
เคมี มักทําใหเชื้อดื้อตอสารเคมี เกิดการปนเปอนสารเคมีกับผลผลิตและสิ่งแวดลอม การศึกษาครั้งนี้
มีวัตถุประสงคเพื่อคัดหาเชื้อจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพมาใชควบคุมโรคที่เกิดจากเชื้อราในองุน โดย
ทําการแยกเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. จากตัวอยางดินปลูกองุนในจังหวัดนครราชสีมา 
และอุบลราชธานี จากนั้นคัดเลือกเชื้อแตละสกุล 5 ไอโซเลตแรกที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้ง
เชื้อรา Pythium aphanidermatum, Colletotrichum ampelinum และ Sclerotium rolfsii ดวยวิธี dual 
culture method จากนั้นนํามาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และ  
ราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด (detached leaf) และทดสอบการสรางเอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanase, 
protease และ chitinase ทําการระบุชนิดของเชื้อที่มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการเกิดโรคในองุน 
โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี และลําดับของนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA ผล
การศึกษาพบเชื้อ Bacillus spp. ที่มีคุณสมบัติเปนเชื้อปฏิปกษ จํานวน 61 ไอโซเลต และเชื้อ 
Streptomyces spp. จํานวน 73 ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ P. aphanidermatum, 
C. ampelinum  และเชื้อ S. rolfsii ได เมื่อนําเชื้อแตละสกุล 5 ไอโซเลตแรก มาทดสอบการยับยั้งการ
เกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิม พบวาเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. มีความสามารถ
ในการยับยั้งการเกิดโรคทั้ง 3 ชนิดไดแตกตางกันขึ้นอยูกับไอโซเลต ระยะการเจริญเติบโต และ
รูปแบบของเชื้อ โดยเชื้อ Bacillus spp. ในรูปของ cell suspensions ทั้งระยะ log phase และ 
stationary phase สามารถยับยั้งการเกิดโรคราสนิมไดดี แตไมสามารถยับยั้งโรคสแคบ และราน้ําคาง
ได ขณะที่ culture filtrate ของเชื้อทั้งสองระยะสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดทั้ง 3 ชนิด สวนเชื้อ 
Streptomyces spp. ทั้งรูปแบบ cell suspensions และ culture filtrate ทั้งสองระยะการเจริญเติบโต
สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีทั้ง 3 ชนิด สําหรับความสามารถของแตละไอโซเลต ในการยับยั้งโรค
แตละชนิดไดสูงสุด 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 ยับยั้งโรคราน้ําคางไดสูงสุด 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 ยับยั้งโรคสแคบไดดีที่สุด 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. มาใชรวมกันในการยับยั้งการเกิดโรค พบวา
การใช culture filtrate ของเชื้อทั้งสองชนิดรวมกันสามารถยับยั้งการเกิดโรคทั้ง 3 ชนิดไดดีกวาการ
ใช cell suspensions รวมกัน การทดสอบการสรางเอนไซม พบวา culture filtrate ของเชื้อ Bacillus 
spp. ในระยะ stationary phase แตละไอโซเลต มีกิจกรรมของเอนไซม  β-1, 3-1,  4-glucanase และ 
protease แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเทียบกับเชื้อในระยะ log phase แตไมพบการ
สรางเอนไซม chitinase สําหรับเชื้อ Streptomyces spp. ในสภาพ cell culture แตละไอโซเลต สราง
เอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanase และ chitinase ไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ แตไมพบ
การสรางเอนไซม protease  ผลของการศึกษาคุณสมบัติของเชื้อที่มีประสิทธิภาพสูงในการควบคุม
โรคเชื้อราในองุนเปรียบเทียบกับคุณสมบัติของเชื้ออางอิง พบวาเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลต 
BSD101, BSD203 และ BSD604 มีลักษณะใกลเคียงกับ B. subtilis ไอโซเลต BSD406, BSD502, 
BSD405, BSN301 และ BSN304 ใกลเคียงกับ B. firmus ไอโซเลต BSD603 และ BSN201 ใกลเคียง
กับ B. pantothenticus ไอโซเลต BSN501, BSN502 และ BSN603 ใกลเคียงกับ B. megaterium 
สําหรับเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSR203 มีลักษณะใกลเคียงกับ S. cellulosae ไอโซเลต 
SSR107 ใกลเคียงกับ S. globisporus ไอโซเลต SSH209 ใกลเคียงกับ S. aureoverticillatus ไอโซเลต 
SSH211 ใกลเคียงกับ S. gancidicus ไอโซเลต SSH213 ใกลเคียงกับ S. ghanaensis ไอโซเลต 
SSH216 ใกลเคียงกับ S. chattanoogensis ไอโซเลต SYR205 ใกลเคียงกับ S. noboritoensis ไอโซ
เลต SYR107 ใกลเคียงกับ S. rameus ไอโซเลต SHH202 ใกลเคียงกับ S. malaysiensis และไอโซเลต 
SHR103 และ SHR106 ใกลเคียงกับ S. cyaneus  
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DOWNY MILDEW/SCAB/RUST/BACILLUS SPP./STREPTOMYCES SPP./GRAPE 

  

 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 
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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 
 

 วิทยานิพนธนี้ฉบับนี้สําเร็จลุลวงดวยดี ผูวิจัยขอกราบขอบพระคุณ บุคคล และกลุมบุคคล
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คําปรึกษา แนะนํา ชวยเหลือเอาใจใสอยางดียิ่ง และชวยตรวจแกไขวิทยานิพนธจนเสร็จสมบูรณ  
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2.1 ตัวอยางความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. ในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืช   20 
2.2 สารปฏิชีวนะบางชนิดที่ผลิตจากเชื้อในสกุล Streptomyces spp. และฤทธิ์ 
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4.3 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, 
  Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Bacillus spp.  
 ที่แยกไดจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จากแปลงองุนที่ไมมีการ 
 แพรระบาดของโรค (SN) และมีการแพรระบาดของโรค (SD)  44 
4.4 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, 
  Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Bacillus spp.  
 ที่แยกไดจากอาํเภอปากชอง จากแปลงองุนที่ไมมีการแพรระบาดของโรค (PN) 
  และมีการแพรระบาดของโรค (PD)  45 
4.5 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ (PIDG) ของเชื้อรา Pythium aphanidermatum,  
 Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Bacillus spp. 
 ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 5 อันดับแรก  46 
4.6 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Pythium aphanidermatum,  
 Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces  spp. 
  ที่แยกไดจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี (S)  49 
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4.7 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, 
  Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces  spp.  
 ที่แยกไดจากอาํเภอเมือง จังหวัดอุบลราชธานี (U)   50 
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 Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces  spp. 
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  Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces  spp.  
 ที่แยกไดจากสวน Holiday อําเภอปากชอง จังหวดันครราชสีมา (H)   51 
4.10 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ (PIDG) ของเชื้อรา Pythium aphanidermatum,  
 Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces  spp. 
 ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 5 อันดับแรก  52 
4.11 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกันในรูป cell suspensions  
 ตอการเกิดโรคราน้ําคางในองุน ในสภาพใบตัด  56 
4.12 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกันในรูป cell suspensions  
 ตอการเกิดโรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด   57 
4.13 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกันในรูป cell suspensions  
 ตอการเกิดโรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด   58 
4.14 ผลของ Streptomyces  spp. ที่ระยะการเจรญิตางกันในรปู cell suspensions  
 ตอการเกิดโรคราน้ําคางในองุน ในสภาพใบตัด   60 
4.15 ผลของ Streptomyces  spp. ที่ระยะการเจรญิตางกันในรปู cell suspensions  
 ตอการเกิดโรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด   61 
4.16 ผลของ Streptomyces  spp. ที่ระยะการเจรญิตางกันในรปู cell suspensions  
 ตอการเกิดโรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด   62 
4.17 ระดับความเขมขนของเชื้อ Bacillus  และรูปแบบที่มีผลตอการยับยั้ง 
 การเกิดโรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด   64 



 ณ

สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางที่ หนา 
 
4.18 ระดับความเขมขนของเชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSN301 ที่มีผลตอการยับยั้ง 
 การเกิดโรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด  65 
4.19 ระดับความเขมขนของเชื้อ Streptomyces และรูปแบบทีม่ีผลตอการยับยั้ง 
 การเกิดโรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด  66 
4.20 ระดับความเขมขนของเชื้อ Streptomyces  และรูปแบบทีม่ีผลตอการยับยั้ง 
 การเกิดโรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด  67 
4.21 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกันในรูป culture filtrate  
 ตอการเกิดโรคราน้ําคางในองุน ในสภาพใบตัด  69 
4.22 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกันในรูป culture filtrate  
 ตอการเกิดโรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด  70 
4.23 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกันในรูป culture filtrate  
 ตอการเกิดโรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด  71 
4.24 ผลของ Streptomyces  spp. ที่ระยะการเจรญิตางกันในรปู culture filtrate  
 ตอการเกิดโรคราน้ําคางในองุน ในสภาพใบตัด  73 
4.25 ผลของ Streptomyces  spp. ที่ระยะการเจรญิตางกันในรปู culture filtrate 
  ตอการเกิดโรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด  74 
4.26 ผลของ Streptomyces  spp. ที่ระยะการเจรญิตางกันในรปู culture filtrate  
 ตอการเกิดโรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด  75 
4.27 ไอโซเลตของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ที่มีประสิทธิภาพดีที่สุด 
 ในการยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน ที่นํามาทดสอบรวมกัน 76 
4.28 ผลของ Bacillus spp. รวมกบั  Streptomyces spp. ที่ระยะการเจริญตางกนั  
 ตอการเกิดโรคราน้ําคางในองุน ในสภาพใบตัด  79 
4.29 ผลของ Bacillus spp. รวมกบั  Streptomyces spp. ที่ระยะการเจริญตางกนั  
  ตอการเกิดโรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด   80 
4.30 ผลของ Bacillus spp. รวมกบั  Streptomyces spp. ที่ระยะการเจริญตางกนั  
 ตอการเกิดโรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด    81 



 ด

สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางที่ หนา 
 
4.31 ความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. ในการสรางเอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanase, 
  protease และ chitinase โดยประเมินจากขนาดวงใสที่เกดิขึ้นจากการยอย  
 substrate เฉพาะ  83  
4.32 ความสามารถของเชื้อ Streptomyces  spp. ในการสรางเอนไซม  
 β-1, 3-1, 4-glucanase, protease และ chitinase โดยประเมนิจากขนาดวงใส 
 ที่เกิดขึ้นจากการยอย substrate เฉพาะ           84 
4.33 การบงชี้ชนิดของเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลตตาง ๆ โดยการเปรียบเทยีบ 
 ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA กบัลําดับนิวคลีโอไทด 
 ในฐานขอมูลของ GenBank   90 
4.34 แสดงคุณสมบตัิทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีของเชื้อ Bacillus spp.  
 ที่เปรียบกับคุณสมบัติของ B.subtilis (BS), B. firmus (BF),   B. pantothenticus (BP)  
 และ B. megaterium (BM)  94 
4.35 การบงชี้ชนิดของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลตตาง ๆ โดยการเปรียบเทียบ 
 ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA กบัลําดับนิวคลีโอไทด 
 ในฐานขอมูลของ 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 หนา 
 
2.1 ลักษณะของเซลลและสปอรของ 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 ลักษณะของใบองุนภายหลังการฉีดพนดวย culture filtrate  
 ของเชื้อ Bacillus spp.  54 
4.8 แสดงลักษณะของวงใสที่เกดิจากการยอย substrate ที่เชือ้ Bacillus spp.  
 และ Streptomyces spp. สรางขึ้น 85 
4.9 ตัวอยางของการทดสอบเชื้อ Bacillus spp. ทางชีวเคมี  88 
4.10 ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอในสวน 16S rDNA ของเชื้อ Bacillus spp.  
 เมื่อเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR จากการใชไพรเมอร B-K1/F และ B-K1/R1  89 
4.11 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. ที่มีลักษณะใกลเคียง 
 กับเชื้อ B. subtilis  92 
4.12 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. ที่มีลักษณะใกลเคียง 
 กับเชื้อ B. firmus  93 
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สารบัญรูป (ตอ) 
 
รูปท่ี  หนา 
 
4.13 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. ที่มีลักษณะใกลเคียง 
 กับเชื้อ B. pantothenticus    94 
4.14 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. ที่มีลักษณะใกลเคียง 
 กับเชื้อ B. megaterium    95 
4.15  ขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอในสวน 16S rDNA ของเชื้อ Streptomyces spp. 
  เมื่อเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR จากการใชไพรเมอร STR1F และ STR 1530R    100 
4.16 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSR203    103 
4.17 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSR107    103 
4.18 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSH209    103 
4.19 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSH211    104 
4.20 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSH213    104 
4.21 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSH216    104 
4.22 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SYR205    105 
4.23 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SYR107     105 
4.24 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SHH202    105 
4.25 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SHR103    106 
4.26 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SHR106    106 
 
 



บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ความสําคัญของปญหา 

องุนเปนพืชที่อยูในสกุล Vitis วงศ Vitacea เปนไมเล้ือยประเภทไมยืนตน มีถ่ินกําเนิดใน
แถบอากาศอบอุน แตสามารถเจริญเติบโตไดดีในเขตกึ่งรอนถึงรอน การผลิตองุนเพื่อการคาใน
ประเทศไทยในระยะแรกอยูทางภาคตะวันตก ไดแก อําเภอดําเนินสะดวก จังหวัดราชบุรี อําเภอสาม
พราน อําเภอนครชัยศรี จังหวัดนครปฐม และอําเภอบานแพว จังหวัดสมุทรสาคร แตเนื่องจากมีโรค
แมลงระบาดมากไมสามารถจัดการได ทําใหพื้นที่ปลูกในแถบนี้ลดลง ปจจุบันพื้นที่ปลูกองุนได
ขยายไปเกือบทั่วทุกภาค และมีแนวโนมที่จะเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ เนื่องจากเปนพืชที่ใหผลตอบแทนคอน 
ขางสูงเมื่อเปรียบเทียบกับไมผลชนิดอื่น (นันทกร บุญเกิด, 2546) ประเทศไทยเริ่มปลูกองุนอยาง
จริง จังและไดผลตั้งแตป 2510 พันธุที่นิยมปลูกกันมากคือไวทมะละกา ซ่ึงมีการปลูกรอยละ 95 และ
คารดินัลรอยละ 5 สวนที่เหลือเปนพันธุอ่ืน โดยมีพื้นที่ปลูกรวมทั้งสิ้นประมาณ 27,000 ไร มีผลผลิต
รวม 59,000 ตัน ใชบริโภคสดภายในประเทศรอยละ 90 ของทั้งหมด มีการแปรรูปเปนผลิตภัณฑ
ตาง ๆ รอยละ 4 และท่ีเหลืออีกรอยละ 6 สงออกไปจําหนายตางประเทศ ไดแก ฮองกง มาเลเซีย 
ญ่ีปุน และบรูไน (ปยะ เฉลิมกลิ่น, 2544) ในป พ.ศ. 2544 การผลิตองุนในประเทศโดยรวมมีปริมาณ
ผลผลิตประมาณ 31,944 ตัน เปนองุนรับประทานผลสดประมาณ 29,344 ตัน องุนทําไวน ประมาณ 
400 ตัน ในป 2547 การผลิตองุนสดมีปริมาณการสงออก 108 ตัน คิดเปนมูลคา 1.79 ลานบาท ในป 
2548 มีปริมาณการสงออกองุนสดเพียง 26 ตัน คิดเปนมูลคา 1.51 ลานบาท คือลดลงถึง 4 เทาในชวง
เวลาเพียง 1 ป ที่ผานมาการสงออกองุนสดของไทยมีปริมาณลดลงอยางมาก ในขณะเดียวกันกลับมี
การเพิ่มการนําเขาองุนสดมากขึ้นโดยในป 2536 มีปริมาณการนําเขาองุนสด 1,633 ตัน คิดเปนมูลคา
เทากับ 1.31 ลานบาท เมื่อเปรียบเทียบในป 2540 มีปริมาณการนําเขาองุนสดเทากับ 3,640 ตัน คิด
เปนมูลคา 2.62 ลานบาท การที่การผลิตองุนในประเทศไทยมีปริมาณลดลงอยางมาก อาจมีสาเหตุ
เนื่องมาจากมีพื้นที่ปลูกลดลง และการไดรับความเสียหายจากโรคและแมลง โดยโรคที่พบทําความ
เสียหาย อยางมาก คือโรคราน้ําคาง สแคบ (แอนแทรคโนส) และราสนิม 

เกษตรกรไทยสวนใหญนิยมใชสารเคมีในการปองกันกําจัดโรคพืช เนื่องจากสารเคมีออก
ฤทธิ์เร็ว มีประสิทธิภาพ เห็นผลชัดเจน สะดวกในการซื้อ การใช และการเก็บรักษา อยางไรก็ตาม
การควบคุมโรคพืชดวยสารเคมีมักมีผลเสีย เพราะตองใชเปนประจําและตอเนื่อง สงผลทําใหเชื้อดื้อ



 2

ยา เกิดการปนเปอนสารเคมีกับผลิตผลการเกษตรและสิ่งแวดลอม ดวยเหตุนี้การควบคุมโรคพืชโดย
ชีววิธีจึงเขามามีบทบาทมากขึ้น เพื่อลดปริมาณการใชสารเคมี รักษาความสมดุลของธรรมชาติ และ
ลดปญหาสารพิษที่สะสมในผลิตผลทางการเกษตร ปจจุบันยังไมมีรายงานการใชชีววิธีในการ
ควบคุมโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมขององุน ดังนั้นการคัดหาจุลินทรียที่สามารถควบคุมโรค
ดังกลาวไดจึงนาจะเปนแนวทางที่นําไปสูการพัฒนาใชชีววิธีในอนาคต  
 
1.2 วัตถุประสงคการวิจัย 

1.2.1 เพื่อคัดเลือกเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ที่มีคุณสมบัติเปนเชื้อปฏิปกษ
ตอเชื้อราสาเหตุโรคพืช 

1.2.2 เพื่อทดสอบประสิทธิภาพและวิธีการใชเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ใน
การยับยั้งโรคราน้ําคาง จากเชื้อ Plasmopara viticola โรคสแคบ จากเชื้อ Sphaceloma ampelinum 
และโรคราสนิม จากเชื้อ Physopella ampelopsidis  ขององุนในสภาพใบตัด 
      1.2.3 เพื่อศึกษากลไกเบื้องตนของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในการควบคุม
เชื้อราสาเหตุโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน  

1.2.4 เพื่อประเมินชนิดของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ที่มีศักยภาพสูงในการ
ยับยั้งการเกิดโรคเชื้อราในองุน 
 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

คัดเลือกเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. จากดินในแหลงปลูกองุนในเขตจังหวัด
นครราชสีมา และอุบลราชธานี ระบุชนิดของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. เฉพาะที่มี
ศักยภาพในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคราน้ําคาง  สแคบ  และราสนิมในองุน  การทดสอบ
ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคในองุน ดําเนินการเฉพาะในสภาพหองปฏิบัติการ  
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บทที่ 2 
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 ความสําคัญและปญหาของการผลิตองุน 

องุนเปนพืชที่อยูในสกุล Vitis วงศ Vitacea ซ่ึงมีอยูประมาณ 11 สกุล รวม 600 ชนิด สกุล 
Vitis เปนสกุลเดียวที่เปนผลไมรับประทานได เปนไมเล้ือยประเภทไมยืนตน มีมือจับเพื่อเกาะยึด มี
ถ่ินกําเนิดในเขตอบอุน แตสามารถเจริญเติบโตไดดีในเขตกึ่งรอนถึงรอน แบงเปน 2 สกุลยอย 
(subgenera) คือ Euvitis และ Muscadinia โดยยึดหลักความแตกตางกันทางลักษณะสัณฐานและ
จํานวนโครโมโซม Euvitis มีจํานวนโครโมโซม 38 ในขณะที่ Muscadinia มีจํานวน 40 (นันทกร 
บุญเกิด, 2546)  
       สําหรับประเทศไทยเริ่มมีการปลูกองุนในสมัยรัชกาลที่ 7 แตไมแพรหลาย ตอมาในป พ.ศ. 
2493 เร่ิมมีการปลูกองุนอยางจริงจังโดยหลวงสมานวนกิจนําพันธุมาจากแคลิฟอรเนีย และป พ.ศ. 
2506 อาจารย ปวิณ ปุณณศรี และคณะนําองุนยุโรปหลายสายพันธุเขามาปลูกไดผลเปนที่นาพอใจ 
นับแตนั้นมาการปลูกองุนในประเทศไทยจึงแพรหลายมากขึ้น การผลิตองุนเพื่อการคาในระยะแรก
อยูในภาคตะวันตก ไดแก จังหวัดนครปฐม สมุทรสาคร และราชบุรี ซ่ึงใหผลผลิตดี แตเนื่องจากมี
โรคและแมลงระบาด ทําใหพื้นที่ปลูกดังกลาวลดลง ปจจุบันพื้นที่ปลูกองุนไดขยายไปเกือบทั่วทุก
ภาคยกเวนภาคใต ที่มีปริมาณน้ําฝนมากเกินไปทําใหไมเหมาะที่จะปลูกองุน 
       ในป พ.ศ. 2541 ประเทศไทยมีพื้นที่ปลูกองุนประมาณ 2,717.9 เฮกตาร มีผลผลิตรวม 
31,677 ตัน ผลผลิตเฉลี่ยประมาณ 15 ตันตอเฮกตาร โดยแบงเปนองุนรับประทานผลสด ซ่ึงมีการ
ผลิตมากในภาคตะวันตก มีพื้นที่ที่ใหผลผลิต 2,203.8 เฮกตาร ไดแก ราชบุรี สมุทรสาคร และ
นครปฐม ในขณะที่องุนทําไวนมีพื้นที่ที่ใหผลผลิตประมาณ 184 เฮกตาร จังหวัดที่ใหผลผลิตสูงสุด
คือ เลย และนครราชสีมา (Nilnond, 2001) เนื่องจากมีอากาศคอนขางเย็นและเปนสภาพที่ดอน จึงไม
มีการยกรองทําใหตนองุนมีอายุยืนยาวขึ้น (ปยะ เฉลิมกลิ่น, 2544) การผลิตองุนในประเทศมีปริมาณ
ผลผลิตรวม 31,944.1 ตัน เปนองุนรับประทานผลสดรวมประมาณ 29,344.1 ตัน ในขณะที่องุนทํา
ไวนมีผลผลิตประมาณ 400 ตัน โดยพันธุที่นิยมปลูกมากที่สุดคือไวทมะละกา รองลงมาคือคารดินัล 
ในป พ.ศ. 2547 องุนรับประทานผลสดมีปริมาณ 108 ตัน คิดเปนมูลคา 1.79 ลานบาท ขณะที่ในป
พ.ศ. 2548 มีปริมาณเพียง 26 ตัน คิดเปนมูลคา 1.51 ลานบาท (สํานักงานสถิติการเกษตร, 2547) เมื่อ
เปรียบเทียบปริมาณผลผลิตองุนรับประทานผลสดในป พ.ศ. 2541 ที่มีปริมาณสูงถึง 27,757 ตัน กับ
ผลผลิตของป พ.ศ. 2547 และ 2548 จะพบวามีปริมาณผลผลิตลดลงถึง 257 และ 1,067 เทา ถึงแมวา
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องุนจะเปนไมผลที่ใหมูลคาตอบแทนคอนขางสูงเมื่อเทียบกับผลไมอ่ืน ๆ แตในขณะเดียวกันก็เปน
พืชที่มีโรคเขาทําลายหลายชนิดตลอดชวงระยะการเจริญเติบโต เนื่องจากประเทศไทยมีสภาพ
อากาศรอนชื้น มีฝนตกชุก และมีการตัดแตงกิ่งองุนใหออกดอกติดผลถึง 2 คร้ังตอป จึงมีสวนทําให
เกิดโรคระบาดไดงายเกือบตลอดปเชนกัน โรคในองุนเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหตนทุนการผลิตสูงขึ้น 
จากการที่ตองเสียคาใชจายในการปองกันกําจัด โรคองุนที่พบในประเทศมีหลายชนิด ไดแก โรครา
น้ําคาง   ราแปง สแคบ (แอนแทรคโนส) ราสนิม กิ่งและใบจุด ปลายกิ่งตาย ยอดออนและผลเนา 
เปนตน แตโรคที่พบทําความเสียหายทางเศรษฐกิจอยางมากมีเพียง 3 ชนิด คือ โรคราน้ําคาง สแคบ 
(แอนแทรคโนส) และราสนิม 
 
2.2 โรคขององุนที่ทําความเสียหายทางเศรษฐกิจ 
       2.2.1 โรคราน้ําคาง (Downy mildew)  

  โรคราน้ําคางพบแพรระบาดรุนแรงในเขตอบอุนที่มีความชื้นในอากาศสูง เชน 
อาเจนตินา บราซิล ตะวันออกของอเมริกาเหนือ ตะวันออกของออสเตรเลีย นิวซีแลนด จีน และ
ญี่ปุน ในขณะที่ในแถบอัฟกานิสถาน แคลิฟอรเนีย และซิลี พบการแพรระบาดของโรคนอย โดย
พบวาองุนสายพันธุ V. vinifera มีความออนแอตอโรคสูง ในขณะที่ V. aestivalis และ V. labrusca 
มีความตานทานตอโรคปานกลาง สวน V. cordifolia, V. rupestris และ V. rotundifolia มีความ
ตานทานตอโรคสูง (Pearson and Goheen, 1998) โรคราน้ําคางจัดเปนโรคที่สําคัญที่สุดขององุน 
สามารถทําความเสียหายใหกับองุนในทุกระยะการเจริญเติบโตโดยทําใหเซลลตาย ใบรวง ผลผลิต
มีคุณภาพต่ํา ในประเทศอิตาลีโรคราน้ําคางไดทําความเสียอยางรุนแรงมีผลกระทบตอปริมาณของ
ผลผลิตและคุณภาพของไวน นอกจากนี้ยังทําใหมีตนทุนในการผลิตสูงขึ้นจากคาใชจายในการ
ควบคุมโรค คือตองเสียคาสารเคมีในการควบคุมโรคถึง 8 ลานบาทในปที่มีการแพรระบาดของ
โรคนอย และ16 ลานบาทในปที่มีการแพรระบาดของโรคสูง จากพื้นที่ปลูกองุน 53,000 เฮกตาร 
(Salinari, Giosue,  Tubiello, Rettori, Rossi, Spannas, Rosenzweig and Gullino, 2006) 

  สาเหตุของโรคเกิดจากเชื้อรา Plasmopara viticola (Berk & Curt) Berl & Det. 
ซึ่งเปนเชื้อราพวก obligate parasite ของพืชชั้นสูง ลักษณะของเสนใยไมมี septum เจริญอยู
ระหวางเซลลของพืชอาศัยมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 8-10 ไมโครเมตร มีการสราง haustoria รูปราง
กลมขนาดเสนผาศูนยกลาง 4-10 ไมโครเมตร แทงผานเขาไปในเซลลของพืชอาศัย sporangia มีสี
ใส รูปรางแบบ ellipsoid ขนาด 14×11 ไมโครเมตร ภายใน sporangium ผลิต zoospores ได 1-10 
อัน มีขนาด 6-8×4-5 ไมโครเมตร เชื้ออยูขามฤดูในรูปของ oospore มีขนาด 20-120 ไมโครเมตร 
เมื่อเขาฤดูฝน oospore งอกเปน germ tube และ sporangium ซึ่งใหกําเนิด zoospores sporangia 
หลุดออกจาก sporangiophores โดยลม เมื่อมีความชื้นและอุณหภูมิเหมาะสมคือประมาณ 22-25
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องศาเซลเซียส  sporangia จะปลอย zoospores ซ่ึงจะเคลื่อนสูบริเวณปากใบ จากนั้นจึงงอก germ 
tubes แทงเขาสูปากใบหรือระหวางเซลลโดยใชเวลานอยกวา 90 นาที ระยะเวลาตั้งแตชวงเขาทําลาย
จนถึงระยะแรกที่ปรากฎอาการขึ้นอยูกับอายุของใบ สายพันธุ อุณหภูมิและความชื้น โดยทั่วไปใช
เวลาประมาณ 4 วัน ฝนมีบทบาทคอนขางสูงในการแพรระบาดของโรค สวนอุณหภูมิมีบทบาทใน
การเรงหรือชะลอการพัฒนาของเชื้อรา อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการพัฒนาของเชื้อคือ 25 องศา
เซลเซียส (Pearson and Goheen, 1998) 

  โรคราน้ําคางสามารถแพรระบาดรุนแรงตลอดทั้งปโดยเฉพาะอยางยิ่งในฤดูฝน 
อาการบนใบ ระยะแรกเปนจุดขนาดเล็กสีเขียวซีดทางดานบนของใบ ตอมาจะขยายเปนแผลขนาด
ใหญ ขนาดของแผลไมแนนอน ถาดูดานลางของใบตรงที่เปนแผลจะพบกลุมสปอรและกานชูสปอร
สีขาวเห็นไดชัด เชื้อสามารถเจริญแพรระบาดติดตอไปยังใบอื่น ๆ หรือแปลงอื่นโดยปลิวไปกับลม 
อาการของโรคจะสังเกตไดก็ตอเมื่อเชื้อราเขาทําลายแลว 4-6 วัน อาการที่ยอดออน มีลักษณะเเคระ
แกร็น ยอดส้ัน มีกลุมสปอรและกานชูสปอรขึ้นปกคลุมเห็นไดชัดเจน ยอดออนที่ถูกทําลายจะ
เปลี่ยนเปนสีน้ําตาลและแหงตายในที่สุด อาการที่ชอดอก จะเปลี่ยนเปนสีเหลืองเปนหยอม ๆ ตอมา
จะเห็นชิ้นสวนของเชื้อราสีขาวขึ้นปกคลุม ชอดอกจะเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลและแหงติดเถาจากโคน
ชอ ปลายชอ หรือกลางชอ อาการที่ชอผล เกิดกับผลออนมีลักษณะเปนจุดสีน้ําตาล เปลือกผลเหี่ยว
เปลี่ยนเปนสีเทาน้ําเงินหรือน้ําตาลแก ถาเปนมากผลจะเหี่ยวหมดทั้งชอ อาการที่เถาและมือเกาะ เร่ิม
จากเกิดแผลสีเหลืองซีดเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลเมื่อแผลมีอายุมากขึ้น การเกิดอาการที่เถาจะทําใหยอด
เเคระแกร็นเนื่องจากขาดอาหาร  
 2.2.2 โรคสแคบ (Scab)  

  โรคสแคบหรือแอนแทรคโนส เปนโรคที่ทําความเสียหายรองจากโรคราน้ําคาง มี
สาเหตุจากเชื้อรา Sphaceloma ampelinum De Bary (Elsinoe ampelina ในระยะ telemorph) ซ่ึงเขา
ทําลายสวนตาง ๆ ขององุนที่อยูเหนือดินไดทุกสวนโดยเฉพาะบริเวณเนื้อเยื่อเจริญ (meristematic 
tissue) ที่ยังไมเปลี่ยนเปนสีเขียวเขม ไดแก ใบออน ยอดออน มือเกาะ ชอดอก และผลออน บางครั้ง
อาจพบอาการบนผล เถา กิ่ง หรือใบที่แก และแผลที่พบเหลานั้นมักเปนเพียงรองรอยเดิมของการเขา
ทําลายในระยะที่ยังออนเทานั้น เชื้อราชนิดนี้ไมทําใหสวนของพืชรวงหลนจากตน ยกเวนเมื่อเชื้อ
เขาทําลายบริเวณขั้วใบหรือขั้วผล จะทําใหเนื้อเยื่อบริเวณนั้นมีอาการแหงและตายเพราะขาดน้ําและ
อาหาร ใบหรือผลจึงรวงไปในที่สุด  อาการบนใบหรือสวนยอด เปนจุดขนาดเล็กสีน้ําตาลออน หรือ
เทา ขอบแผลสีเขมลอมรอบดวยรอยฉํ่าน้ํา ในสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมจุดเหลานี้จะชะงักการ
เจริญและเนื้อเยื่อที่ตายแลวหลุดหายไปเหลือเพียงรอยใบทะลุ ถาสภาพแวดลอมเหมาะสมแผลจะ
ขยายขนาดขึ้น และรวมกันทําใหอาการลุกลามเร็วขึ้น สงผลใหเนื้อเยื่อใบหดตัว ใบมวนงอลงดาน 
ลาง หรือบิดงอ  อาการบนผลองุน พบมากในระยะผลออนจนถึงผลอายุ 2 เดือน ลักษณะเปนแผลจุด
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สีน้ําตาลออนถึงดํา ลักษณะยุบตัวหรือบุม แผลมีลักษณะแหงแข็ง ขนาดไมแนนอน ตั้งแต 2-10 
มิลลิเมตร ผลบิดงอ อาการบนกิ่งหรือเถาขององุน เร่ิมจากเชื้อเขาทําลายบริเวณยอดออน โดยบริเวณ
ที่เชื้อเขาทําลายจะมีลักษณะบิดงอ มีแผลขอบนูนกระจาย และแหงตายในที่สุดสงผลใหกิ่ง ใบ หรือ
ดอกรอบขางแหงตายตามไปดวย (กรรณิการ เพี้ยนภักตร, อภิรัชต สมฤทธิ์ และธนิตย ปลองบรรจง, 
2545)  
   โรคสแคบขององุนมีรายงานพบครั้งแรกในประเทศฝรั่งเศส โดยในป ค.ศ. 1839 
Viala ไดทําการเก็บตัวอยางของโรคไวที่เมือง Montpellier ในป ค.ศ. 1881 Burril รายงานการพบใน
ประเทศสหรัฐอเมริกา (Shear, 1929 อางใน กานต คําทรัพย, 2546) ตอมามีรายงานการพบในหลาย
ประเทศ เชน ซิลี บราซิล คิวบา ออสเตรเลีย นิวกินี แซมเบีย และอินเดีย ในประเทศไทยมีรายงาน
พบครั้งแรกที่ อําเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา ในป พ.ศ. 2506 (กรรณิการ เพี้ยนภักตร และอุบล 
คือประโคน, 2537) โรคสแคบขององุนหรือที่ชาวสวนเรียกวาโรคอีบุบ มีอาการโรคคลายโรค     
แอนแทรคโนส และมักเขาใจวาเกิดจากเชื้อราที่ทําใหเกิดโรคแอนแทรคโนส ซ่ึงสามารถกอใหเกิด
โรคกับองุนไดเชนกัน จึงทําใหเกิดความสับสน (นันทกร บุญเกิด, 2544) ในอดีตประเทศไทยมีราย 
งานเกี่ยวกับโรคแอนแทรคโนสวาเกิดจากเชื้อ Colletotrichum gloeosporioides ซ่ึงทําใหเกิดอาการ
กับองุน 2 ลักษณะ คือ อาการฉ่ําน้ํา (bitter rot) และแหงแข็ง (scab) (กรรณิการ เพี้ยนภักตร, วิรัช     
ชูบํารุง และอภิรัชต สมฤทธิ์, 2544) โรคแอนแทรคโนสเขาทําลายผลองุนในระยะผลเริ่มแก โดยพบ
จุดแผลสีน้ําตาลดําบนผล เนื้อเยื่อมีอาการบุบหรือยุบตัวบริเวณผลที่ถูกทําลายคลายกับอาการของ
โรคสแคบ แตมีขอแตกตางกันคือ โรคสแคบมีอาการแข็งบริเวณขอบแผลและจํากัดขอบเขตอยาง
เดนชัด (canker-like) ไมมีกลุมของสปอรปรากฎใหเห็นบริเวณแผล แตโรคแอนแทรคโนส แผลที่
ยุบตัวจะมีลักษณะฉ่ําน้ํา ขอบแผลไมจํากัดขอบเขตอยางเดนชัด และมักมีกลุมสปอรสีสมปรากฎ
เปนวงซอนกันบนแผล ในสภาพอากาศรอนชื้น จุดแผลที่ผลจะขยายกวางออกอยางรวดเร็ว ทําให
แผลมีลักษณะคลายดวงตานก (bird’s eye spot) (นิพนธ  วิสารทานนท, 2542) นอกจากนี้แผลของโรค 
สแคบมีความแตกตางจากแผลของโรคแคงเกอรในสม คือเปนแผลตกสะเก็ด อาจปริเล็กนอยแตไม
เกิดเปนรองลึกเหมือนโรคแคงเกอร และบริเวณเนื้อใบรอบแผลไมพบลักษณะที่เปนวงสีเหลือง 
(halo) ลอมรอบแผล (กรรณิการ เพี้ยนภักตร และอุบล คือประโคน) 
 2.2.3 โรคราสนิม (Rust) 
  โรคราสนิมขององุนมีแหลงกําเนิดในเขตรอน ทําความเสียหายใหกับองุนในเขต
รอนและกึ่งรอนของเอเซียมากกวาในเขตอบอุน โรคนี้พบแพรระบาดเปนประจําในเอเซีย และ
อเมริกากลาง สามารถเขาทําลายองุนไดทุกสายพันธุ   

  โรคราสนิมขององุน มีสาเหตุจากเชื้อ Physopella ampelopsidis หรือ Phakopsora 
ampelopsidis เกิดไดดีในเขตที่มีความชื้นสูง โดยพบ uredia สีเหลืองกระจายอยูทั่วบริเวณใตใบ บาง 
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คร้ังพบบนกานใบ ยอดออน และชอดอก และทําใหเกิดแผลจุดสีน้ําตาลบนใบดานที่อยูตรงขามกับ 
uredial โรคนี้ทําความเสียหายใหกับใบแก ทําใหใบแหง รวงหลน และการเจริญในชวงฤดูถัดไป
ลดลง 
   ระยะ uredia stage ของเชื้อพบบริเวณใตใบ มีลักษณะเปนตุมแผลสีเหลือง มีขนาด
เสนผาศูนยกลาง 0.1-0.5 มิลลิเมตร ภายในมีการสราง uredospore รูปไขถึงรี ขนาด 18-29x10-18 
ไมโครเมตร telia มีลักษณะกลม ขนาด 0.1-0.2 มิลลิเมตร ภายในมี teliospore รูปวงรี ขนาด 10-35x9-
15 ไมโครเมตร อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการงอก uredospore คือ 24 องศาเซลเซียส ชวงอุณหภูมิต่ําสุด
คือ 8 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุดคือ 32 องศาเซลเซียส หากมีความชื้นสูงจะพบการสราง 
appressoria ภายใน 6 ช่ัวโมงหลังจากปลูกเชื้อ จากนั้นภายในเวลา 12 ช่ัวโมง เชื้อเร่ิมเขาสูพืชทางปาก
ใบ และหลังจากปลูกเชื้อ 5 วัน เชื้อจะเขาครองพื้นที่ใบขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 200-300 
ไมโครเมตร จากนั้นจึงสราง uredospore ภายใน 7 วัน ระยะเวลาการปรากฎของ uredia ขึ้นอยูกับ
อุณหภูมิ คือใชเวลา 5-6 วัน ที่อุณหภูมิ 16-30 องศาเซลเซียส หรือ 15-20 วัน ที่อุณหภูมิ 12 องศา
เซลเซียส uredospore จะไมเขาทําลายใบที่ยังออน เนื่องจากปากใบยังมีการพัฒนาไมเต็มที่ teliospore 
สามารถงอกไดที่อุณหภูมิ 10-30 องศาเซลเซียส แตอุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 15-25 องศาเซลเซียส 
อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการสราง basidiospore อยูระหวาง 15-20 องศาเซลเซียส โดยสามารถงอกไดที่
อุณหภูมิ 5-30 องศาเซลเซียส แตที่เหมาะสมอยูในชวง 20-25 องศาเซลเซียส (Pearson and Goheen, 
1998) 
   การควบคุมโรคทั้ง 3 กลุม ปจจุบันนิยมใชสารเคมีเปนสวนใหญ สําหรับโรครา
น้ําคาง สารเคมีที่นิยมใชในการปองกันกําจัดมี 2 กลุม คือ สารเคมีประเภทสัมผัส เชน cupric 
salts, dithiocarbamates และ phthalimides ซึ่งมีประสิทธิภาพในการปองกันเทานั้น กลุมที่สอง
เปนสารเคมีดูดซึม เชน benalaxyl, metalaxyl, ofurace และ oxadixyl  สําหรับโรคสแคบ (แอน
แทรคโนส) นิยมใช Bordeaux mixture หรือ lime sulfur, copper oxychloride, DNOC และ 
DNBP เปนตน สวน Bordeaux mixture, zineb, maneb, ferbam และ captafol เปนสารเคมีที่นิยม
ใชในการปองกันกําจัด โรคราสนิม (Pearson and Goheen, 1998) 
 
2.3 การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี 
      การทําการเกษตรที่ผานมาเกษตรกรมุงใชเทคโนโลยีทางดานสารเคมีมาโดยตลอด ใน
ปจจุบันมีการใชสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อโรคพืชเปนจํานวนมากโดยเฉพาะสารฆาเชื้อรา ซ่ึงมีผล 
กระทบตอส่ิงแวดลอม มนุษยและสัตว สารเคมีเปนพิษตกคางในสภาวะแวดลอม ผลิตผลเกษตร 
และมีผลกระทบตอผูบริโภค สมคิด ดิสถาพร (2540) กลาววาการใชสารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืช
อยางขาดความระมัดระวังนอกจากจะเปนปญหาโดยตรงตอผูใชแลวยังกอใหเกิดมลพิษตอ            
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ส่ิงแวดลอม และเปนปญหาของสังคมโดยสวนรวม ในปจจุบันจึงมุงเนนใชวิธีที่เหมาะสมนํามา
ผสมผสานกันเพื่อใหไดประสิทธิภาพและผลตอบแทนสูงสุดโดยไมกระทบกระเทือนตอ
ส่ิงแวดลอม และสังคมสามารถนําไปปฏิบัติได ซ่ึงเรียกวาการปองกันกําจัดศัตรูพืชโดยวิธี
ผสมผสาน (Integrated Pest Management, IPM) การเลือกใชวิธีการปองกันกําจัดศัตรูพืชโดยชีววิธี
เปนกรรมวิธีหนึ่งของหลักการ IPM  

การศึกษาแนวทางการปองกันกําจัดโรคพืชโดยชีววิธี เร่ิมตนเมื่อกลางป ค.ศ. 1920 เมื่อมี
การคนพบวาปญหาโรคพืชสามารถลดความรุนแรงลงไดดวยการใชสารอินทรียใสลงในดินปลูก
โดยมุงเนนการควบคุมโรคโดยอาศัยธรรมชาติจัดการกันเอง ตอมาอีก 20-25 ป จึงเริ่มมีการศึกษา
วิธีใชเชื้อจุลินทรียควบคุมโรคพืชและไสเดือนฝอยสาเหตุโรคพืช โดยมีผูใหความสนใจและศึกษา
เพิ่มมากขึ้น (Baker, 1987 ; Cook, 1991 อางถึงใน สมคิด ดิสถาพร 2540) เนื่องจากตระหนักถึงพิษ
ภัยของสารเคมีปราบศัตรูพืชที่ใชกันมากขึ้น และปญหาโรคที่ไมสามารถควบคุมไดโดยส้ินเชิงหรือ
ควบคุมไดเพียงบางสวน ตัวอยางเชน โรคปุมปม  (crown gall) บนพืชหลายชนิดที่มีสาเหตุจากเชื้อ 
Agrobacterium sp. ยังไมสามารถปองกันกําจัดดวยวิธีการใด ๆ ที่คุมทุนเทากับการปองกันกําจัดโดย
ชีววิธี โดยการใช Agrobacterium radiobacter strain K-84  

การควบคุมโรคโดยชีววิธี หมายถึง การลดปริมาณของเชื้อโรคพืชหรือลดกิจกรรมของเชื้อ
โรคอันจะกอใหเกิดโรคจนอยูในระดับที่ไมกอใหเกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจ โดยอาศัยส่ิงมีชีวิต 
ซ่ึงรวมทั้งพืชช้ันสูง และจุลินทรียปฏิปกษ (antagonistic microorganism) ยกเวนผลจากการกระทํา
ตอเชื้อโรคโดยตรงจากมนุษย (จิระเดช แจมสวาง, 2544) ปจจุบันมีการนําแบคทีเรียที่เปนจุลินทรีย
ตอตาน (bacterial antagonist) มาควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืช โดยเฉพาะการใชแบคทีเรียแกรมบวก 
เชน Bacillus spp. และ Streptomyces spp. จุลินทรียตอตานมีกลไกการควบคุมโดยชีววิธี 4 ประเภท 
ดวยกันคือ  
       1) โดยการแกงแยง (competition) โดยทั่วไปเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสามารถแขงขันกับเชื้อ
โรคพืชในดานตาง ๆ เชน การใชธาตุอาหาร อากาศ และการครอบครองพื้นที่ไดดีกวา ทําใหเชื้อโรค
พืชไมสามารถเจริญเติบโตในบริเวณที่มีเชื้อปฏิปกษ การแขงขันที่พบมากคือการนําธาตุอาหารหรือ
สารตาง ๆ ที่มีอยูมาใช ทําใหเชื้อโรคพืชขาดสารอาหารไมสามารถเจริญเติบโตเขาทําลายพืชได 
ตัวอยางเชน เชื้อ Bacillus cereus UW85 สามารถดึงธาตุแคลเซียมจากดินมาใชในการสรางสปอรใน
เซลล แลวยังปลดปลอยแอมโมเนียออกมาทําใหสภาพดินเปนดาง ทําใหเชื้อ Phytophthora spp. ไม
สามารถสราง zoospore ได (Gilbert, Handelsman and Parke, 1990) นอกจากนี้ Handelsman, 
Raffel, Mester, Wunderlich and Grau, (1990) พบวาเชื้อ B. cereus UW85 ยังสามารถสรางสาร
ปฏิชีวนะซึ่งมีผลตอการอยูรอดของ zoospore ขณะที่ Tokala (2002 อางถึงใน บรรจบ วันกิ่ง, 2549) 
พบวา Streptomyces lydicus WYEC108 สามารถเจริญครอบครองบริเวณรากพืชตระกูลถ่ัวไดดี โดย



 9

เจริญสรางเสนใยและสปอรบริเวณรากพืชทําใหชวยลดการเขาทําลายจากเชื้อ Rhizoctonia solani  
และยังพบวาเชื้อจุลินทรียปฏิปกษสามารถดึงธาตุเหล็กมาใชประโยชนในการดํารงชีวิตไดดีกวาเชื้อ           
จุลินทรียสาเหตุโรคพืชโดยการสรางซิเดอรโรฟอร (siderophore) ซ่ึงเปนสารกลุม ligands ที่มี
น้ําหนักโมเลกุลต่ํา มีความจําเพาะเจาะจงตอธาตุเหล็กสูง สามารถละลายไดในน้ํา เปนแหลงเก็บ
สะสมธาตุเหล็กของสิ่งมีชีวิต พบวาในสภาพแวดลอมที่ขาดธาตุเหล็กหรือมีในปริมาณนอยจะ
กระตุนใหจุลินทรียเกือบทุกชนิดมีการสรางซิเดอรโรฟอรมากขึ้น ซิเดอรโรฟอรจําแนกไดเปน 2 
กลุม คือ Cathecolamides หรือ Cathecolate siderophores (CS) พบไดเฉพาะในแบคทีเรีย เชน Bacillus 
ไดแก Bacillus megaterium และ B. subtilis  สรางซิเดอรโรฟอรที่ช่ือ Schizokinen และ DHB-
glycine ตามลําดับ และ Hydroxamates หรือ Hydroxamate siderophores (HS) พบในสิ่งมีชีวิตที่เปน
แบคทีเ รียและเชื้อรา  เชนแบคที เ รียในกลุม  Streptomyces จะสรางซิ เดอรโรฟอรที่ เ รียกวา 
Ferrioxamine ซ่ึงประกอบดวยโมเลกุลของ diamines และ carboxylic acid ปจจุบันพบวา 
Ferrioxamine มีดวยกันทั้งหมด 9 ชนิด ไดแก Ferrioxamine A1, A2, B, D1, D2, E, G, H และ I (หนึ่ง 
เตียอํารุง และ นันทกร บุญเกิด, 2539) โดยเชื้อจุลินทรียปฏิปกษที่ผลิตสารซิเดอรโรฟอร สามารถ
จับยึดธาตุเหล็กในธรรมชาติมาใชไดดีกวาเชื้อสาเหตุโรคพืช ทําใหเชื้อโรคไมสามารถเขาทําลายพืช
ได   
       2) โดยการสรางสารปฏิชีวนะ (antibiosis) ผลิตผลจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของ          
จุลินทรียปฏิปกษซ่ึงมีคุณสมบัติเปนสารปฏิชีวนะ (antibiotic) สามารถยับยั้งหรือทําลายเชื้อสาเหตุ
โรคพืชได โดยทั่วไปแบคทีเรียที่สรางสปอรมีรายงานการผลิตสารปฏิชีวนะภายหลังจากที่เชื้อ         
จุลินทรียปฏิปกษดังกลาวเริ่มมีการสรางสปอร เนื่องจากการสรางสปอรเปนกลไกในการปองกันตัว 
เองจากสารปฏิชีวนะที่สรางขึ้น Oejijono, Line and Dragar (1993) พบวากลไกในการยับยั้งเชื้อรา
สาเหตุโรคพืชของเชื้อ Acinetobacter sp., B. polymyxa, B. subtilis, Pseudomonas cepacia และ P. 
putida เปนการสรางสารปฏิชีวนะมากกวาการสรางสาร siderophore นอกจากนี้เชื้อ B. subtilis A13 
สรางสารปฏิชีวนะที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืชไดถึง 9 ชนิด เชื้อ Bacillus spp. 
สามารถสรางสารปฏิชีวนะไดหลายชนิด สวนใหญเปนสารพวก polypeptide เชน 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 อางถึงใน Bernal, Illanes and 
Gampi,  2002) โดยสารปฏิชีวนะมีผลยับยั้งการสรางเซลลเมมเบรน เปลี่ยนแปลงหนาที่ของเซลลเมม
เบรน และการสังเคราะหกรดนิวคลีอิค ทั้งนี้ขึ้นอยูกับชนิดของสารปฏิชีวนะ (สายใจ ออนแกว, 2542) 
นอกจากนี้ยังมีเชื้อจุลินทรียปฏิปกษอีกหลายชนิดที่ผลิตปฏิชีวนะสารยับยั้งหรือทําลายเชื้อสาเหตุโรค
พืชได เชน Streptomyces spp., Pseudomonas spp., Gliocladium spp. และ Myrothecium spp. เปนตน 
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       3) โดยการเปนปรสิต (parasitism) คือการที่เชื้อจุลินทรียปฏิปกษสามารถเจริญอยูใกลเคียง
หรือบนสวนของเชื้อโรคพืชแลวเขาทําลายเพื่อใชอาหาร หรือสารประกอบตาง ๆ จากเชื้อสาเหตุ
โรคพืช ปรสิตของเชื้อราสาเหตุโรคพืช (mycoparasite) แบงเปน  2 พวก  คือ necrotrophic 
mycoparasite เปนพวกที่ตองฆาหรือทําใหเชื้อโรคตายกอนจึงจะสามารถใชอาหารจากเสนใยหรือ
สปอร การฆาอาจเกิดขึ้นโดยสรางสารพิษหรือเอนไซมที่สามารถยอยผนังเซลลของเชื้อโรค เชน
เอนไซม chitinase และ glucanase พวกที่สองคือ biotrophic mycoparasite เปนพวกที่เจริญสัมผัสอยู
กับเสนใยของเชื้อราโรคพืช แลวแทงเสนใยเขาไปเจริญอยูภายในโดยไมทําใหตาย กระบวนการเปน
ปรสิตมักจะพบในจุลินทรียปฏิปกษที่ผลิตเอนไซมซ่ึงทําหนาที่ยอยสลายโดยเฉพาะการยอยสลาย
ผนังเซลลของเชื้อราสาเหตุโรค ตัวอยางเอนไซมหลักที่พบ คือ chitinase และ glucanase 
 ก) เอนไซม Chitinase 
  Chitinase เปนเอนไซมที่ยอยสลายไคตินให เปนโมโนเมอรของไคติน  คือ                            
N-acetylglucosamine (GlcNAc) ไคตินเปนสารประกอบที่เกิดจากการเชื่อมกันของ N-acetyl D-
glucosamin ดวยพันธะ β-1, 4-glycosidic bond (Felse and Panda, 1999) พบโดยทั่วไปมี 3 รูปแบบ 
คือ α-ไคติน, β-ไคติน และ γ-ไคติน chitin สวนใหญพบในแมลง และในเปลือกแข็งที่หุมตัวของ
สัตวไมมีกระดูกสันหลัง โดยเฉพาะในพวก Arthropod และ Mollusca พืชช้ันสูง และจุลินทรีย นอก 
จากนี้พบวาแบคทีเรีย เชน Bacillus sp. และ Streptomyces sp. สามารถสราง chitinase ได เอนไซม 
chitinase ที่มีอยูในพืชจะทําหนาที่ปองกันตัวเองจากการเขาทําลายของเชื้อราสาเหตุโรคพืช ใน
แมลงจะพบเอนไซมนี้ในกระบวนการลอกคราบหรือการยอยสลายสารประกอบไคติน ในดานการ
ประยุกตใชเอนไซมนี้ในการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี พบครั้งแรกโดย Skujins, Potgieter and 
Alexander (1965) พบการยอยสลายเสนใยของเชื้อรา Aspergillus oryzae และ Fusarium solani โดย
เชื้อ Streptomyces sp., เอนไซม chitinase เปน multi-complex enzyme ซ่ึงแบงออกเปน 2 กลุมใหญ 
(Shaikh and Deshpande, 1993 ; Tronsmo and Harman, 1993 ; Haran, Schickler, Oppenheim and 
Chet, 1995) คือ  

1 Endo-chitinase หรือ chitinase จะยอยไคตินแบบสุมภายในสายโพลิเมอรแลวไดเปน 
multimer ของ N-acetylglucosamine ซ่ึงสวนมากเปน diacetylchitobiose และได triacetylchitotriose 
เล็กนอย  

 2 Exo-chitinase หรือ N-acetylglucosaminidase (chitobiase) จะยอยจากปลายดาน non-
reducing ของสายไคตินไดเปน chitobiose หรือ  N-acetylglucosamine โมเลกุลเดี่ยว  
 แบคทีเรียเปนจุลินทรียที่ไมมีไคตินเปนสวนประกอบในผนังเซลลเหมือนพวกเชื้อรา การ
สราง chitinase ของแบคทีเรียพบวาถูกชักนําดวยไคติน ซ่ึงคาดวาแบคทีเรียสราง chitinase เพื่อยอย
สลายไคตินแลวใชเปนแหลงของอาหาร chitinase จากแบคทีเรียหลายชนิดถูกใชเปนสารยับยั้งเชื้อ
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ราเชน chitinase จาก Serratia marcescens ใชรวมกับβ-glucanase, propan–2-ol และ polyoxyethylene 
lauryl ether ฉีดพนในไรนาขาวสามารถควบคุมโรคที่เกิดจากเชื้อ Pyricularia oryzae ได ใน
ขณะเดียวกัน S. marcescens ยังมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเนาของตนฝายที่เกิดจากเชื้อ 
Rhizoctonia solani ในสภาพเรือนทดลอง Watanabe, Oyanagi, Suzuki and Tanaka (1990) และ 
Hashimoto (2000) รายงานวา B. circulans WL-12 สามารถสรางเอนไซม chitinase 6 ชนิด คือ A1, A2, 
B1, B, C และ D โดยมี chitinase A1 เปนเอนไซมที่สําคัญที่สุดในขบวนการยอยสลายไคตนิ นอกจากนี้
เชื้อ  Streptomyces lividans สามารถสราง chitinase และปลอยออกมานอกเซลล การสราง chitinase ถูก
ชักนําดวยไคตินและอนุพันธุของไคติน และสามารถพบ chitinase และ chitiobiase ที่ยอยสลายไคติน
และไคโตซานได (Neugebauer, Gamache, Dery and Brzezinski, 1991) ในขณะเดียวกันเอนไซม 
chitinase จากเชื้อ S. cinereoruber และ S. viridificans สามารถยอยสลายผนังเซลลของ Aspergillus 
niger และเชื้อรากอโรคหลายชนิดได (Okazaki and Takawa., 1991 ; Gupta, Sexena, Chaturvedi and 
Viridi, 1995) 

 ข) เอนไซม Glucanase (β-1, 3-glucanase) 
  เอนไซม β-1, 3-glucanase ทําหนาที่ยอยสลาย β-1, 3-glucan พบไดทั่วไปในพืช
และจุลินทรียตาง ๆ ในพืช เอนไซมนี้มีบทบาทในกระบวนการปองกันตัวเองตอการเขาทําลายของ
เชื้อรา และมีบทบาทในการลําเลียงสารอาหาร สวนที่พบในเชื้อรามีบทบาทในกระบวนการ
เปลี่ยนแปลงโครงสรางหรืออวัยวะในการเจริญเติบโตและพัฒนาของเชื้อรา และยังมีบทบาทในการ
ดูดซึมธาตุอาหารในการดํารงชีพแบบ saprophyte และปรสิตของเชื้อรา เอนไซม β-1, 3-glucanase 
แบงออก เปน 2 ชนิด (Noronha and Ulhoa, 2000) คือ 
 1 Exo-β-1, 3-glucanase ทําหนาที่ยอยสลาย β-1, 3-glucan ได monosaccharides หรือ 
oligosaccharides 
 2 Endo-β-1, 3-glucanase ทําหนาที่ยอยสลาย β-1, 3-glucan ไดเฉพาะ monosaccharides 
เทานั้น 

B. subtilis สามารถสรางเอนไซมในกลุม glucanase ไดหลายชนิด และที่มีบทบาทในการ
ปองกันกําจัดโรคพืชคือ β-1, 3-glucanase และ β-1, 6-glucanase ที่สามารถยอยสลาย glucan ซ่ึงเปน
องคประกอบของผนังเซลลของเชื้อราสาเหตุโรคพืช โดยจะทําลายพันธะ glycosidic linkage ที่เชื่อม
ระหวางโมเลกุลของกลูโคส แลวปลดปลอยกลูโคส หรือ oligosaccharides สายส้ัน ๆ ออกมาใชเปน
แหลงคารบอน 
 ค) เอนไซม Protease 
  จุลินทรียสวนใหญสามารถสรางเอนไซม protease ได protease สามารถยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซมที่สรางโดยเชื้อสาเหตุโรคพืชจึงสงผลใหพัฒนาการของโรคลดลง เอนไซม 
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protease ทําหนาที่ยอยสลายโปรตีนใหเปนกรดอะมิโน เอนไซม protease สามารถแบงตาม pH ที่
เหมาะสมตอการทํางานได 2 ชนิด คือ Acidic protease มีกิจกรรมของเอนไซมสูงในชวง pH 4.0-5.0 
และ Alkaline protease มีกิจกรรมของเอนไซมสูงในชวง pH 8.0-9.0 
       4) โดยการชักนําใหเกิดความตานทานโรค (induced disease resistance) เปนกลไกที่กําลัง
ไดรับความสนใจศึกษากันอยางแพรหลายในปจจุบัน เนื่องจากเชื้อจุลินทรียโดยเฉพาะอยางยิ่งพวก
ที่เคยเปนเชื้อโรค เมื่อนํามาทําใหเสียความสามารถในการทําใหเกิดโรค แลวสามารถชักนําหรือ
กระตุนใหพืชสรางความตานทานตอการทําลายของเชื้อโรคได  

 
2.4 ลักษณะทั่วไปและความสําคัญของเชื้อ Bacillus spp. 
       Bacillus spp. เปนแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive) รูปรางเปนทอนทรงกระบอก (rod-
shaped) อาจเปนทอนเดียวหรือตอกันเปนสาย 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) ตองการออกซิเจนในการหายใจ 
บางครั้งสามารถเจริญไดในที่ไมออกซิเจน(facultative anaerobe) สรางสปอรภายในเซลล 
(endospore forming) 1 เซลล ตอ 1 สปอร ทนทานตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม เจริญไดใน
อาหารหลายชนิดเติบโตดีในอุณหภูมิปกติ และ pH เปนกลาง สามารถผลิตเอนไซมหลายชนิด เชน 
protease และ amylase เปนตน เคลื่อนที่ไดดวย peritrichous flagella การศึกษาลําดับ DNA base 
(DNA sequence) ในแบคทีเรียสกุล Bacillus มีความแตกตางกันอยางมาก เปอรเซ็นต G+C content 
มีความแปรปรวนตั้งแต 33 เปอรเซ็นต ใน B. anthracis จนถึง 69 เปอรเซ็นต ใน  B. thermocatenulatus 
ซ่ึงสูงกวาความแปรปรวนของลักษณะภายในสุกล ปกติความแปรปรวนของลักษณะในสกุลไมควร
เกิน 15 เปอรเซ็นต (Priest, 1993 อางถึงใน Rosovitz et al., 1998)  

2.4.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. 
               Bacillus spp. มีความหลากหลายทางลักษณะสัณฐานวิทยาและสรีระวิทยากวาง 
ลักษณะโคโลนีมีความแปรปรวนมากขึ้นอยูกับสภาพแวดลอม คุณภาพ และปริมาณของอาหารเลี้ยง 
อายุโคโลนี และจํานวนโคโลนีตอจานอาหารที่เล้ียงมีผลตอขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนี ดังนั้นจึง
เปนการยากในการแยกชนิดดวยลักษณะโคโลนี อยางไรก็ตามในสภาพแวดลอมเดียวกันลักษณะ
โคโลนีสามารถใชในการจําแนกชนิดได (Rosovitz et al., 1998) เชน เมื่อเล้ียงในอาหาร casein agar 
เชื้อ B. megaterium ใหโคโลนีมีสีเหลือง เชื้อ B. firmus ใหโคโลนีสีชมพู เชื้อ B. licheniformis ให
โคโลนีสีแดงถึงน้ําตาล เชื้อ B. pumilus ใหโคโลนีสีเหลืองออน เชื้อ B. sphaericus ใหโคโลนีสีชมพู 
และเชื้อ B. subtilis ใหโคโลนีสีชมพู เหลือง สม หรือน้ําตาล ในอาหารที่มีคารโบไฮเดรต เชื้อ B. 
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subtilis var. aterrimus ใหโคโลนีสีน้ําเงินถึงดํา เมื่อเล้ียงบนอาหาร tyrosine agar เชื้อ B. 
megaterium และ B. subtilis var. niger ใหโคโลนีมีสีดํา เปนตน 

  เซลลของแบคทีเรียสกุล Bacillus ประกอบดวย cytoplasmic membrane และ cell 
wall ในบางสายพันธุ เซลลของ Bacillus spp. ไมมีช้ัน outer membranes ซ่ึงตางจากแบคทีเรียแกรม
ลบ สวน cell wall ประกอบดวย peptidoglycan หลายชั้น anionic polymers ทําใหผนังเซลลมีความ
เหนียว บริเวณผิวหนาของ cell wall เปนชั้นของ paracrystalline cell wall surface layers (S layers) 
ประกอบดวยโปรตีน หรือ glycoprotein เชื้อ Bacillus spp. หลายชนิดสราง carbohydrate capsules 
เชน poly-D-glutamic acid capsule สรางโดย B. anthracis ทั้งในหองปฏิบัติการและในสภาพ
ธรรมชาติ ซ่ึงเปนการแสดงออกของ virulence factor (Meynell and Meynell, 1964 อางถึงใน 
Rosovitz et al., 1998) Bacillus spp. สวนใหญเคลื่อนที่ไดโดยใชแฟลกเจลลาแบบ peritrichous 
flagella และการใชแฟลกเจลลาเปน antigens มีประโยชนในการตรวจจําแนก B. cereus, B. 
thuringiensis และ B. sphaericus (Turnbull et al., 1990) 
         แบคทีเรียสกุล Bacillus สรางสปอรภายในเซลล เมื่ออาหารมีจํากัด เซลลเขาสู
ระยะ stationary phase และอยูในสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม ทําใหสามารถทนทานตอ
สภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมได เชน ความรอน แสง UV และสารเคมีตาง ๆ บางเซลลอาจมีแวคิว
โอล บางชนิดอาจพบผลึกโปรตีน เชน B. thuringiensis (Rosovitz et al., 1998 ; จริยา จันทรไพแสง, 
นิพนธ ทวีชัย, สุดาวรรณ เชยชมศรี, ทิพยวดี อรรถธรรม และสมนึก วงศทอง, 2534) รูปรางลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาของสปอรและตําแหนงการสรางสปอรภายในเซลล สามารถจําแนกแบคทีเรียสกลุ 
Bacillus ไดเปน 3 กลุม (สุรางค สุธิราวุธ, 2538) คือ 

กลุมที่ 1 เซลลไมโปงพอง สปอรเปนรูปวงรีหรือรูปทรงกระบอก ตําแหนงสปอรอยูตรง
กลาง หรือคอนไปทางปลายเซลล กลุมนี้แบงออกเปน 2 กลุมยอย (รูปที่ 2ก และ ข) คือ 

  กลุมที่ 1A : เซลลมีขนาดใหญ กวางมากกวา 1 ไมโครเมตร ภายใน protoplasm จะ
มีแกรนูลที่ไมติดสีแกรม ทําใหเห็นเซลลไมติดสีเปนชวง ๆ ไดแก B. megaterium, B. cereus, B. 
cereus var. mycoides, B. thuringiensis และ B. anthracis 

  กลุมที่ 1B : ขนาดเซลลกวางนอยกวา 1 ไมโครเมตร เชน B. subtilis, B. pumilis, B. 
licheniformis, B. firmus และ B. coagulans เปนตน 

กลุมที่ 2 เซลลโปงพอง สปอรมีลักษณะเปนรูปไข ตําแหนงอยูกลางหรือปลายเซลล (รูปที่ 
2ค) ไดแก B. circulans, B. macerans, B. polymyxa, B. alvei, B. laterosporus, B. brevis, B. 
popilliae, B. larvae, B. stearothermophilus และ B. lentimorbus  

กลุมที่ 3 สปอรทําใหเซลลโปงออก หรือบางครั้งไมโปง สปอรรูปรางกลม ตําแหนงอยู
ปลายหรือคอนไปทางปลายเซลล (รูปที่ 2ง) เชน B. sphaericus  
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รูปท่ี 2.1 ลักษณะของเซลลและสปอรของเชื้อ Bacillus spp. 
                                               กลุมที่ 1 (ก และ ข)     กลุมที่ 2 (ค)     กลุมที่ 3 (ง) 

ท่ีมา : Sneath et.al. (1986) 

 
2.4.2 คุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อ Bacillus spp. 
  Bacillus spp. สามารถสรางเอนไซม catalase จึงทําใหสามารถแยกความแตกตาง

จากแบคทีเรียสกุล Clostridium และ Sporolactobacillus  ได มีบางชนิดที่สรางเอนไซม catalase ได
นอย หรือไมสรางเลย เชน B. larvae, B. lentimorbus, B. popilliae และ B. stearothermophilus 
(Turnball et al., 1990) แบคทีเรียสกุล Bacillus ตองการสารอาหารและสภาพแวดลอมในการ
เจริญเติบโต แบงออกเปน 3 กลุม คือ กลุมที่ 1 ตองการอาหารธรรมดาทั่วไปที่มีสวนประกอบไม
ซับซอน กลุมที่ 2 ตองการอาหารที่มีสวนประกอบซับซอน และกลุมที่ 3 ตองการอาหารเฉพาะ
สําหรับการเจริญเติบโต ในอาหารเลี้ยงเชื้อตาง ๆ ที่มีสวนประกอบของคารโบไฮเดรต Bacillus spp. 
จะสรางกรดแตไมสรางแกส ยกเวน B. polymyxa และ B. macerans ที่สรางแกสดวย และ
คารโบไฮเดรตชนิดเดียวกันอาจจะใหแกสที่แตกตางกัน เชน B. subtilis, B. cereus และ B. 
licheniformis เจริญบนอาหารที่มีน้ําตาลกลูโคสแลวได 2, 3-butanediol และ glycerol ในขณะที่ B. 
polymyxa เปลี่ยนน้ําตาลกลูโคสแลวได 2, 3-butanediol ethanal และ hydrogen สวน B. macerans 
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เปลี่ยนน้ําตาลกลูโคสแลวได ethanal, acetone, acetic และ formic acid บางชนิดใหกรดแลคติก 
Bacillus spp. สวนใหญสราง proteolytic enzyme และสามารถยอย casein และ gelatin ได 
  Bacillus spp. ทุกชนิดเจริญไดดีในที่ ๆ มีออกซิเจน บางชนิดจําเปนตองมีออกซิเจน
จึงจะสามารถเจริญได เชน B. subtilis, B. brevis, B. firmus, B. megaterium และ B. sphaericus สวน B. 
cereus, B. athracis, B. licheniformis, B. polymyxa และ B. coagulans บางครั้งสามารถเจรญิไดในทีไ่มมี
ออกซิเจน Bacillus spp. สวนใหญสามารถตรึงไนโตรเจนและสามารถรีดิวซไนเตรทได (Turnball et 
al., 1990) 
              Bacillus  spp. สามารถเจริญไดดีที่ pH เปนกลางหรือกรดเล็กนอย แต B. alcalophilus 
สามารถเจริญไดที่ pH 9-10 ขณะที่ B. acidocaldarius สามารถเจริญไดที่ pH 2-6 อุณหภูมิที่เหมาะสมตอ
การเจริญเติบโตของ Bacillus spp. อยูในชวง 25-37 องศาเซลเซียส ขณะที่ B. subtilis, B. licheniformis, B. 
stearothermophilus, B. coagulans , B. brevis และ B. acidocaldarius ที่สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส 
 

2.5 นิเวศวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. 
       Bacillus spp. พบไดทั่วไปในธรรมชาติ เชน ดิน น้ํา อากาศ ฝุน พืช เศษซากพืชหรือแมแต
ในอาหาร นม และธัญญาหาร (Claus and Berkeley, 1986) Bacillus spp. พบไดทุกสภาพแวดลอม 
เพราะสปอรที่แบคทีเรียสรางทนทานตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมได สภาพแวดลอมที่แตกตาง
กันทําใหชนิดของ Bacillus spp. มีความหลากหลาย เชน พวกที่ตองการออกซิเจน (aerobes) ไมตอง 
การออกซิเจนเปนบางชวง (facultative anaerobes) เจริญไดในสภาพกรด (acidophiles) สภาพดาง 
(alkalophiles) สภาพที่มีความเค็ม (halophiles) เจริญไดดีที่อุณหภูมิต่ํา (psychrophiles) อุณหภูมิสูง 
(thermophiles) และพวกที่ใชสารเคมีอนินทรียในการเจริญ (chemolithotrophs) (Claus and 
Berkeley, 1986) สวนใหญเปนพวกที่เจริญอยูในดิน แตบางครั้งพบ B. subtilis และ B. licheniformis 
อยูในน้ําทะเลและน้ํากรอย (Rosovitz et al., 1998) Bacillus spp. ที่พบจะแตกตางกันตามชนิดของ
ดิน เชน B. subtilis, B. licheniformis และ B. cereus ไมตองการสารประกอบในอาหารมากนัก 
สามารถพบไดในดินที่มีธาตุอาหารต่ํา B. polymyxa และ B. azotofixans พบในดินรอบ ๆ รากพืชที่มี
ธาตุอาหาร สวน B. macerans และ B. circulans ตองการสารประกอบอาหารที่ซับซอนและพบใน
เศษซากพืชที่ยอยสลาย (Priest, 1989 อางถึงใน Rosovitz et al., 1998) B. licheniformis, B. subtilis  
และ B. pumilus พบในน้ําทะเลที่สะอาด        

สกุล Bacillus บางชนิดเปนเชื้อสาเหตุโรคแมลง เชน B. larvae, B. lentimorbus และ B. 
popilliae เปนเชื้อที่มีความจําเพาะตอแมลงและสปอรงอกไดดีเฉพาะใน haemolymph ของแมลง
เทานั้น ขณะที่ B. thuringiensis พบไดบอยทั้งในดินและพืช ไมตองการแมลงในการงอกของสปอร 
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อยางไรก็ตาม Bacillus spp. เชื้อสาเหตุโรคแมลงเหลานี้สามารถพบไดในแหลงที่ตัวออนของแมลง
ชอบเจริญอาศัยอยู เชน แมน้ําลําคลอง โคลน และทะเลสาป B. thuringiensis var. israelensis แยก
ไดคร้ังแรกจากโคลนที่มีตัวออนของแมลง (Margalit and Dean, 1985 อางถึงใน Rosovitz et al., 
1998) 
       Bacillus spp. หลายชนิดสามารถเจริญไดแมในสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม เชนB. 
pasteurii พบในสภาพแวดลอมที่มียูเรียสูง แหลงที่พบโดยทั่วไป คือ อางถายปสสาวะและดินในเขต
เมือง B. psychrophilus และ B. insolitus พบในอาหารแชแข็ง B. acidocaldarius เจริญเฉพาะในน้ําพุ
รอนที่เปนกรดและดินรอบ ๆ บริเวณนั้นเทานั้น (Priest, 1989 อางถึงใน Rosovitz et al., 1998) B. 
coagulans และ B. stearothermophilus พบในอาหารที่ตองผานขบวนการใหความรอน เชน น้ําตาล
จากบีท (beet sugar) และอาหารกระปอง เปนตน (Priest, 1993) 
 
2.6 ความสําคัญของเชื้อ Bacillus spp. 

2.6.1 ความสําคัญทางดานอุตสาหกรรม 
               Bacillus spp. ผลิตเอนไซมที่นําไปใชในอุตสาหกรรม เชน เอนไซมอะไมเลส 
(amylase) โปรติเอส (proteiase) และไลเปส (lipase) (ขจีนาฎ โพธิเวชกุล, สุมาลี เหลืองสกุล และ
สมใจ ศิริโภค, 2541) เอนไซมโปรติเอส ยอยสลายพันธะเปปไทด หรือโพลีเปปไทดของโปรตีน 
เปนกรดอะมิโน ซ่ึงเปนหนวยยอยของโปรตีนใชในอุตสาหกรรมอาหาร เชน เบียร เนยแข็ง 
อุตสาหกรรมอาหารสัตว อุตสาหกรรมฟอกหนัง อุตสาหกรรมผงซักฟอก และใชในทางเภสัชกรรม 
เปนตน B. acidocaldarius และ B. licheniformis CMUC305 ผลิตเอนไซมอะไมเลส ที่ยอยสลาย
พันธะ α-1, 4 glucosidic linkage ทนความรอนสูง และคงทนตอความเปนกรด-เบส ในชวงกวาง มี
บทบาทสําคัญในอุตสาหกรรมอาหาร การยอยแปง การผลิตแอลกอฮอล และอุตสาหกรรมทอผา     
B. licheniformis และ B. sterothermophilus ผลิตเอนไซมไลเปส ที่ยอยสลายไขมันพวกไตรกลีเซอ-
ไรด โดยไฮโดรไลสพันธะเอสเทอรของกลีเซอรอล (glycerol-ester hydrolase) ใหกรดไขมันและ 
กลีเซอรอล ใชมากทั้งอุตสาหกรรมอาหาร เชน การสังเคราะหกล่ินและรส กรดไขมันและ
อุตสาหกรรมผงซักฟอก เปนตน นอกจากนี้เอนไซมทั้ง 3  ชนิด ยังมีบทบาทในการจัดการ
ส่ิงแวดลอม โดยนํามาใชในการบําบัดน้ําเสียและขยะในแหลงชุมชน และยังมีสาร subtilisins ที่ผลิต
ไดจาก Bacillus spp. หลายชนิดใชในการทําความสะอาด contact lens ใชในกระบวนการผลิต 
collagen และ gelatin และอุตสาหกรรมอื่น ๆ เอนไซมอ่ืนที่แยกไดจาก Bacillus spp. ใชใน
อุตสาหกรรมผลิตนม แปง เครื่องดื่ม อาหารและเบียร (Zukowski, 1992) 

  สารปฏิชีวนะ (antibiotics) ที่ผลิตจาก Bacillus spp. เชน 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. ที่เปนโทษกับ
มนุษยและสัตวมี 2 ชนิด คือ B. anthracis ซ่ึงผลิตสารที่มีความเปนพิษสูงเปนสาเหตุของโรคแอน
แทรก (anthrax) ที่มีความรายแรงถึงตายได และ B. cereus เปนสาเหตุของอาการอาหารเปนพิษ และ
อาการทองรวง (Erkendur, Ole, Henning, Agens, Michele, Ida and Anne, 2000)  
         นอกจากนี้ยังรายงานการใช B. thuringiensis ในการควบคุมแมลงศัตรูพืชโดยชีว
วิธีโดยเชื้อผลิต intracellular protein toxin ที่มีความจําเพาะเจาะจงตอตัวออนของแมลงหลายชนิด
ในอันดับ Lepidoptera และ Coleoptera เมื่อแมลงไดรับสารพิษโดยการกินเขาไป จะไปทําลายเยื่อบุ
กระเพาะอาหารของแมลง จนแมลงตายดวยอาการโลหิตเปนพิษ แตสารนี้ไมเปนพิษตอสัตวเล้ียงลูก
ดวยนม ปลา นก พืช และจุลินทรียอ่ืน ๆ (Erkendur et al., 2000) 

2.6.2 ความสําคัญดานการควบคุมโรคพืช 
         เชื้อ Bacillus spp. มีกลไกในการควบคุมโรคพืชไดหลายวิธี ไดแก การแขงขันกับ
เชื้อโรคพืช และการผลิตสารที่มีคุณสมบัติยับยั้งหรือทําลายชีวิต มณจันทร เมฆธน (2536) รายงาน
วาเชื้อ B. subtilis สายพันธุ AP01 สามารถเขาครอบครองพื้นที่กอนการเจริญเติบโตของเชื้อรา 
Fusarium roseum ซ่ึงเปนเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวและโคนเนาของกลวยไม และเชื้อ Pythium sp. ซ่ึง
เปนเชื้อสาเหตุโรครากเนาของสมโอ เมื่อนํา B. subtilis สายพันธุ NSRS 89-24 และ NSRS 89-26 
คลุกเมล็ดขาวหรือแชเมล็ดพันธุกอนปลูก พบวาทั้ง 2 สายพันธุ สามารถลดความรุนแรงของโรค
ขอบใบแหง สาเหตุจากเชื้อ Xanthomonas campestris pv. oryzae จากระดับความรุนแรงของโรค 94 
เปน 19 และ 10 เปอรเซ็นตตามลําดับ นอกจากนั้นยังสามารถควบคุมการเจริญเติบโตของเชื้อรา
สาเหตุโรคขาวที่สําคัญ 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 พบวา B. subtilis สายพันธุ NSRS 89-26 ชวยลดอัตราการเกิด
โรคของเมล็ดพันธุและตนกลาไดดี ไมมีผลกระทบตอเปอรเซ็นตการงอกและความแข็งแรงของ
เมล็ด ตนกลาเจริญเติบโตไดดีกวาเมล็ดที่ไมมีการคลุกเชื้อแบคทีเรีย และมีความเหมาะสมที่จะใชใน
สภาพที่มีโรคระบาดหรือมีโรคที่ติดมากับเมล็ดสูง ขณะที่พากเพียร อรัญนารถ, นงรัตน นิลพานิชย, 
วิชิต ศิริสันธนะ และสมคิด ดิสถาพร (2544) ศึกษาประสิทธิภาพของชีวภัณฑ B. subtilis ในการ
ควบ คุมโรคกาบใบแหงของขาว พบวาชีวภัณฑ 4 ชนิด คือ TRF สูตร A, TRF สูตร B, Larminar 
WP และ Agroguard Liq. มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคกาบใบแหงของขาวไดดี ทั้งในสภาพ
เรือนทดลอง และแปลงทดลองในฤดูนาป และนาปรัง แมจะใหผลไมเทากับสารปองกันกําจัดโรค
พืช validacin 3% Liq. แตในดานผลผลิตขาว ชีวภัณฑ TRF สูตร A, TRF สูตร B และ Larminar WP 



 18

ใหผลผลิตไมแตกตางกันทางสถิติกับการใชสารปองกันกําจัดโรคพืช validacin 3% Liq. ซ่ึงทําให
เกิดแนวทางที่จะนําชีวภัณฑ B. subtilis มาทดแทนสารปองกันกําจัดโรคพืช ในการปองกันโรคกาบ
ใบแหงของขาว และมีการใช B. firmus ควบคุมโรคใบจุดนูนของถั่วเหลือง (สุพจน กาเซิม และสุด
ฤดี ประเทืองวงศ, 2546 ; รัชฎาวรรณ เดชมณี และสุดฤดี ประเทืองวงศ, 2546) ศรีสุดา กวยาสกุล 
(2536) รายงานวา Bacillus  spp. หลายชนิดสามารถควบคุมเชื้อรา F. moliforme Sheldon สาเหตุ
โรครากและลําตนเนาของออยได B. subtilis NE1 และ NE2 ควบคุมเชื้อ F. oxysporum สาเหตุโรค
เหี่ยวของมะเขือเทศ (สุมาลี เหลืองสกุล, เสริมสิน ศิริวัฒนา, สมใจ ศิริโภค และขจีนาฎ โพธิเวชกุล, 
2542) นอกจากนี้ Shoda (2000) รายงานวา B. subtilis สามารถผลิตสารปฏิชีวนะไดหลายชนิด เชน 
bacillomycin, iturin, mycosubtilin, bacilysin, fengymycin และ mycobacillin ขึ้นอยูกับอาหาร 
(substrate) ที่เหมาะสม ในขณะที่เชื้อ B. subtilis สายพันธุ FR-2 สามารถผลิตสารปฏิชีวนะ Iturin A 
ที่มีฤทธิ์ตอตานโรคพืชที่เกิดจากเชื้อราในแตงกวา โรคใบไหมและโรคกาบใบแหงของขาว (Pusey, 
1989) Rytter, Lukezic, Craig and Moorman (1989) รายงานวาเชื้อ B. subtilis เขาไปเจริญและ
ทําลายสปอรของเชื้อราสนิมในพืชพวกไมดอก นอกจากนี้เชื้อ B. subtilis ยังมีความสามารถในการ
ชักนําใหพืชเกิดความตานทานโรค (induced disease resistance) โดยการผลิตสาร toxic metabolite 
บางชนิดที่เปนประโยชนในการชักนําหรือกระตุนใหพืชเกิดความตานทานตอเชื้อรา Rhizoctonia  
solani และ Sclerotinia  sclerotirum (นลินี จาริกภากร, พาณี หนูนิ่ม, บุญมี วารินสอาด และมนูญ 
เอนกชัย, 2535) Bacillus spp. มีการผลิต hydrolytic enzyme ขึ้นมาซึ่งเปนกลไกในการควบคุมโรค 
จากงานทดลองของ Manjula, Kishore and Podile (2004) รายงานวาแบคทีเรียB. subtilis AF1 
สามารถสราง Chitinases  ในการควบคุมโรคราสนิม ของถ่ัวลิสง ที่มีสาเหตุมาจากเชื้อรา Puccinia 
arachidis โดยไดทดลองใชรูปแบบตางของ B. subtilis AF1 คือ fresh cell, cell-free culture filtrate 
(CCF) และ β-1, 4-N-acetylglucosaminidase (NAGase) (chitinase) พบวาทั้งสามรูป แบบมีผลใน
การยับยั้งการงอกของ uredospore ได 90.2, 86.4 และ 96.0 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบ
กับชุดควบคุม และยังทําให germ tube มีความยาวลดลง โดยไปทําให cytoplasm มีลักษณะเปนเม็ด
เล็ก ๆ และ germ tube จะถูกยอยสลาย และยอยสลาย chitin ในผนังเซลล เมื่อนําเซลลของ B. 
subtilis AF1 จากระยะ log phase และ alginate formulation, CCF และ NAGase มาควบคุมโรคโดย
เทคนิค detached leaf พบวาทั้งสี่รูปแบบมีผลทําใหพัฒนาการของโรคราสนิมลดลง โดย fresh cell 
ของ B. subtilis AF1 มีประสิทธิภาพในการควบคุมมากที่สุด ตามดวย alginate formulation, 
NAGase และ CCF ตามลําดับ ในขณะที่ Eldoksch,  Atteia and Abdel-Moity (2001) พบวา B. 
subtilis สามารถลดความรุนแรงของโรคราสนิมในขาวสาลี ไดถึง 57.14 เปอรเซ็นต เนื่องจากมีการ
สรางสารปฏิชีวนะ เชน 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) พบวา Bacillus spp. มีคุณสมบัติเปน plant growth 
promotion rhizobacteria (PGPR) และมีคุณสมบัติในการชักนําให pearl millet (Pennisetum glaucum) 
เกิดความตานทานโรคราน้ําคาง โดย Bacillus spp. สงเสริมการงอกของเมล็ดพืชใหสูงขึ้น และ
สงเสริมการเจริญทางดาน vegetative growth  เชน ความสูง พื้นที่ใบ จํานวนของ tillers และสง เสริม
การเจริญทางดาน reproductive growth เชน เพิ่มขนาด ความยาวของผล เพิ่มน้ําหนักผลผลิต ให
สูงขึ้น แตไมมีการทดลองวามีกลไกอยางไรบาง นอกจากนี้ยังลดการเกิดโรค ซ่ึงความตานทานโรค
อาจเนื่องมาจาก  Bacillus spp. ทําใหพืชมีการสรางสาร phenols เพิ่มขึ้น แตจะลดปริมาณ sugar ซ่ึงมี
ผลทําใหพืชมีความตานทานโรคสูงขึ้น (El-Rafai, Asswah and Awdalla, 2003)  

  นอกจากนี้ประไพศรี สมใจ, พวงเพ็ญ สูยะนันท, บัณฑิต ฝงสินธ, ภูษิตา วรรณิสสร 
และจิราภรณ วัฒนะกุล (2540) พบวาสารชีวภาพจากแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ TISTR1 มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมการเจริญเติบโตของเชื้อราโรคพืชได สุมาลี เหลืองสกุล และคณะ (2542) 
ไดทําการคัดเลือกเชื้อ B. subtilis จากดินเพื่อควบคุมเชื้อ F. oxysporum ซ่ึงเปนเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวใน
มะเขือเทศ พบวา B. subtilis มีประสิทธิภาพในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคไดดี และสามารถคงทนอยู
ในดินไดนานหลังเก็บเกี่ยวผลผลิตเปนเวลา 8 เดือน ปรากฎวายังพบจุลินทรียปฏิปกษนี้อยูในดิน 
สําหรับความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. ในการควบคุมโรคพืชชนิดอื่น ๆ แสดงดังตารางที่ 2.1 
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ตารางที่ 2.1 ตัวอยางความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. ในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืช 
ชนิดของ Bacillus sp. เช้ือจุลินทรียที่ถูกยับยั้ง                 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. เปนแบคทีเรียในวงศ Streptomycetacee เปนสกุลที่มีจํานวนมาก 

และสําคัญที่สุดในแบคทีเรียกลุมแอคติโนมัยสีท เปนแบคทีเรียแกรมบวก มีลักษณะคลายเชื้อรา 
อาศัยอยูทั่วไปในดิน ปุยหมัก น้ํา ละอองฝุน อากาศ เมื่อเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งจะสรางเสนใย
อาหาร (substrate mycelium) ฝงลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ และสรางเสนใยอากาศ (aerial mycelium)
ลักษณะเสนใยไมมีผนังกั้น เมื่อเชื้อเจริญเต็มที่เสนใยอากาศจะสรางสายสปอรที่ไมเคลื่อนที่ ซ่ึงมี
รูปแบบตาง ๆ ไดแก แบบเสนตรง (rectiflexibile) แบบลูป (retinaculiaperti) และแบบเวียนเกลียว 
(spiral) ลักษณะผิวสปอร มี 5 แบบ คือ ผิวเรียบ (smooth) ผิวเปนหนาม (spiny) ผิวเปนขน (hairy) 
ผิวเปนปุมปม (warty) และผิวยน (rugose) (Tresner, Davies and Backus, 1961 ; Dietz and 
Methews, 1971) ลักษณะโคโลนีในระยะแรกผิวโคโลนีเรียบ เมื่ออายุมากขึ้นเสนใยอากาศจะพัฒนา
เปนสปอร ทําใหผิวโคโลนีมีลักษณะคลายแปง (powdery) หรือกํามะหยี่ (velvet) มีหลายสี ไดแก 
ขาว เทา แดง เหลือง เขียว น้ําเงิน และมวง ซ่ึงเปนสีของสปอรที่อยูดานบน สวนดานลางโคโลนีมี
เสนใยอาหารเปนสีน้ําตาลสวนใหญ แตอาจพบสีอ่ืน เชนเดียวกับสีสปอร Streptomyces spp. สราง
รงควัตถุหลายชนิด นอกจากนี้ยังผลิตสาร geosmin (Trans-1, 10-dimethyl decalol) มีกลิ่นคลายกลิ่น
ดิน (earth odor) Streptomyces spp. ใชออกซิเจนในการเจริญเติบโตเปนพวก chemo-organotrophic  
เมตาบอลิซึม เปนแบบ oxidative สามารถรีดิวซไนเตรทใหเปนไนไตรท ยอยอะดีนีน (adenime) เอส
คูลิน (esculin) เคซีน (casein) เจลาติน (gelatin) ไฮโปแซนธีน (hypoxanthine) แปง และไทโรซีน (L-
tyrosine) เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส  pH 6.5-8.0 สวนใหญเปนพวก mesophile มีบาง
ชนิดที่เปนพวก psychrophile และ thermophile เปบติโดไกลแคนที่ผนังเซลลมีสวนประกอบหลักเปน 
L-diaminopimelic (LL-DAP) และไกลซีน (Lechevalier and Lechevalier, 1970) ใชแหลงคารบอน
และไนโตรเจนเปนแหลงพลังงาน เชน กลูโคส กลีเซอรอล และเปบโตน เปนตน ทนเค็มไดดีที่ 3 
เปอรเซ็นต (w/v) ของเกลือโซเดียมคลอไรด บางชนิดทนไดถึง 13 เปอรเซ็นต สําหรับการสรางสาร
ปฏิชีวนะ Streptomyces spp. จําเปนตองใชแรธาตุบางชนิดไดแก โซเดียม แมกนีเซียม แคลเซียม และ
ฟอสเฟต เปนตน (Williams, Goodfellow and Alderson, 1989) 
       Streptomyces spp. สามารถสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพไดหลายชนิด ไดแก สารตอตาน
แบคทีเรีย (anti-bacterial agent) เชน ampicillin, penicillin-N ซ่ึงมีโครงสรางเปนวงเบตาแลคแทม 
(β-lactamring) ที่มีคุณสมบัติยับยั้งการสรางเปบติโดไกลแคนที่ผนังเซลลแบคทีเรีย โอลีนโดมัยซิน 
(oleandomycin) เปนสารพวกแมคโครไลด (macrolide) ผลิตโดย S. antibioticus (Swan, Rodriguez,  
Vilches, Mendez and Salas, 1994) ซ่ึงจะจับกับไรโบโซมและยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน 
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สารตอตานเชื้อรา (anti-fungal agent) เชน แคนดิซิดิน (candicidin) เปนสารพวกโพลีอีนแมค
โครไลด (polyene macrolide) ผลิตโดย S. griseus (Lechevalier, Acker, Corke, Haenseler and 
Waksman, 1953) มีฤทธิ์ตอผนังเซลลของเชื้อรา nystatin มีโครงสรางเปน polyene มีสมบัติฆาเชื้อรา
ไดหลายชนิด polyoxin มีโครงสรางเปน nucleoside มีผลตอการสรางผนังเซลลเชื้อรา  anthracycline 
นอกจากเปนสารตอตานเชื้อรายังเปนสารตอตานมะเร็งดวยโดยมีคุณสมบัติยับยั้งเอนไซม 
topoisomerase II ในเชื้อรา ทําใหไมสามารถเกิดการจําลองดีเอ็นเอได  
       นอกจากสารปฏิชีวนะแลว Streptomyces spp. ยังสรางสารตอตานมะเร็ง (anti-tumour agent) 
เชน บลีโอมัยซิน (bleomycin) เปนสารพวกไกลโคเปบไทด (glycopeptide) ผลิตโดย S. verticillus 
(Umezawa, Maeda, Takeuchi and Okami, 1966) มีผลทําใหสายดีเอ็นเอขาด limocrocin ยับยั้ง
เอนไซม reverse transcriptase ของไวรัสที่เปนสาเหตุของโรค สารปฏิชีวนะที่สรางโดยเชื้อ 
Streptomyces spp. ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรียหลายชนิดแสดงในตารางที่ 2.2 และลักษณะของ
การออกฤทธิ์ของสารเหลานั้นแสดงดังตารางที่ 2.3 
 
ตารางที่ 2.2 สารปฏิชีวนะบางชนิดที่ผลิตจากเชื้อในสกุล Streptomyces spp. และฤทธิใ์นการยับยั้ง 
                    จุลินทรีย  (ที่มา : อนันต วงเจริญ, 2547) 

สารปฏิชีวนะ Streptomyces sp. ที่ผลิต เชื้อจุลินทรยีทีถู่กยับยั้ง 
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 

 



 23

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. สามารถสรางสารที่ออกฤทธิ์เปนสารฆาแมลง (insecticidal agent) ไดแก 
นิกโกมัยซิน (nikkomycin) เปนสารพวกนิวคลีโอไซด (nucleoside) ผลิตโดย S. tendae (Muller, 
Further, Zahner and Rast, 1981) มีผลตอการสังเคราะหไคตินและสารในกลุม macrolide เชน 
avermectin ซ่ึงมีผลยับยั้งการลอกคราบของแมลง และยังพบสารฆาวัชพืช (herbicidal agent) เชน 
ไบอะลาฟอส (bialaphos) เปนสารพวกเปบไทด ผลิตโดย S. hygroscopicus มีผลตอเอนไซมกลูตา
มีนซินธีเทส (glutamine synthetase) (Tachibana and Kaneko, 1986) 

นอกจากนี้มีการนํา Streptomyces spp. ไปใชในการผลิตเอนไซมตาง ๆ ซ่ึงมีความสําคัญ
ทางดานอุตสาหกรรม และทางการแพทย เพราะมีความจําเพาะกับสับสเตรทและความคงตัวสูงกวา
เอนไซมจากแบคทีเรียหรือเชื้อราอ่ืน ๆ เชน เอนไซม glucose isomerase ซ่ึงมีคุณสมบัติในการ
เปล่ียนน้ําตาลกลูโคสเปนน้ําตาลฟรุกโตส ซ่ึงใหความหวานมากกวาน้ําตาลทรายหลายเทา 
(Crawford, Barder, Pometto and Crawford, 1982 ; McCarthy, 1987 ; Pasti-Grigsby, Paszczynski, 
Goszczynski, Crawford and Crawford, 1992) เอนไซมอ่ืนที่มีความสําคัญทางการคา เชน 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. เพื่อควบคุมแบคทีเรียและเชื้อราที่กอโรคในมะเขือ
เทศ พบวาเมื่อนําเมล็ดของมะเขือเทศเคลือบดวยสปอรของสเตรปโตมัยสีทกอนนําไปปลูก สามารถ
ควบคุมเชื้อกอโรคไดดีที่สุด และจากการทดลองในสภาพหองทดลอง น้ําเล้ียงเชื้อของ S. pulcher  
หรือ S. canescens เขมขน 80 เปอรเซ็นต สามารถยับยั้งการงอกของสปอร F. oxysporum f.sp. 
lycopersici, Verticillium alboatrum และ A. solani (El-Abyad, EI-Abyad, EI-Shanshoury and EI-
Sabbagh, 1993) สารปฏิชีวนะที่ Streptomyces spp. สรางสวนใหญจะเปนสารตอตานแบคทีเรีย 
(Anti–bacterial agent) เชน โอลีนโดมัยซิน (Oleandomycin) เปนสารพวกแมคโครไลด (Macrolide) 
ผลิตโดย S. antibioticus (Swan, Rodriguez, Vilches, Mendez and Salas,1994) ซ่ึงจะไปจับกับ       
ไรโบโซม และยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน สาร clavams ผลิตโดย S. clavuligerus (Muller, Toome, 
Pruess, Blount and Weigele, 1983) สามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซมเบตาแลคแทมเมส (β-
lactamase) ที่ผลิตโดย Staphylococci และแบคทีเรียแกรมลบบางชนิด สเตรปโตมัยซินผลิตโดย S. 
griseus (Herzog, 1964) และนีโอมัยซิน (neomycin) ผลิตโดย S. fradiae (Sasarman, Horodniceanu, 
Gritaenco, Antohi and  Surdeanu, 1964) ออกฤทธิ์ตานแบคทีเรียแกรมลบชนิดแทงและกลมบาง
ชนิด รวมทั้งแบคทีเรียแกรมบวกชนิดกลมบางชนิด และยังมีผลตอ Mycobacterium tuberculosis 
ดวย นอกจากนี้ Blasticidin S ผลิตโดย S. griseochromogenes (Takeuchi, Hirayama, Ueda, Sakai 
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and  Yonehara, 1958) ตอตานเชื้อราและแบคทีเรียกอโรคพืชบางชนิด โดยยับยั้งการพัฒนาเสนใย  
การสังเคราะหโปรตีน การงอกของสปอรและการสรางสปอรของ Pyricularia oryzae โดยออกฤทธิ์
เหมือน organomercuric fungicide แตมีความเปนพิษนอยกวาสาร Kasugamycin ผลิตโดย S. 
kasuagensis และ S. kasugaspinus ออกฤทธิ์ตอตานยีสตและเชื้อรารวมทั้ง P. oryzae และแบคทีเรีย
บางชนิด เชน Pseudomonas โดยจะยับยั้งการพัฒนาเสนใยของ P. oryzae ในขาว ยับยั้งการ
สังเคราะหโปรตีน แตไมปรากฎวายับยั้งการงอกของสปอร (Sato, 1983) Polyoxin ผลิตโดย S. 
cacaoi  var. asoensis จะไปยับยั้งการสังเคราะหไคตินซึ่งเปนสวนประกอบของผนังเซลลของเชื้อรา 
และทําใหเซลลเกิดการบวม (Isono, Nagatsu, Kobinata, Sasaki and Suzuki, 1965) นอกจากนี้ 
Mahadevan และ Crawford (1997) พบวา S. lydicus WYEC108 สามารถสราง chitinase ซ่ึงมี
คุณสมบัติในการตอตานเชื้อราไดหลายชนิด โดยสารดังกลาวจะเขาไปยอยสลายผนังเซลลของเชื้อ
ราสาเหตุโรคพืช ขณะที่ Ranjeet et al., (2002) พบวา S. lydicus WYEC108 นอกจากสามารถควบ 
คุมโรคที่เกิดจากเชื้อราไดแลวยังสามารถเพิ่มขยายจํานวนบริเวณรอบรากตนถ่ัว (Pisum sativum) ได
ดี และไดมีการนํามาผลิตในชื่อการคา Actinovate (Brain and Deborah, 2002) เชน เดียวกับ S. 
griseoviridis ที่ไดนํามาใชควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคพืชหลายชนิดที่ติดมากับเมล็ดพันธุ เชน 
Alternaria sp., Stemphylium sp., Penicillium sp., Fusarium sp., Phoma sp., Helminthosporium sp. 
และ Botrytis sp. ซ่ึงไดนํามาผลิตในชื่อการคา Mycostop นอกจากนี้เชื้อยังสามารถเจริญไดบริเวณ
รอบรากพืช ทําใหมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืชเพิ่มมากขึ้น   

การศึกษาประสิทธิภาพของ Streptomyces spp. ในการปองกันกําจัดโรคพืชชนิดตาง ๆ 
แสดงดังตารางที่ 2.4 
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ตารางที่ 2.4 ตัวอยางการศึกษาการใช 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 การเก็บตัวอยางดิน 
   สุมเก็บตัวอยางดินจากพื้นที่ปลูกองุนในฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี สวน

เกษตรกร อําเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา และอําเภอเมือง จังหวัดอุบลราชธานี ทั้งจากแปลงที่
มีและไมมีการแพรระบาดของโรค โดยสุมเก็บตัวอยางดินตามแนวเสนทแยงมุมในแปลงขนาด 30x 
30 เมตร ที่ความลึก 0-15 เซนติเมตร จํานวน 5 จุด ๆ ละ 500 กรัม รวมเปนหนึ่งตัวอยางตอหนึ่งพื้น 
ที่ปลูก แลวนํากลับหองปฏิบัติการเพื่อแยกเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp.  
 3.1.2 การแยกเชื้อ Bacillus spp.  
  แยกเชื้อ Bacillus spp. ตามวิธีการของ สุรางค สุธิราวุธ (2538) โดยวิธี streak plate 
method โดยช่ังตัวอยางดิน 20 กรัม ใสลงในบิกเกอรที่มีน้ํา 60 มิลลิลิตร คนใหละลายและใหความ
รอนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 10-20 นาที หรือ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากนั้นนํา
สารแขวนลอยดังกลาวมา streak บนอาหาร Bacillus Medium (ภาคผนวก) บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง 
ประมาณ 1-2 วัน เลือกเก็บโคโลนีที่เชื้อมีรูปรางของเซลลเปนทอนและเปนแกรมบวกเทานั้น จาก 
นั้นนํามาเลี้ยงใหเปนเชื้อบริสุทธิ์กอนเก็บเชื้อลงใน Nutrient Agar (NA) slant เพื่อไวทดลองตอไป 
 3.1.3 การแยกเชื้อ Streptomyces spp.  

  แยกเชื้อ Streptomyces  spp. ตามวิธีการของ วชิร ใจภักดี (2544) ซ่ึงมีขั้นตอนดังนี้ 
  3.1.3.1 การเตรียมตัวอยางดิน (pre-treatment) 
   นําตัวอยางดินมาทําใหแหง 2 วิธี คือ ผ่ึงลม 2-3 วัน หรืออบในตูอบอุณหภูมิ 
120 องศาเซลเซียส นาน 1-2 ช่ัวโมง จากนั้นนําตัวอยางดินมาตัวอยางละ 1 กรัม ละลายในน้ํากลั่นฆา
เชื้อปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที นาน 20 นาที นํามาบมในอางน้ําควบคุม
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 6 นาที  

3.1.3.2 การแยกเชื้อ Streptomyces spp. 
   นําสารแขวนลอยที่ผานการทํา pre-treatment มาเจือจางดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อ 
ทําการแยกเชื้อ Streptomyces spp. โดยวิธี spread plate method  บนอาหาร Starch Casein Agar 
(SCA) (ภาคผนวก) หรือ M3 Agar (ภาคผนวก) บมไวที่อุณหภูมิหอง (27-30 องศาเซลเซียส) เปน
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เวลา 1-4 สัปดาห เก็บโคโลนีที่มีลักษณะเฉพาะตัวของเชื้อ Streptomyces spp. คือเซลลคลายเสนใย
เชื้อราแตมีการเจริญเติบโตชา เมื่อสองดูดวยกลองจุลทรรศนเสนใยมีขนาดเล็กกวาเชื้อราเพื่อไว
ทดลองตอไป 
 

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 ซ่ึงเปนตัวแทนเชื้อ
ใน class เดียวกันกับเชื้อสาเหตุโรคองุนที่ตองการศึกษา คือโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิม 
เนื่องจากเชื้อโรคราน้ําคางและราสนิมไมสามารถเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อได และเชื้อ Sphaceloma 
ampelinum สาเหตุโรคสแคบ เจริญไดชามากจึงตองทําการทดสอบกับเชื้อที่สามารถเจริญไดดีบน
อาหารทดสอบ โดยวิธี dual culture บนอาหาร PDA โดยเลี้ยงเชื้อราสาเหตุโรคพืชที่ทดสอบบน
อาหารเลี้ยงเชื้อ PDA เปนเวลา 5-7 วัน เล้ียงเชื้อ Bacillus spp. บนอาหาร NA เปนเวลา 1-2 วัน และ 
Streptomyces spp. บนอาหาร Oatmeal Agar (OA) (ภาคผนวก) เปนเวลา 10-14 วัน ใช cork borer 
ขนาดเสนผาศูนย กลาง 0.4 เซนติเมตร เจาะบริเวณขอบโคโลนีของเชื้อราแตละชนิด ยายชิ้นวุน 2 
ช้ิน ของเชื้อราสาเหตุโรคพืชลงบนอาหาร PDA แลวปลูกเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. 
ในดานตรงขามเวนระยะหางเทากันโดยทําแยกกันแตละเชื้อ ใชแผนการทดลองแบบ Completely 
Randomized Design (CRD) ทํา 4 ซํ้า บมเชื้อไวที่อุณหภูมิหอง (27-30 องศาเซลเซียส) ยายชิ้นวุน
ของเชื้อแตละชนิดลงบนอาหาร PDAโดยปลอยใหเจริญเปนอิสระเพื่อใชเปรียบเทียบ (control) 
บันทึกผลการทดลองโดยวัดเสนผาศูนยกลางโคโลนีของเชื้อโรคในจานอาหารเลี้ยงเชื้อรวมและใน
จาน control 
 ประเมินศักยภาพเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. แตละไอโซเลต โดยคํานวณหา
เปอรเซ็นตยับยั้งการเจริญเติบโต (Percent Inhibition of Diameter Growth = PIDG) ตามวิธีการของ 
เกษม สรอยทอง (2532) ดังนี้ 

PI  =  (D1 – D2)/D1 x 100   โดย  
D1  =  เสนผาศูนยกลางโคโลนีของเชื้อโรคใน control 
D2  =  เสนผาศูนยกลางโคโลนีของเชื้อโรคในจานอาหารเลี้ยงเชื้อรวม 

ทําการเปรียบเทียบระดับการเกิดกิจกรรมของจุลินทรียตอตาน โดยใหเปนระดับคะแนนดังนี้ 
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. ตอใบองุน 
 3.3.1 การเตรียมเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. 
   นําเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ที่มีประสิทธิภาพดีในการยับยั้งเชื้อรา
สาเหตุโรคพืช  5 อันดับแรก จากขอ 3.2 และ B.  subtilis ที่ผลิตในรูปของการคา มาเลี้ยงในอาหารที่
เหมาะสมใหอยูในระยะ 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) ดวยความเร็ว 5000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แยก
ตะกอนของเชื้อออกเพื่อนํามาทําเปนcell suspensions เพื่อไวทดลองตอไป นําสวนน้ําใส 
(supernatant) ที่ไดไปกรองผานเยื่อกรองที่มีรูกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร เก็บไวเพื่อทดสอบ
ตอไป 
 3.3.2 การเตรียม cell suspensions ของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. 
  นํา cell suspensions ของเชื้อ Bacillus spp., B. subtilis  และ Streptomyces spp. 
จากขอ 3.3.1. มาปรับระดับความเขมขนใหมีระดับความเขมขน 109 เซลลตอมิลลิลิตร (โดยนําสาร
แขวน ลอยของเชื้อปรับปริมาณโดยใชคาดูดซับแสง OD600nm เทากับ 0.4 สําหรับเชื้อ Bacillus spp. 
และ OD600nm เทากับ 70 สําหรับเชื้อ Streptomyces spp.) (Harris and Adkins, 1999 ; Xiao,Kinkel 
and Samac, 2001) เก็บไวทดสอบตอไป 
 3.3.3 การตรวจสอบผลของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ตอใบองุน 
  เพื่อเปนการทดสอบผลกระทบของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ตอ
ใบองุน กอนนําไปใชในการควบคุมโรคพืช นําสวน cell suspensions (จากการเตรียมในขอ 3.3.2) 
และ culture filtrate (จากการเตรียมในขอ 3.3.1) ฉีดพนบนใบองุนพันธุไวทมะละกาในสภาพใบตัด 
(detached leaf) บมไวที่อุณหภูมิ 25-27 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 วัน เปรียบเทียบกับการใชน้ํา
กล่ันฆาเชื้อ สังเกตการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นบนใบองุน 
  

3.4 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในรูปของ    
      cell suspensions ในการยับยั้งโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน 
 นํา cell suspensions ของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp ในแตละระยะการเจริญ 
เติบโต ที่ไดจากการเตรียมในขอ 3.3.2 มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเกิดโรคในองุน
พันธุไวทมะละกาในสภาพใบตัด โดยฉีดพนเชื้อปฏิปกษกอนทําการปลูกเชื้อราสาเหตุโรค 24 
ช่ัวโมง ปลูกเชื้อราสาเหตุโรคโดยการหยดลงบนใบจํานวน 10 หยดตอใบ ปริมาตร 2 ไมโครลิตรตอ
หยด วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) จํานวน 4 ซํ้า โดยการ
ทดลองทําแยกกันอยางอิสระในแตละระยะการเจริญเติบโตและแตละเชื้อ โดยมีรายละเอียดดังนี้ 
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 3.4.1 การทดสอบเชื้อ Bacillus spp. ในการยับยั้งโรคราน้ําคาง   
  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. น้ํากลั่นฆาเชื้อ กับ เชื้อ P. viticola (control) 

 บมไวที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7-21 วัน ทําการนับจํานวนแผลที่
เกิดบนใบเมื่อวิธีการควบคุม (control) แสดงอาการของโรค วัดขนาดแผลเฉลี่ย และนับจํานวน
สปอรของเชื้อราสาเหตุโรค 
 3.4.2 การทดสอบเชื้อ Bacillus spp. ในการยับยั้งโรคสแคบ (S. ampelinum)และโรคราสนิม 
(Ph. ampelopsidis) ใชวิธีการและการเก็บขอมูลเหมือนกับขอ 3.4.1 
  3.4.3 การทดสอบเชื้อ Streptomyces spp ในการยับยั้งโรคราน้ําคาง (P. viticola), โรค 
สแคบ (S. ampelinum) และโรคราสนิม (Ph. ampelopsidis) ใชวิธีการและเก็บขอมูลเหมือนกับขอ 
3.4.1 แตไมใช  B. subtilis เปนตัวเปรียบเทียบ 
 3.4.4 การหาระดับความเขมขนของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ท่ีเหมาะสม
ตอการยับยั้งโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน 

 นําสวนของ cell suspensions ของเชื้อ Bacillus spp.และ Streptomyces spp. (ในแต
ละระยะการเจริญเติบโต) ที่มีศักยภาพดีที่สุดในการยับยั้งโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน 
มาปรับระดับความเขมขนตาง ๆ กัน คือ 105, 107, 109 และ 1011 เซลลตอมิลลิลิตร ฉีดพนบนใบองุน
พันธุไวทมะละกากอนปลูกเชื้อราสาเหตุโรค เปรียบเทียบกับการใชน้ํากลั่นฆาเชื้อ วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD จํานวน 4 ซํ้า บมไวที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7-21 วัน ทําการนับ
จํานวนแผลที่เกิดขึ้นบนใบเมื่อวิธีการควบคุม (control) แสดงอาการของโรค วัดขนาดแผลเฉลี่ย 
และนับจํานวนสปอรของเชื้อราสาเหตุโรคตอใบ  
 
3.5 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในรูปของ   
      culture filtrate  ในการยับยั้งโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน  

การวางแผนการทดลอง วิธีการและการเก็บขอมูลเหมือนกับขอ 3.4 ถึง 3.4.3 โดยใช culture 
filtrate (จากการเตรียมในขอ 3.3.1) แทน cell suspensions 
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3.6 การทดสอบผลกระทบของการใชเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. รวมกัน 
      ในการยับยั้งโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน  

นําเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ไอโซเลตที่มีศักยภาพดีที่สุดในการ
ควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคในองุนแตละชนิดในการทดลองที่ 3.4 และ 3.5 ฉีดพนบนใบองุนพันธุ
ไวทมะละกา พรอมกันกอนทําการปลูกเชื้อราสาเหตุโรคทั้ง 3 ชนิด เปรียบเทียบกับการใชเชื้อ 
Bacillus spp. หรือ Streptomyces spp. อยางเดียว วางแผนการทดลองแบบ CRD จํานวน 4 ซํ้า 
บมไวที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7-21 วัน ทําการนับจํานวนแผลที่เกิดขึ้น วัด
ขนาดแผล และนับจํานวนสปอรของเชื้อราสาเหตุโรคพืชตอใบ เมื่อวิธีการควบคุม (control) 
แสดงอาการของโรค  
 

3.7 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมยอยสลายเชิงกึ่งปริมาณ 
นําเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง

โรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิม จากขอ 3.4 และ 3.5 มาทําการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม 
ไดแก 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) เปน medium โดยเจาะวุนใหเปนหลุมดวย cork borer ขนาดเสนผาศูนย กลาง 0.5 
เซนติเมตร จํานวน 4 หลุมตอจานอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นนําสวน culture filtrate ของเชื้อ Bacillus 
spp. หยอดลงในหลุม จํานวน 20 ไมโครลิตรตอหลุม บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 18 ช่ัวโมง 
ตรวจผลโดยการเท 0.1% Congo red ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ทิ้งไว 5 นาที ถามีวงใสรอบ ๆ หลุมวุนที่
หยอด culture filtrate แสดงวาเชื้อสามารถสรางเอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanase ไดใหผลเปนบวก ถา
เปนสีแดงทั้งหมดแสดงวาไมมีกิจกรรมของเอนไซมใหผลเปนลบ ทําการเปรียบเทียบกับกรรมวิธี
ควบคุมที่ใชน้ํากลั่นฆาเชื้อ 
  การทดสอบกิจกรรมของเอนไซมในเชื้อ Streptomyces spp. กระทําโดยนําเชื้อ 
Streptomyces spp. มาเลี้ยงบนอาหาร M9 medium agar ผสม 0.05% Lichenan (ภาคผนวก) บมไวที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3-5 วัน ตรวจผลโดยใชวิธีการเดียวกับที่ใชกับเชื้อ Bacillus spp.   
 3.7.2 ทดสอบกิจกรรมของเอนไซม Protease  
  ทดสอบในจานอาหารเลี้ยงเชื้อโดยใช Water Agar ผสม 1% gelatin (ภาคผนวก) ที่
ละลายใน 0.1M Phosphate buffer, pH 7.0 เปน medium ในการทดสอบ โดยเจาะวุนใหเปนหลุมดวย 
cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร จํานวน 4 หลุมตอจานอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นนํา
สวน culture filtrate ของเชื้อ Bacillus spp. หยอดลงในหลุม จํานวน 40 ไมโครลิตรตอหลุม บมไวที่
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อุณหภูมิหอง เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ตรวจผลโดยการราดสารละลายแอมโมเนียมซัลเฟตอิ่มตัว 
((NH4)2SO4) ที่อ่ิมตัวลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ถามีวงใสรอบ ๆ หลุมวุนที่หยอด culture filtrate แสดง
วาเชื้อสามารถสรางเอนไซม protease ยอยโปรตีนไดใหผลเปนบวก ทําการเปรียบเทียบกับกรรมวิธี
ควบคุมที่ใชน้ํากลั่นฆาเชื้อ 

  การทดสอบกิจกรรมของเอนไซมในเชื้อ Streptomyces spp. กระทําโดยนําเชื้อ 
Streptomyces spp. มาเลี้ยงบนอาหาร M9 medium agar ผสม 1% gelatin (ภาคผนวก) ที่ละลายใน 
0.1M Phosphate buffer, pH 7.0 บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3-5 วัน ตรวจผลโดยใชวิธีการ
เดียวกับที่ใชกับเชื้อ Bacillus spp.   
  3.7.3 ทดสอบกิจกรรมของเอนไซม Chitinase 

ทดสอบในจานอาหารเลี้ยงเชื้อโดยใช Water Agar ผสม 2.4% colloidal chitin 
(ภาคผนวก) pH 6.0 เปน medium ในการทดสอบ โดยเจาะวุนใหเปนหลุมดวย cork borer ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร จํานวน 4 หลุมตอจานอาหารเลี้ยงเชื้อ จากนั้นนําสวน culture 
filtrate ของเชื้อ Bacillus spp. หยอดลงในหลุม จํานวน 40 ไมโครลิตรตอหลุม บมไวที่อุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 5 วัน ตรวจผลโดยการราด 0.1% Congo red ใหทวมอาหารถามีวงใสรอบหลุมวุนที่หยอด 
culture filtrate แสดงวาเชื้อสามารถสรางเอนไซม chitinase ออกมายอย chitin ไดใหผลเปนบวก ถา
เปนสีแดงทั้งหมดแสดงวาไมมีกิจกรรมของเอนไซมใหผลเปนลบ ทําการเปรียบเทียบกับกรรมวิธี
ควบคุมที่ใชน้ํากลั่นฆาเชื้อ   
   การทดสอบกิจกรรมของเอนไซมในเชื้อ Streptomyces spp. กระทําโดยนําเชื้อ 
Streptomyces spp. มาเลี้ยงบนอาหาร M9 medium agar ผสม 2.4% colloidal chitin (ภาคผนวก) pH 
6.0 บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 วัน ตรวจผลโดยใชวิธีการเดียวกับที่ใชกับเชื้อ Bacillus spp. 
 
3.8 การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
 นําผลการทดลองในขอ 3.4-3.7.3 มาวิเคราะหขอมูลของแตละกรรมวิธีโดยใชโปรแกรม
วิเคราะหทางสถิติ SPSS for Windows V.13.0 ตามแผนการทดลองแบบ CRD และเปรียบ เทียบ
คาเฉลี่ยระหวางกรรมวิธีทดลองโดยวิธีการของ Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
 
3.9 การระบุชนิดของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ท่ีผานการคัดเลือก 

3.9.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมี 
 นําเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพในการ   

ยับยั้งโรคพืชทั้ง 3 ชนิด จากขอ 3.4 มาทําการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทาง
ชีวเคมี ดังตอไปนี้ 
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 3.9.1.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
   นําเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. มาศึกษาลักษณะโคโลนีบน

อาหาร NA และอาหาร OA ตามลําดับ บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 48 ช่ัวโมง สําหรับเชื้อ Bacillus 
spp. และ 5-7 วัน สําหรับเชื้อ Streptomyces spp. ศึกษาลักษณะโคโลนี  สีโคโลนี รูปรางและขนาด
ของเซลล การผลิตสปอร ภายใตกลองจุลทรรศน 
 

  3.9.1.2 การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี  
   3.9.1.2.1 การติดสีแกรม 
    การทดสอบการติดสีแกรม กระทําตั้งแตระยะการคัดเลือกเชื้อ
เบื้องตน โดยนําเชื้อแตละไอโซเลตมาเกลี่ยเปนผิวบาง (smear) บนแผนสไลดที่สะอาด ปลอยให
แหง จากนั้นตรึงดวยความรอนโดยผานเปลวไฟ 2-3 ครั้ง หยด crystal violet บนรอยเกลี่ยของเชื้อ
ใหทวม ทิ้งไว 1 นาที แลวเทสีทิ้ง หยดสารละลาย Lugol’s iodine ทิ้งไว 1 นาที ลางสีออกดวย
เอทิลแอลกอออล 95 เปอรเซ็นต ทิ้งไวประมาณ 15 วินาที ลางน้ําสะอาด หยด safranin บนรอย
เกลี่ย ประมาณ 15-30 วินาที ลางน้ําและซับใหแหง ตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน ที่กําลังขยายของ
เลนสวัตถุ 100 เทา ถาเชื้อแบคทีเรียเปนแกรมบวกจะติดสีมวงของ crystal violet และแกรมลบจะ
ติดสีแดงของ safranin  
   3.9.1.2.2 การทดสอบคุณสมบัติในการยอยแปง (Starch hydrolysis test) 
    นําเชื้อแตละไอโซเลต อายุ 24-48 ช่ัวโมง ปลูกเชื้อบนผิวหนา
อาหาร starch agar (ภาคผนวก) บมเชื้อ 24 ช่ัวโมง ทดสอบการไฮโดรไลซแปง โดยเท Lugol’s 
iodine ใหทวมผิวอาหาร ถามีการไฮโดรไลซแปงจะเกิดโซนใสรอบโคโลนีของแบคทีเรีย เนื่องจาก
แปงบริเวณนั้นถูกไฮโดรไลซหมดไป (แสดงผลบวก) สวนเชื้อที่ไมสามารถไฮโดรไลซแปงจะเปน
สีน้ําเงินเชนเดียวกับจานเปรียบเทียบ (ไมไดปลูกเชื้อ)     
    3.9.1.2.3  การทดสอบแคตาเลส (Catalase Test) 
    เปนการศึกษาความสามารถของแบคทีเรียในการสลาย H2O2 โดย
เอนไซมแคตาเลสซึ่งเปนเอนไซมในระบบหายใจของแบคทีเรียที่ใชออกซิเจนเปนโมเลกุลรับ
อิเล็กตรอน ปฏิกิริยาของอิเล็กตรอนกับออกซิเจนจะทําใหเกิดเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 
ซ่ึงเปนพิษตอเซลล แตแบคทีเรียจะมีเอนไซมแคตาเลสไปทําลาย H2O2 ใหเปนน้ํากับกาซออกซิเจน 
แบคทีเรียพวกนี้จึงเจริญในสภาพที่มีออกซิเจนได โดยไมเปนอันตราย การทดสอบกระทําโดยนํา
เชื้อแตละไอโซเลต ที่เล้ียงบนอาหาร NA บมที่อุณหภูมิหอง อายุ 18-24 ช่ัวโมง เขี่ยเชื้อลงบนแผน
สไลดที่มี 3% H2O2 1 หยด ผสมใหเขากัน ถาเกิดฟองแกสแสดงผลเปนบวก ถาไมเกิดฟองแสดงผล
เปนลบ  
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   3.9.1.2.4 การทดสอบการยอยเคซีน (Casein Test) 
    นําเชื้อเล้ียงบนอาหาร casein agar (ภาคผนวก) บมเชื้อที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 สัปดาห ตรวจดูการยอยสลายเคซีน ทุก 2-3 วัน โดยดูจากวงใสรอบๆ 
บริเวณที่เชื้อเจริญหรือตรงใตโคโลนี 
   3.9.1.2.5 การทดสอบการยอยเจลาติน (Gelatin Liquefaction Test) 

นําเชื้อเล้ียงในอาหาร gelatin media (ภาคผนวก) ในลักษณะ stab 
บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 4 สัปดาห ตรวจดูการยอยเจลาตินทุกสัปดาห โดยนําหลอดเลี้ยงเชื้อไป
บมในตูเย็นเปนเวลา 30 นาที ถึง 1 ช่ัวโมง ถาแข็งตัวแสดงวาเจลาตินยังไมถูกยอย ใหนําอาหารนั้น
ไปบมตอ และทดสอบซ้ําในสัปดาหตอไป ถาเจลาตินอยูในสภาพเหลวหลังจากนําเขาตูเย็นแสดงผล
เปนบวก 
   3.9.1.2.6 การทดสอบการหมักคารโบไฮเดรต (Carbohydrate Fermentation 
Test) 
    นําเชื้อ Bacillus spp. แตละไอโซเลตเลี้ยงในอาหาร carbohydrate 
fermentation broth (ภาคผนวก) ซ่ึงใช Andrade’s เปน indicator (ภาคผนวก) ผสมสารละลายน้ําตาล
ที่ผานการทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองผาน membrane ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ไดแก glucose  
xylose, maltose, lactose, fructose, sucrose และ manitol บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24-48 
ช่ัวโมง ดูการเปลี่ยนสีของอาหาร และการเกิดแกสในหลอดดักแกส แสดงผลบวกหากอาหารเปลี่ยน
จากสีน้ําตาลเปนสีแดง แตไมมีแกสในหลอดดักแกส แสดงวาเชื้อหมักคารโบไฮเดรตแลวไดเฉพาะ
กรดหรืออาหารเปลี่ยนจากสีน้ําตาลเปนสีแดงและมีแกสในหลอดดักแกส แสดงวาเชื้อหมัก
คารโบไฮเดรตแลวไดกรดและแกส แสดงผลลบหากอาหารไมเปลี่ยนสีคือเปนสีน้ําตาลเหมือนเดิม 
แสดงวาเชื้อไมสามารถหมักคารโบไฮเดรตได 
   3.9.1.2.7 การทดสอบการใชคารโบไฮเดรตเปนแหลงคารบอน 
    เล้ียงเช้ือ Streptomyces spp. บนอาหาร OA บมที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส นาน 5-7 วัน จากนั้นใช loop แตะสปอรของเชื้อมาขีดเปนแนวตรง 2 แนว บนผิว 
หนาอาหาร basal mineral salts medium (ภาคผนวก) ซ่ึงเติมคารโบไฮเดรตชนิดตาง ๆ ไดแก D-
glucose, fructose, manitol, inositol, sucrose, xylose ความเขมขนสุดทาย 1 เปอรเซ็นต บมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10-14 วัน ตรวจผลโดยใช D-glucose เปน positive control 
และอาหาร basal mineral salts medium ที่ไมเติมแหลงคารบอนเปน negative control ถาการเจริญ
ของเชื้อมาก กวา negative control ใหผลเปนบวก ถาเชื้อเจริญนอยกวาหรือเทากับ negative control 
ใหผลเปนลบ และถาเชื้อเจริญมากกวา negative control เล็กนอยใหผลการทดลองเปนบวก/ลบ  
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   3.9.1.2.8 การทดสอบความสามารถในการทนเกลือ ความรอน และความ
เปนกรด – ดาง 
   การทนเกลือ 
     เล้ียงเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ในอาหาร Nutrient Agar ที่
ระดับความเขมขนของ NaCl 2, 5, 7 และ 10  เปอรเซ็นต (w/v) อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตรวจผล
ภาย ในเวลา 7  วัน 

เล้ียงเชื้อ Streptomyces spp. ในอาหาร Waksman Agar (ภาคผนวก) 
ที่ระดับความเขมขนของ NaCl  4, 7, 10 และ 13 เปอรเซ็นต (w/v) อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตรวจ
ผลภายใน 2 สัปดาห   
   การทนความรอน 
    เล้ียงเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ในอาหาร Nutrient Agar นําไป
เล้ียงในตูบมที่ระดับอุณหภูมิ 5, 10, 30, 40, 50, 55 และ 65 องศาเซลเซียส pH 7 ตรวจผลภายใน 7 
วัน 

เล้ียงเชื้อ Streptomyces spp. ในอาหาร Waksman Agar นําไป
เล้ียงในตูบมที่ระดับอุณหภูมิ 4, 10, 37 และ 45 องศาเซลเซียส pH 7 ตรวจผลภายใน 2 สัปดาห 
   การทนความเปนกรด ดาง 
    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
ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อโรคขององุน 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 จากขอ 3.4 ในอาหาร NB ปริมาตร 25 มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็ว 125 รอบตอนาทีที่
อุณหภูมิ หอง เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง ดูดสารแขวนลอยแบคทีเรีย 1.5 มิลลิลิตร ใสใน microcentifuge 
tube นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 5,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที ลางตะกอนเซลลดวย 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 ผสมใหเขากันนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง เติม 5M NaCl 75 ไมโครลิตร และ 10% SDS 100 ไมโครลิตร ผสมให
เขากันโดยการพลิกหลอดกลับไปมาเบา ๆ เติม phenol : chloroform : Isoamyl alcohol (25 : 24 : 1) 
500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที 
เก็บน้ําใสสวนบนใสลงใน microcentifuge tube ทําการตกตะกอนดีเอ็นเอดวย เอทธานอล 95 
เปอรเซ็นต ปริมาณหนึ่งเทาตัว ผสมกับ 3M sodium acetate (ปริมาณ 1 : 10) บมที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ลางตะกอน
ดีเอ็นเอดวย เอทธานอล 70 เปอรเซ็นต ประมาณ 400 ไมโครลิตร นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
14,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ผ่ึงตะกอนใหแหงที่อุณหภูมิหอง ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE 
buffer  (ภาคผนวก) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอ ที่สกัดได
ดวยเทคนิค gel electrophoresis บน 1 เปอรเซ็นต agarose gel เก็บดีเอ็นเอไวที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เพื่อใชในการศึกษาตอไป 
   3.9.1.3.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวนของ 16S rDNA ดวยเทคนิค 
Polymerase chain reaction (PCR)  
    นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาเพิ่มปริมาณในสวนของไรโบโซมอลดี
เอ็นเอ บริเวณ 16S rDNA ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (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) ผสมสวนประกอบตาง ๆ ที่ใชใน
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 ปรับปริมาณใหได 25 
ไมโครลิตร ดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อ นําไปเขาเครื่อง 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  

 ตรวจวิเคราะหการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี gel electrophoresis 
บน 1 เปอรเซ็นต agarose gel ใน 1X TBE ภายใตกระแสไฟฟา 100 โวลต 30 นาที และนําผลิตภัณฑ 
PCR ไปหาลําดับนิวคลีโอไทด (sequence) โดยการสงไปยัง Macrogen Service Center Advancing 
through Genomics ประเทศเกาหลี จากนั้นนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปตรวจสอบกับขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดที่มีการศึกษาและเปนฐานขอมูลสาธารณะของ GenBank ในเว็บไซด 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST ซ่ึงทําใหสามารถจําแนกชนิดของเชื้อ Bacillus แตละไอโซเลตได 
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จากนั้นนําลําดับนิวคลีโอไทดแตละไอโซเลตและจาก GenBank มาวิเคราะหความ สัมพันธทาง
พันธุกรรมจากคาความแตกตางทางพันธุกรรม โดยโปรแกรม Multiple Sequence Alignment by 
CLUSTALW จากทางเว็บไซด http://align.genome.jp 

3.9.1.3.3 การเตรียมเชื้อและดีเอ็นเอของเชื้อ Streptomyces spp. 
     เล้ียงเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งโรคขององุนทั้ง 3 ชนิด จากขอ 3.3 ในอาหาร Yeast extract malt extract broth 
(YEMEB)(ภาคผนวก) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็ว 125 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปน
เวลา 5-7 วัน ดูดสารแขวนลอยแบคทีเรีย 1.5 มิลลิลิตร ใสใน microcentifuge tube นําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที นาน 4 นาที ลางตะกอนเซลล ดวย TEN buffer 500 ไมโครลิตร 
จากนั้นเติม TE buffer ที่มี lysozyme 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 500 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง เติม 10% SDS 75 ไมโครลิตร และ 5M NaCl ปริมาณ 125 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการพลิกหลอดกลับไปมาเบาๆ นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
14,000 รอบตอนาที นาน 6 นาที บมที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที ในน้ําอุนอุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส นาน 3 นาที และในน้ําแข็ง นาน 10 นาที เติม RNase ความเขมขนสุดทาย 200 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นํามาบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เติม 
proteinase K ความเขมขนสุดทาย 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นํามาบมที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เติม phenol : chloroform : Isoamyl alcohol  (25 : 24 : 1) ปริมาตรหนึ่ง
เทา นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที นาน 4 นาที เก็บน้ําใสสวนบนใสลงใน 
microcentifuge tube ทําการตกตะกอนดีเอ็นเอดวย เอทธานอล 99.9 เปอรเซ็นต ปริมาณหนึ่งเทาตัว 
บมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 1 คืน นํามาปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว
รอบ 14,000 รอบตอนาที 10 นาที ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย เอทธานอล 70 เปอรเซ็นต ประมาณ 400 
ไมโครลิตร นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ผ่ึงตะกอนใหแหงที่
อุณหภูมิหอง ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย TE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตรวจสอบคุณภาพและ
ปริมาณของดีเอ็นเอ ที่สกัดไดดวยเทคนิค gel electrophoresis บน 1 เปอรเซ็นต agarose gel เก็บดี
เอ็นเอไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการศึกษาตอไป 
   3.9.1.3.4 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสวนของ 16S rDNA ดวยเทคนิค 
Polymerase chain reaction (PCR)      

    นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาเพิ่มปริมาณในสวนของไรโบโซมอลดีเอ็นเอ 
บริเวณ 16S rDNA ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (polymerase chain reaction; PCR)โดยใชไพรเมอร 
STR1F (5´-TCACGGAGAGTTTGATCCTG-3´) และ STR1530R (5´-AAGGAGAT CCAGCCGCA-
3´) (เทพิน เดชนันทรัตน, 2546) ผสมสวนประกอบตาง ๆ ที่ใชในปฏิกิริยาดังนี้ 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 ปรับปริมาณใหได 20 ไมโครลิตร ดวยน้ํากลั่นฆาเชื้อ นําไปเขาเครื่อง 
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 เปอรเซ็นต agarose gel ใน 1X TBE ภายใตกระแสไฟฟา 100 โวลต 30 นาที 
และนําผลิตภัณฑ PCR ไปหาลําดับนิวคลีโอไทด (sequence) โดยการสงไปยัง Macrogen Service 
Center Advancing through Genomics ประเทศเกาหลี จากนั้นนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไป
ตรวจสอบกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่มีการศึกษา และเปนฐานขอมูลสาธารณะของ GenBank ใน
เว็บไซด http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST ซ่ึงทําใหสามารถจําแนกชนิดของเชื้อ Streptomyces 
แตละ  ไอโซเลตได จากนั้นนําลําดับนิวคลีโอไทดแตละไอโซเลตและจาก GenBank มาวิเคราะห
ความ สัมพันธทางพันธุกรรมจากคาความแตกตางทางพันธุกรรม 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. 
  จากการเก็บตัวอยางดินจากพื้นที่ปลูกองุน จํานวน 2 แหลงคือ ฟารมมหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี และอําเภอปากชอง จังหวัดนคราชสีมา จากแปลงที่มีและไมมีการแพรระบาด
ของโรค ทําการแยกเชื้อโดยวิธี streak plate method บนอาหาร Bacillus Medium พบเชื้อ Bacillus 
spp. ทั้งหมด 135 ไอโซเลต โดยจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี แยกได 55 ไอโซเลต จาก
แปลงที่ไมมีการแพรระบาดของโรค จํานวน 24 ไอโซเลต (code SN) และแปลงที่มีการแพรระบาด
ของโรค จํานวน 31 ไอโซเลต (code SD) จากพื้นที่ปลูกองุนที่อําเภอปากชอง แยกได 80 ไอโซเลต 
จากแปลงที่ไมมีการแพรระบาดของโรค จํานวน 53 ไอโซเลต (code PN) แปลงที่มีการแพรระบาด
ของโรค จํานวน 27 ไอโซเลต (code PD) (ตารางที่ 4.1)  

4.1.2 การแยกเชื้อ Streptomyces spp.  
  จากตัวอยางดินปลูกองุน จํานวน 4 แหลง คือ ฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
อําเภอเมือง จังหวัดนครราชสีมา อําเภอเมือง จังหวัดอุบลราชธานี และสวนของเกษตรกรในอําเภอ
ปากชอง จังหวัดนครราชสีมา (สวนคุณสมยศ และสวน Holiday) สามารถแยกเชื้อ Streptomyces 
spp. ไดทั้งหมด 109 ไอโซเลต คือจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 37  ไอโซเลต โดย 19   
ไอโซเลต ไดจากดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง (code SR) และ 18 ไอโซเลต ไดจากดินที่ทําใหแหง
ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส (code SH) จากสวนองุนอําเภอเมือง จังหวัดอุบลราชธานี 20 ไอโซ
เลต โดย 19 ไอโซเลต ไดจากดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง (code UR) และ 1 ไอโซเลต จากดินที่
ทําใหแหงที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส (code UH) สวนคุณสมยศ อําเภอปากชอง 21 ไอโซเลต ซ่ึง
ทั้ง 21 ไอโซเลต ไดจากดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง (code YR) และสวน Holiday อําเภอปากชอง 
31   ไอโซเลต โดย 27 ไอโซเลต ไดจากดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง (code HR)  และ 4 ไอโซเลต 
ไดจากดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิ 120  องศาเซลเซียส (code HH) เชื้อ Streptomyces spp. ที่แยกได มี
ลักษณะและสีของโคโลนีแตกตางกัน (ตารางที่ 4.2) 
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ตารางที่ 4.1 แหลงที่มาและจาํนวนไอโซเลตของเชื้อ Bacillus spp. (B) ที่แยกไดจากดนิพื้นที่ปลูก 
                    องุน  

แหลงที่มา ลักษณะแปลงปลูก จํานวน ไอโซเลต 
ฟารม มทส.(S) แปลงที่ไมมีการแพร

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. ปากชอง (P) แปลงที่ไมมีการแพร

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 แหลงที่มาและจาํนวนไอโซเลตของเชื้อ Streptomyces spp. (S) ที่แยกไดจากพื้นที่ปลูก  
                     องุน          

แหลงที่มา อุณหภูมิที่ใชอบดิน
กอนแยกเชื้อ 

จํานวน ไอโซเลต 

  ฟารม มทส. (S) หอง (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) หอง (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. ปากชอง (Y) หอง (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. ปากชอง (H) หอง (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. ที่คัดแยกไดจากดินแปลงปลูกองุน มาทดสอบความ 
สามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, Colletotrichum ampelinum 
และ Sclerotium rolfsii  ซ่ึงเปนตัวแทนของเชื้อที่ไมเปน obligate parasite ใน class เดียวกันกับเชื้อรา
สาเหตุโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน ที่ตองการศึกษาการควบคุม ผลการทดลองพบวาเชื้อ 
Bacillus spp. ที่แยกไดจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีจากแปลงที่ไมมีการแพรระบาดของ
โรค จํานวน 19 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา P. aphanidermatum ได 47.77-69.44 
เปอรเซ็นต ยับยั้งเชื้อ C. ampelinum ได 53.05-73.33 เปอรเซ็นต จํานวน 10 ไอโซเลต และจํานวน 13 
ไอโซเลต ยับยั้งเชื้อรา S. rolfsii ได 53.61-69.72 เปอรเซ็นต โดยพบ 6 ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชไดทั้ง 3 ชนิด  8 ไอโซเลตสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรค
พืชได 2 ชนิด และ 8 ไอโซเลตสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชเพียง 1 ชนิด (ตารางที่ 
4.3)  

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

  สําหรับเชื้อ Bacillus spp. ที่แยกไดจากอําเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา จาก
แปลงที่ไมมีการแพรระบาดของโรค พบ 17 ไอโซเลต ที่มีความสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา
สาเหตุโรคพืชได โดยมี 3 ไอโซเลตที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ P. aphanidermatum ได 51.00-
54.32 เปอรเซ็นต 15 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ C. ampelinum ได 50.00-57.00 
เปอรเซ็นต และ 2 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. rolfsii ได 50.00-51.00 เปอรเซ็นต มี 3 
ไอโซเลต ที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อราได 2 ชนิด และ 14 ไอโซเลต ที่ยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุ
โรคพืชได 1 ชนิด โดยไมพบไอโซเลตใดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชไดทั้ง 3 
ชนิด (ตารางที่ 4.4) 
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  จากแปลงที่มีการแพรระบาดของโรค พบ 5 ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ
เชื้อราสาเหตุโรคพืชได โดยมี 4 ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ C. ampelinum ได 49.50-
56.00 เปอรเซ็นต และพบ 1 ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. rolfsii ได 52.45 เปอรเซ็นต 
ในขณะที่ไมพบไอโซเลตใดที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ P. aphanidermatum ได โดย 5 ไอโซเลต 
สามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชไดเพียง 1 ชนิด เทานั้น (ตารางที่ 4.4) 

  เมื่อนําเชื้อ Bacillus spp. ทั้ง 61 ไอโซเลตจาก 135 ไอโซเลต ที่มีความสามารถสูง
ในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชทั้ง 3 ชนิด มาจัดอันดับพบวา 5 อันดับแรกของเชื้อ Bacillus spp. ที่
มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ P. aphanidermatum ไดแก ไอโซเลต BSN502, 
BSD604, BSN501, BSD502 และ BSD603 สําหรับเชื้อ C. ampelinum ไดแกไอโซเลต BSD101, 
BSN603, BSN501, BSD604 และ BSD406 และสําหรับเชื้อ S. rolfsii ไดแกไอโซเลต BSD203, 
BSD405, BSN304, BSN201 และ BSN301 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืชของ
เชื้อ Bacillus spp. แตละไอโซเลตแสดงในตารางที่ 4.5 และรูปที่ 4.1-4.3 
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ตารางที่ 4.3 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, Colletotrichum                  
                     ampelinum และ  Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Bacillus spp. (B) ที่แยกไดจากฟารม 
                     มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จากแปลงองุนที่ไมมีการแพรระบาดของโรค (SN)  
                     และมีการแพรระบาดของโรค (SD) 

Bacillus เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ 
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 

- = ไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราที่ใชทดสอบได 
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ตารางที่ 4.4 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, Colletotrichum                   
                     ampelinum  และ  Sclerotium rolfsii  โดยเชือ้ Bacillus spp. (B) ที่แยกไดจาก  
                     อําเภอปากชอง จากแปลงองุนที่ไมมีการแพรระบาดของโรค (PN) และมีการแพร 
                     ระบาดของโรค (PD)  

Bacillus เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ 
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 - 

- = ไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราที่ใชทดสอบได 

 
 



 46
 

ตารางที่ 4.5 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ (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. ที่แยกจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี มี 29         
ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชได โดย 5 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อ P.  aphanidermatum ได 12.00-28.00 เปอรเซ็นต 27 ไอโซเลต ยับยั้งการเจริญของเชื้อ 
C. ampelinum ได 39.44-61.66 เปอรเซ็นต และมี 17 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. 
rolfsii ได 5.00-43.33 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 4.6) 
  เชื้อ Streptomyces spp. ที่แยกไดจากแปลงองุนที่อําเภอเมือง จังหวัดอุบลราชธานี 
มี 8  ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืช โดยมี 2 ไอโซเลต สามารถยับยั้ง
การเจริญของเชื้อรา P. aphanidermatum ได 17.00-28.00 เปอรเซ็นต มี 6 ไอโซเลต สามารถยับยั้ง
การเจริญของเชื้อ C. ampelinum ได 44.44-54.44 เปอรเซ็นต และ 6 ไอโซเลต ยับยั้งการเจริญของ
เชื้อ S. rolfsii ได 5.50-17.20 เปอรเซ็นต 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. ที่แยกไดจากแปลงองุนของคุณสมยศ อําเภอปาก
ชอง จังหวัดนครราชสีมา พบ 9 ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชได โดย
มี 6 ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา P. aphanidermatum ได 8.00-46.00 เปอรเซ็นต มี 7 
ไอโซเลต สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ C. ampelinum ได 47.22-61.11 เปอรเซ็นต และ 3 ไอโซ-
เลต สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. rolfsii ได 11.00-50.00 เปอรเซ็นต 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. ที่แยกไดจากแปลงองุนสวน Holiday อําเภอปากชอง 
จังหวัดนครราชสีมา มี 27 ไอโซเลต ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชได โดยมี 13 
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ไอโซเลต ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา P. aphanidermatum ได 12.00-42.00 เปอรเซ็นต  25 ไอโซเลต 
ยับยั้งการเจริญของเชื้อ C. ampelinum ได 37.77-63.88 เปอรเซ็นต และ 12 ไอโซเลต ยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อ S. rolfsii ได 5.00-17.00 เปอรเซ็นต 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 มาจัดอันดับพบวา 5 อันดับแรกของเชื้อ Streptomyces spp. ที่มีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ P. aphanidermatum ไดแกไอโซเลต SYR107, SHR103, SYR205, 
SHH202 และ SSR107 ในขณะที่เชื้อ C. ampelinum ไดแกไอโซเลต SHH202, SSR203, SYR107, 
SHR106 และ SSH213 และเชื้อ S. rolfsii ไดแกไอโซเลต SYR205, SSH209, SSH216, SSH213 
และ SSH211 เปอรเซ็นตและความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราแตละไอโซเลตแสดงใน
ตารางที่ 4.10 และรูปที่ 4.4-4.6 ตามลําดับ 
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ตารางที่ 4.6 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, Colletotrichum                    
                     ampelinum  และ  Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces spp. (S) ที่แยกไดจากฟารม 
                     มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี(S)  

Streptomyces เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ 
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 =  ดินทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง, H =  ดินทําใหแหงที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส,  - = ไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราที่ใช   
ทดสอบได 
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ตารางที่ 4.7 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, Colletotrichum 
ampelinum  และ  Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces  spp. (S) ที่แยกไดจาก
อําเภอเมือง จังหวัดอุบลราชธานี (U) 

Streptomyces เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ 
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 = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง, - = ไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราที่ใชทดสอบได 

 
ตารางที่ 4.8 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, Colletotrichum 
                    ampelinum  และ  Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces  spp. (S) ที่แยกไดจากสวน                         
                    คุณสมยศ  อําเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา (Y)  

Streptomyces เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ 
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 = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง, - = ไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราที่ใชทดสอบได 
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ตารางที่ 4.9 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, Colletotrichum 
                    ampelinum และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces  spp. (S) ที่แยกไดจากสวน  
                    Holiday (H) อําเภอปากชอง จงัหวัดนครราชสีมา (H) 

Streptomyces เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ 
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 = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง, H = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส,  - = ไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อราที่ใช
ทดสอบได 
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ตารางที่ 4.10 เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ (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/แหลงที่มาของดินที่ทําการแยกเชื้อ S = ฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี, 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. ตอใบองุน 
        เมื่อนํา cell suspensions ของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ที่ระดับความเขมขน 
109 เซลลตอมิลลิลิตร ฉีดพนบนใบองุน บมไวที่อุณหภูมิ 22-25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 วัน 
พบวาใบองุนมีสภาพปกติ แสดงวา cell suspensions ของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. 
ไมมีผลกระทบตอใบองุน แตเมื่อนําสวนของ culture filtrate ของเชื้อ Bacillus spp. และ 
Streptomyces spp. มาทดสอบในลักษณะเดียวกับการใช cell suspensions พบวา culture filtrate ของ
เชื้อ Bacillus spp. มีผลกระทบตอใบองุนโดยทําใหใบเกิดเปนแผลสีน้ําตาลขนาดใหญเมื่อบมไวเปน
เวลา 1-2 วัน ดังแสดงในรูปที่ 4.7 หลังจากปรับลดระดับความเขมขนของอาหาร NB เปน 1/2, 1/3 
และ 1/4 เทาของสูตรปกติ กอนนํามาเลี้ยงเชื้อ  Bacillus spp. พบวาที่ความเขมขนอาหาร 1/4 เทา ไม
มีผลกระทบตอใบองุน สําหรับ culture filtrate ของเชื้อ Streptomyces spp. ไมมีผลกระทบตอใบ
องุน 
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                                         ก                                                                     ข 
 
รูปท่ี 4.7 ลักษณะของใบองุนภายหลังการฉีดพนดวย culture filtrate ของเชื้อ Bacillus spp. 
                 ก. Culture filtrate ของเชื้อ Bacillus spp. ที่เล้ียงใน nutrient broth ความเขมขนปกต ิ
                 ข. Culture filtrate ของเชื้อ Bacillus spp. ที่เล้ียงใน nutrient broth เจือจาง ¼ เทา 
 
4.4 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในรูป     
      ของ cell suspensions ในการยับยั้งโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน  
 การทดสอบความสามารถของ cell suspensions ของเชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSD502, 
BSD603, BSD604, BSN501, BSN502 และ B. subtilis ในระยะ log phase ในการยับยั้งโรคราน้ําคาง 
พบวาจํานวนการเกิดแผลและขนาดของแผลไมมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) แตมีแนวโนมวาไอโซเลต BSN502 และ B. subtilis ทําใหเกิดแผล
จํานวนนอยที่สุด ในขณะที่ไอโซเลต BSD603 และ BSD604  มีผลทําใหแผลมีขนาดเล็กที่สุด ขณะที่
ทุกกรรมวิธีมีผลทําใหเชื้อสรางจํานวนสปอรแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อ
เปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม โดยไอโซเลต BSN502 ทําใหเชื้อราน้ําคางสรางสปอรนอยที่สุด 
(ตารางที่ 4.11) 
 สําหรับในระยะ stationary phase ไอโซเลต BSD502, BSD603, BSD604, BSN501, 
BSN502 และ B. subtilis ไมมีผลทําใหจํานวนของแผล และขนาดแผลมีความแตกตางกันทางสถิติ
เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม แตทุกกรรมวิธีมีผลทําใหเชื้อสรางสปอรแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ โดยไอโซเลต BSD603 มีผลทําใหเชื้อราน้ําคางสรางสปอรนอยที่สุด (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 
พบวาเชื้อที่ทดสอบสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตางกัน โดยพบวาการเกิดแผล และขนาดของ
แผลมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต 
BSD502  มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด และขนาดแผลเลก็ที่สุด (ตารางที่ 4.12) 
 สําหรับในระยะ stationary phase พบวาทุกกรรมวิธีสามารถยับยั้งโรคสแคบไดแตกตางกัน
ทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต BSN603  มีผลทําใหแผล
จํานวนนอยที่สุดและขนาดแผลเล็กที่สุด (ตารางที่ 4.12)  

การทดสอบความสามารถของ cell suspensions ของเชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSD203, BSD405, 
BSN201, BSN301, BSN304 และ B. subtilis ในระยะ log phase ในการยับยั้งโรคราสนิม พบวาเชื้อที่
ทดสอบสามารถยับยั้งการเกิดโรค และการสรางสปอรของเชื้อไดไมแตกตางกันเมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) แตมีแนวโนมวาไอโซเลต BSN301 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอย
ที่สุด และขนาดแผลเล็กที่สุด ในขณะที่ไอโซเลต BSN201 ทําใหเชื้อราสนิมสรางสปอรนอยที่สุด 
(ตารางที่ 4.13) 

สําหรับในระยะ stationary phase พบวาทุกกรรมวิธีสามารถยับยั้งการเกิดโรคราสนิมได
แตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต BSN301 มีผลทําให
เกิดแผลจํานวนนอยที่สุด แผลมีขนาดเล็กที่สุด และทําใหเชื้อราสนิมสรางสปอรไดนอยที่สุด 
(ตารางที่ 4.13)  
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ตารางที่ 4.11 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกันในรูป cell suspensions ตอการเกิด 
                      โรคราน้ําคางในองุน ในสภาพใบตัด 

 การเกิดโรคราน้ําคาง 
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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ)      10.00 0.43       171.50 c 

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

1/ คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.01 โดยวิธี 
DMRT. 
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ตารางที่ 4.12 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกัน ในรูป cell suspensions ตอการเกิด 
                      โรคสแคบในองุน 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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ)           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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ)         10.00 b 0.36 

F - test * NS 
CV (%)         57.93            56.50 

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 โดยวิธี DMRT. 
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ตารางที่ 4.13 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกัน ในรูป cell suspensions ตอการเกิด 
                      โรคราสนิมในองุน 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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 b 0.50 c  170.00 c 

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

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 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 ในการยับยั้งโรคราน้ําคางในสภาพใบตัด 
พบวาเชื้อสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต SHH202 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด 
นอกจากนี้ทุกไอโซเลตมีผลทําใหแผลมีขนาดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ โดยไอโซเลต 
SHR103 มีผลทําใหแผลขนาดเล็กที่สุด และพบวาทุกกรรมวิธีมีการสรางสปอรของเชื้อแตกตางกัน
ทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม โดยไอโซเลต SHH202 ทําใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด 
(ตารางที่ 4.14) 
 สวนในระยะ stationary phase พบวาทุกไอโซเลตสามารถยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคางได
แตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม โดยไอโซเลต SHR103 มีผลทําใหเกิดแผล
จํานวนนอยที่สุด ขนาดแผลเล็กที่สุด และทําใหเชื้อราน้ําคางสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.14)  

ผลของ cell suspensions ของเชื้อ Streptomyces ไอโซเลต SSR203, SSH213, SYR107, 
SHH202 และ SHR106 ในระยะ log phase ในการยับยั้งโรคสแคบ ในสภาพใบตัด พบวาสามารถ
ยับยั้งการเกิดโรคแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํา
กล่ันฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต SHH202 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด และแผลมีขนาดเล็กที่สุด 
(ตารางที่ 4.15) 
 สําหรับในระยะ stationary phase พบวาทุกไอโซเลตสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต 
SHH202 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด และมีขนาดแผลเล็กที่สุด (ตารางที่ 4.15)  

การทดสอบความสามารถของ cell suspensions ของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต 
SSH209, SSH211, SSH213, SSH216 และ SYR205 ในระยะ log phase ในการยับยั้งโรคราสนิม
พบวาเชื้อสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต SSH216 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด ขณะที่
ไอโซเลต SSH209 มีผลทําใหแผลมีขนาดเล็กที่สุด และไอโซเลต SSH216 มีผลทําใหเชื้อราสนิม
สรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.16) 
 สําหรับในระยะ stationary phase พบวาทุกไอโซเลตสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต 
SSH211 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด ขณะที่ไอโซเลต SSH213 มีผลทําใหแผลมีขนาดเล็ก
สุด และไอโซเลต SSH211 ทําใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.16)  
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ตารางที่ 4.14 ผลของ Streptomyces  spp. ที่ระยะการเจรญิตางกัน ในรปู cell suspensions ตอการ    
                      เกิดโรคราน้ําคางในองุนในสภาพใบตดั 

 การเกิดโรคราน้ําคาง 
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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ)  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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ)    10.00 b 0.31      112.87 b 
F - test * NS * 
CV (%) 40.56 42.80 105.85 

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 (*) และ                 
  P ≤ 0.01 (**) โดยวิธี DMRT. 
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ตารางที่ 4.15 ผลของ Streptomyces  spp. ที่ระยะการเจรญิตางกัน ในรปู cell suspensions ตอการ     
                      เกิดโรคสแคบในองุน 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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 c 0.20 b 
F - test ** ** 
CV (%) 26.89 29.50 

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.01 โดยวิธี DMRT. 
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ตารางที่ 4.16 ผลของ Streptomyces spp. ที่ระยะการเจริญตางกัน ในรูป cell suspensions ตอการเกดิ               
                      โรคราสนิมในองุนในสภาพใบตัด 

 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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 b 0.40 c 320.00 b 
F - test ** ** ** 
CV (%) 12.41 22.58 52.35 

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.01 โดยวิธี DMRT. 
 
 
 
 
 
 



 

 

63

4.5 การทดสอบหาระดับความเขมขนของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces  spp.  
      ท่ีเหมาะสมตอการยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน  
 4.5.1 ระดับความเขมขนของเชื้อ Bacillus spp. 
  เมื่อนําเชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSD502 ที่ระยะ log phase ที่ระดับความเขมขน 105, 
107, 109 และ 1011 เซลลตอมิลลิลิตร มาทดสอบการยับยั้งการเกิดโรคสแคบในองุน พบวาที่ระดับ
ความเขมขน 109 เซลลตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีที่สุด โดยมีการเกิดแผลจํานวน
นอยที่สุด และขนาดของแผลเล็กที่สุด รองลงมาคือที่ระดับความเขมขน 1011 เซลลตอมิลลิลิตร 
(ตารางที่ 4.17)   
    จากการนําเชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSN603 ที่ระยะ stationary phase ที่ระดับความ
เขมขน 105, 107, 109 และ 1011 เซลลตอมิลลิลิตร มาทดสอบการยับยั้งการเกิดโรคสแคบในองุน 
พบวาที่ระดับความเขมขน 1011 เซลลตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีที่สุด โดยมีการเกิด
แผลจํานวนนอยที่สุด รองลงมาคือที่ระดับความเขมขน 109 เซลลตอมิลลิลิตรในขณะที่ระดับความ
เขมขน 109 เซลลตอมิลลิลิตร มีขนาดของแผลเล็กที่สุด รองลงมาคือที่ระดับความเขมขน 1011 เซลล
ตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 4.17)   

  เมื่อนําเชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSN301 ที่ระยะ stationary phase ที่ระดับความ
เขมขน 105, 107, 109 และ 1011 เซลลตอมิลลิลิตร มาทดสอบการยับยั้งการเกิดโรคราสนิมในองุน 
พบวาที่ระดับความเขมขน 109 เซลลตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีที่สุด โดยมีการเกิด
แผลจํานวนนอยที่สุด ขนาดของแผลเล็กที่สุด และพบการสรางสปอรของเชื้อนอยที่สุด รองลงมา
คือที่ระดับความเขมขน 1011 เซลลตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 4.18) 
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ตารางที่ 4.17 ระดับความเขมขนของเชื้อ Bacillus และรูปแบบที่มีผลตอการยับยั้งการเกิด 
                      โรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด 

ไอโซเลต/ระดับความเขมขน 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/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 โดยวิธี DMRT. 
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ตารางที่ 4.18 ระดับความเขมขนของเชื้อ Bacillus  ไอโซเลต BSN301 ที่มีผลตอการยับยั้งการเกิด 
                      โรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด 

ระดับความเขมขน 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/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 (*) และ  
  P ≤ 0.01 (**) โดยวิธี DMRT.  
 
 4.5.2 ระดับความเขมขนของเชื้อ Streptomyces spp.  

เมื่อนําเชื้อ Streptomyces ไอโซเลต SHH202 ในระยะ log phase มาทดสอบหา
ระดับความเขมขนที่เหมาะสมในการยับยั้งการเกิดโรคสแคบ พบวาที่ระดับความเขมขน 1011 เซลล
ตอมิลลิลิตร สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีที่สุด โดยพบการเกิดแผลนอยที่สุด และขนาดของแผล
เล็กที่สุด รองลงมาคือที่ระดับความเขมขน 109และ 107 เซลลตอมิลลิลิตร ตามลําดับ (ตารางที่ 4.19) 

สวนในระยะ stationary phase พบวาทุกระดับความเขมขนสามารถยับยั้งการเกิด
โรคสแคบได 100 เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (ตารางที่ 4.19)  
  จากการนําเชื้อ Streptomyces ไอโซเลต SSH216 ในระยะ log phase และ SSH211 
ในระยะ stationary phase มาทดสอบหาระดับความเขมขนที่เหมาะสมในการยับยั้งการเกิดโรค      
ราสนิม พบวาทุกระดับความเขมขนมีความสามารถยับยั้งการเกิดโรคไมแตกตางกันทางสถิติ แตมี
แนวโนมวาที่ความเขมขน 109 เซลลตอมิลลิลิตร ทําใหเกิดแผลนอยที่สุด ในขณะที่ระดับความ
เขมขน 1011 เซลลตอมิลลิลิตร มีขนาดแผลเล็กที่สุด และทําใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 
4.20) 
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ตารางที่ 4.19 ระดับความเขมขนของเชื้อ Streptomyces และรูปแบบทีม่ีผลตอการยับยั้งการเกดิ 
                      โรคสแคบในองุน ในสภาพใบตัด 

ไอโซเลต/ระดับความเขมขน 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/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.01 โดยวิธี DMRT.  
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ตารางที่ 4.20 ระดับความเขมขนของเชื้อ Streptomyces และรูปแบบทีม่ีผลตอการยับยั้งการเกดิ 
                      โรคราสนิมในองุน ในสภาพใบตัด 

ไอโซเลต/ระดับความเขมขน 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/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.01 โดยวิธี DMRT. 
 
4.6 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในรูปของ  
      culture filtrate  ในการยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบและราสนิมในองุน  
 การทดสอบความสามารถของ culture filtrate ของเชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSD502, 
BSD603, BSD604, BSN501, BSN502, B. subtilis และ nutrient broth ในระยะ log phase ในการ
ยับยั้งโรคราน้ําคาง พบวาสามารถยับยั้งการเกิดโรคและการสรางสปอรของเชื้อแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต BSD603 
สามารถยับยั้งการเกิดโรคได 100 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 4.21) 
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 สําหรับในระยะ stationary phase พบวาทุกกรรมวิธีสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตาง
กันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญยิ่ง เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม โดยไอโซเลต BSD502, BSD603 
และ BSN502 สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีที่สุด สําหรับขนาดของแผลพบวาทุกกรรมวิธีมีขนาด
ของแผลแตกตางกันทางสถิติ โดยไอโซเลต BSD603 มีผลทําใหแผลมีขนาดเล็กที่สุด ในขณะที่ทุก
กรรมวิธีพบการสรางสปอรของเชื้อไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ โดยไอโซเลต 
BSD502 ทําใหเชื้อราน้ําคางสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.21)  

ความสามารถของ culture filtrate ของเชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSD101, BSD406, BSD502, 
BSD604, BSN603, B. subtilis และ nutrient broth ในระยะ log phase ในการยับยั้งโรคสแคบฺ พบวา
สามารถยับยั้งการเกิดโรคแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม 
(น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต BSD101 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด และแผลมีขนาดเล็ก
ที่สุด (ตารางที่ 4.22) 
 สําหรับในระยะ stationary phase พบวาทุกกรรมวิธีสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตาง
กันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต BSD101 มีผลทําให
เกิดแผลจํานวนนอยที่สุด ในขณะที่ทุกกรรมวิธีพบขนาดของแผลไมแตกตางกันทางสถิติ เมื่อ
เปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม แตมีแนวโนมวาไอโซเลต BSD406 และ BSN603 มีผลทําใหแผลมี
ขนาดเล็กที่สุด (ตารางที่ 4.22)  

การทดสอบความสามารถของ culture filtrate ของเชื้อ Bacillus ไอโซเลต BSD203, BSD405, 
BSN201, BSN301, BSN304, B. subtilis และ nutrient broth ในระยะ log phase ในการยบัยัง้โรคราสนมิ 
พบวาสามารถยับยั้งการเกิดโรคและการสรางสปอรของเชื้อแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ 
เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต BSN201  มีผลทําใหเกิดแผลจํานวน
นอยที่สุด แผลมีขนาดเล็กที่สุด และเชื้อราสนิมสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.23) 
 สําหรับในระยะ stationary phase พบวาทุกกรรมวิธีสามารถยับยั้งการเกิดโรคแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต 
BSN201 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด สําหรับขนาดของแผลพบวาทุกวิธีการมีขนาดแผล
แตกตางกันทางสถิติ โดยไอโซเลต BSN201 มีผลทําใหแผลมีขนาดเล็กที่สุด ในขณะเดียวกันพบวา
ทุกกรรมวิธีมีผลทําใหการสรางสปอรของเชื้อแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ โดยไอโซเลต 
BSN201 ทําใหเชื้อราสนิมสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.23)  
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ตารางที่ 4.21 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกัน ในรูป culture filtrate ตอการเกิด 
                      โรคราน้ําคางในองุน ในสภาพใบตัด 

 การเกิดโรคราน้ําคาง 
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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 c     0.45 c 363.00 b 

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

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 (*) และ  
  P ≤ 0.01 (**) โดยวิธี DMRT. 
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ตารางที่ 4.22 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกัน ในรูป culture filtrate ตอการเกิด 
                      โรคสแคบในองุน 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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 b 0.46 

F - test * NS 
CV (%) 27.41 41.36 

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 (*), P ≤ 0.01  
  (**) โดยวิธี DMRT. 
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ตารางที่ 4.23 ผลของ Bacillus spp. ที่ระยะการเจริญตางกัน ในรูป culture filtrate ตอการเกิด 
                      โรคราสนิมในองุน 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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 b 0.46 c 65.00 c 

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

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 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 ในการยับยั้งโรคราน้ําคาง พบวา
สามารถยับยั้งการเกิดโรคและการสรางสปอรของเชื้อแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อ
เปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต SHR103 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวน
นอยที่สุด ในขณะที่ไอโซเลต SYR107 มีผลทําใหแผลมีขนาดเล็กที่สุด และไอโซเลต SHR103 ทํา
ใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.24) 

สําหรับในระยะ stationary phase พบวาทุกกรรมวิธีสามารถยับยั้งการเกิดโรคและการสราง
สปอรของเชื้อแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่น
ฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต SSR107 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด แผลมีขนาดเล็กที่สุด อีกทั้งทํา
ใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.24) 

การทดสอบความสามารถของ culture filtrate ของเชื้อ Streptomyces ไอโซเลต SSR203, 
SSH213, SYR107, SHH202, SHR106 และ PDB ในระยะ log phase ในการยับยั้งโรคสแคบ พบวา
การเกิดแผล และขนาดของแผลมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต SHH202 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด และ
แผลมีขนาดเล็กที่สุด (ตารางที่ 4.25) 
 สําหรับในระยะ stationary phase พบวาทุกไอโซเลตสามารถยับยั้งการเกิดโรคแตกตางกัน
ทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต SHR106 มีผลทําใหเกิด
แผลจํานวนนอยที่สุด และไอโซเลต SYR107 มีผลทําใหแผลมีขนาดเล็กที่สุด (ตารางที่ 4.25)  

การทดสอบความสามารถของ culture filtrate ของเชื้อ Streptomyces ไอโซเลต SSH209, 
SSH211, SSH213, SSH216, SYR205 และ PDB ในระยะ log phase ในการยับยั้งโรคราสนิม พบวา
สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดไมแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆา
เชื้อ) สําหรับขนาดของแผลพบวาทุกกรรมวิธีมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการ
ควบคุม โดยไอโซเลต SSH216 มีผลทําใหแผลมีขนาดเล็กที่สุด และพบวาทุกกรรมวิธีมีการสราง
สปอรของเชื้อมีความแตกตางกันทางสถิติ ซ่ึงไอโซเลต SSH216 มีผลทําใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด 
(ตารางที่ 4.26) 
 สําหรับในระยะ stationary phase พบวาทุกกรรมวิธีสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตาง
กันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) โดยไอโซเลต SSH211 มีผลทําให
เกิดแผลจํานวนนอยที่สุด แผลมีขนาดเล็กที่สุด และทําใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.26)  
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ตารางที่ 4.24 ผลของ Streptomyces  spp. ที่ระยะการเจรญิตางกัน ในรปู culture filtrate ตอการเกิด 
                      โรคราน้ําคางในองุน ในสภาพใบตัด 

 การเกิดโรคราน้ําคาง 
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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ)  8.75 d   0.32 bc 169.56 c 

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

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.01 โดยวิธี DMRT.  
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ตารางที่ 4.25 ผลของ Streptomyces  spp. ที่ระยะการเจรญิตางกัน ในรปู culture filtrate ตอการเกิด 
                      โรคสแคบในองุน 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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 b               0.40 c 

F - test * * 
CV (%) 64.91 68.64 

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 (*) และ  
  P ≤ 0.01 (**) โดยวิธี DMRT.  
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ตารางที่ 4.26 ผลของ Streptomyces spp. ที่ระยะการเจริญตางกัน ในรูป culture filtrate ตอการเกิด 
                      โรคราสนิมในองุน 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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 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 (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) 10.00 b     0.55 d         198.75 c 

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

1/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 (*) และ 
  P ≤ 0.01 (**) โดยวิธี DMRT. 
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4.7 การทดสอบผลกระทบของการใชเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. รวมกัน 
      ในการยบัยั้งโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน  
 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในรูป cell 
suspensions และ culture filtrate ในระยะ log phase และ stationary phase ในการยับยั้งการเกิดโรค 
ราน้ําคาง สแคบ และราสนิม โดยคัดเลือกไอโซเลตที่สามารถยับยั้งการเกิดโรคดีที่สุดในแตละชนิด 
ดังแสดงในตารางที่ 4.27 มาทดสอบรวมกัน 
 
ตารางที่ 4.27 ไอโซเลตของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ที่มีประสิทธิภาพดีที่สุด 
                       ในการยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุนที่นํามาทดสอบรวมกัน  

รูปแบบของเชื้อ ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง 
 โรคราน้ําคาง 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 

 
 ผลการทดสอบการยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง โดยการใช BSN502, BHH202 และ BSN502 
รวมกับ BHH202 ในรูป cell suspensions ในระยะ log phase พบวาทุกวิธีการสามารถยับยั้งการเกิด
โรคไมแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (น้ํากลั่นฆาเชื้อ) แตมีแนวโนมวาการ
ใช BSN502 พบการเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด สําหรับขนาดของแผลพบวา BSN502 รวมกับ 
SHH202 ใหขนาดแผลเล็กที่สุด เมื่อเปรียบเทียบทางสถิติ พบวามีความแตกตางกันทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม นอกจากนี้ทุกกรรมวิธีทําใหเชื้อสรางสปอรแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม โดยการใช BSN502 รวมกับ SHH202 ทํา
ใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.28) 
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 สําหรับในระยะ stationary phase การใช BSD603, SHR103 และ BSD603 รวมกับ 
SHR103 พบจํานวนการเกิดแผล ขนาดของแผลมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธีการควบคุม และการสรางสปอรของเชื้อมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อ
เปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม โดยการใช BSD603 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด แผลมีขนาด
เล็กที่สุด และทําใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด  (ตารางที่ 4.28) 
 การใช BSD603, SYR107 และ BSD603 รวมกับ SYR107 ในรูปของ culture filtrate ใน
ระยะ log phase พบวาทุกกรรมวิธีสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดไมแตกตางกันทางสถิติ แตมี
แนวโนมวาการใช BSD603 รวมกับ SYR107 มีผลทําใหเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด แผลมีขนาดเล็ก
ที่สุด และทําใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.28) 
 สําหรับในระยะ stationary phase พบวาการใช BSD603 รวมกับ SSR107 สามารถยับยั้ง
การเกิดโรคและการสรางสปอรของเชื้อไดดีที่สุด เมื่อเปรียบเทียบทางสถิติพบวาทุกกรรมวิธีพบ
จํานวนแผล ขนาดของแผล และการสรางสปอรของเชื้อมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทาง
สถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม (ตารางที่ 4.28) 
 การยับยั้งการเกิดโรคสแคบ ในรูป cell suspensions ในระยะ log phase พบวาการใช 
BSD502, SHH202 และ BSD502 รวมกับ SHH202 สามารถยับยั้งการเกิดโรคแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม ซ่ึง SHH202 พบการเกิดแผลนอยที่สุด สวน 
BSD502 รวมกับ SHH202 มีขนาดแผลเล็กที่สุด เมื่อเปรียบเทียบทางสถิติพบวาทุกกรรมวิธีมีขนาด
ของแผลแตกตางกันทางสถิติ (ตารางที่ 4.29) 
 สําหรับระยะ stationary phase พบวาการใช BSN603, SHH202 และ BSN603 รวมกับ 
SHH202 พบการเกิดแผล และมีขนาดของแผลแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ โดย BSN603 
รวมกับ SHH202 มีการเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด และขนาดของแผลเล็กที่สุด (ตารางที่ 4.29) 
 สําหรับในรูป culture filtrate ในระยะ log phase พบวาทุกกรรมวิธีสามารถยับยั้งการเกิด
โรคแตกตางกัน โดยพบการเกิดแผล และขนาดของแผลแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อ
เปรียบเทียบวิธีการควบคุม โดยการใช SHH202 และ BSD101 รวมกับ SHH202 สามารถยับยั้งการ
เกิดโรคได 100 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 4.29) 
 สวนในระยะ stationary phase พบวาการใช BSD101, SYR107 และ BSD101 รวมกับ 
SYR107 สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธีการควบคุม โดยการใช SYR107 สามารถยับยั้งการเกิดโรคได 100 เปอรเซ็นต  (ตารางที่ 4.29 ) 
 สําหรับการยับยั้งการเกิดโรคราสนิม ในรูป cell suspensions ในระยะ log phase พบวาการ
ใช SSH216 พบการเกิดแผลนอยที่สุด และการสรางสปอรนอยที่สุด เมื่อเปรียบเทียบทางสถิติ พบวา
ทุกกรรมวิธีพบจํานวนการเกิดแผล และการสรางสปอรของเชื้อมีความแตกตางกันทางสถิติ เมื่อ
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เปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม ในขณะที่ขนาดของแผลไมแตกตางกันทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ
วิธีการควบคุม (ตารางที่ 4.30) 
 สําหรับในระยะ stationary phase พบวาการใช BSN301, SSH211 และ BSN301 รวมกับ 
SSH211  สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตางกัน โดยพบการเกิดแผลและการสรางสปอรของเชื้อ
มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม ในขณะที่ทุก
กรรมวิธีมีขนาดแผลแตกตางกันทางสถิติ โดยการใช SSH211 พบการเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด 
ขนาดของแผลเล็กที่สุด และทําใหเชื้อสรางสปอรนอยที่สุด (ตารางที่ 4.30) 
 สวนในรูป culture filtrate ในระยะ log phase พบวาทุกกรรมวิธีสามารถยับยั้งการเกิดโรค
ไดแตกตางกัน โดยพบการเกิดแผลแตกตางกันทางสถิติ และการสรางสปอรของเชื้อมีความแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม ซ่ึงการใช BSN201 รวมกับ 
SSH216 พบการเกิดแผลจํานวนนอยที่สุด ขนาดของแผลเล็กที่สุด และทําใหเชื้อสรางสปอรนอย
ที่สุด (ตารางที่ 4.30) 
 และในระยะ stationary phase พบวาการใช BSN201 รวมกับ SSH211 พบการเกิดแผล
จํานวนนอยที่สุด และขนาดของแผลเล็กที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกันทางสถิติพบวาทุกกรรมวิธี
สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตางกันโดยพบจํานวนแผลแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ 
เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการควบคุม และขนาดของแผลมีความแตกตางกันทางสถิติ ในขณะที่ทุก
กรรมวิธีทําใหเชื้อสรางสปอรแตกตางกันทางสถิติ (ตารางที่ 4.30) 
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ตารางที่ 4.28 ผลของ Bacillus spp. รวมกบั Streptomyces spp. ที่ระยะการเจริญตางกนั ตอการเกดิ 
                      โรคราน้ําคางในองุน 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/คาเฉลีย่ที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 (*) และ  
  P ≤ 0.01 (**) โดยวิธี DMRT.  
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ตารางที่ 4.29 ผลของ Bacillus spp. รวมกบั Streptomyces spp. ที่ระยะการเจริญตางกนั ตอการเกดิ 
                      โรคสแคบในองุน 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/คาเฉลีย่ที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.05 (*) และ  
  P ≤ 0.01 (**) โดยวิธี DMRT. 
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ตารางที่ 4.30 ผลของ Bacillus spp. รวมกบั Streptomyces spp. ที่ระยะการเจริญตางกนั ตอการ 
                      เกิดโรคราสนิมในองุน 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/คาเฉลีย่ที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 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 ไดแตกตางกันอยาง
มีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ โดยพบ 5 ไอโซเลตในระยะ log phase ไดแกไอโซเลต BSD604, BSN301,  
BSD406, BSD502 และ BSD101 ที่ทําใหเกิดวงใสขนาดเสนผาศูนยกลางขนาดกวางที่สุด 5 อันดับ
แรก จาก 12 ไอโซเลต มีขนาดเฉลี่ยเทากับ 1.87, 1.67, 1.62, 1.45 และ 1.42 เซนติเมตร ตามลําดับ 
และพบ 5 ไอโซเลต ในระยะ stationary phase ไดแกไอโซเลต BSD502, BSN301, BSD604, BSD405 
และ BSD406 ที่ทําใหเกิดวงใสขนาดเสนผาศูนยกลางขนาดกวางที่สุด 5 อันดับแรก จาก 13 ไอโซเลต 
มีขนาดเฉลี่ยเทากับ 2.07, 2.05, 2.00, 1.68 และ 1.68 เซนติเมตร ตามลําดับ (ตารางที่ 4.31, รูปที่ 4.8ก) 
  สําหรับเชื้อ Streptomyces spp. สามารถสรางเอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanaseได
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ พบ 5 ไอโซเลต ไดแกไอโซเลต SYR107,  SSR107, SSH213, 
SSH209 และ SSH211 ที่ทําใหเกิดวงใสขนาดเสนผาศูนยกลางขนาดกวางที่สุด 5 อันดับแรกจาก 10    
ไอโซเลต เฉลี่ยเทากับ 3.51, 3.48, 2.65, 2.61 และ 2.35 เซนติเมตร ตามลําดับ (ตารางที่ 4.32, รูปที่ 4.8ข) 
 4.8.2 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม Protease 
  พบวาเชื้อ Bacillus spp. มีกิจกรรมของเอนไซม protease ไดแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ ซ่ึงพบ 3 ไอโซเลต ในระยะ log phase ไดแกไอโซเลต BSD604, BSD406 และ 
BSD101 ทําใหเกิดวงใสขนาดเสนผาศูนยเฉลี่ยเทากับ 1.95, 1.50 และ 1.30 เซนติเมตร ตามลําดับ และ
พบ 5 ไอโซเลต ในระยะ stationary phase ไดแกไอโซเลต BSD604, BSD502, BSD406, BSD101 
และ BSN301 ทําใหเกิดวงใสขนาดเสนผาศูนยกลางเฉลี่ยเทากับ 2.00, 1.87, 1.72, 1.30 และ 1.12 
เซนติเมตร ตามลําดับ (ตารางที่ 4.31, รูปที่ 4.8ค) 
  ในขณะที่เชื้อ Streptomyces spp. ทุกไอโซเลตไมพบกิจกรรมของเอนไซม protease 
(ตารางที่ 4.32) 
 4.8.3 การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม Chitinase 
  พบวาเชื้อ Bacillus spp. ทุกไอโซเลตไมสามารถตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม 
chitinase ได (ตารางที่ 4.31) ขณะที่เชื้อ Streptomyces spp. ตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม chitinase 
ไดแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ โดยพบ 6 ไอโซเลต ไดแกไอโซเลต SYR107, SSH211, 
SSR203, SYR205, SSH213 และ SSH216 ทําใหเกิดวงใสขนาดเสนผาศูนยกลางเฉลี่ยเทากับ 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. ในการสรางเอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanase  
                      protease และ chitinase โดยประเมินจากขนาดของวงใสที่เกิดขึ้นจากการยอย  
                      substrate เฉพาะ (ขนาดเสนผาศูนยกลางของหลุมวุนที่ใชทดสอบเทากบั 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/คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละ 
  คอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.01 โดยวธิี DMRT.  
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ตารางที่ 4.32 ความสามารถของเชื้อ Streptomyces spp. ในการสรางเอนไซม β-1, 3-1, 4- glucanase, 
                      protease และ chitinase โดยประเมินจากขนาดของวงใสที่เกิดขึ้นจากการยอย    
                      substrate เฉพาะ (ขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีของเชื้อทดสอบเทากบั 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/คาเฉลีย่ที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกันในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมั่น P ≤ 0.01 โดยวิธี DMRT. 
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รูปท่ี 4.8 แสดงลักษณะของวงใสที่เกดิจากการยอย substrate ที่เชื้อ Bacillus spp. และ 
                            Streptomyces spp. สรางขึ้น 
  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. ท่ีผานการคัดเลือก 
         4.9.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. 
  ผลการศึกษาลักษณะโคโลนีของเชื้อ Bacillus spp. จํานวน 13 ไอโซเลต บนอาหาร
เล้ียงเชื้อ NA บมที่อุณหภูมิ 27-30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวาโคโลนีมีลักษณะ
แตกตางกันทั้งขนาด และรูปราง โดยสามารถแบงลักษณะโคโลนีไดเปน 5 กลุมคือ 
 กลุมที่ 1 โคโลนีคอนขางกลม โคงนูนขึ้นจากผิวหนาอาหาร สีขาวถึงสีครีม ผิวเปนมันแต
ไมวาว เมื่อใชลวดเขี่ยเชื้อ (loop) แตะโคโลนีจะเหนียวติดกับผิวหนาอาหาร ไดแกไอโซเลต 
BSD203 และ B. subtilis 
 กลุมที่ 2 โคโลนีคอนขางกลม หรือรูปรางไมแนนอน แบนราบไปกับผิวหนาอาหาร ขอบ
เรียบหรือหยัก สีขาวถึงครีม ผิวดานทึบแสง เมื่อใชลวดเขี่ยเชื้อแตะโคโลนีจะเหนียวติดกับผิวหนา
อาหาร ไดแกไอโซเลต BSD101, BSD603 และ BSN301 
 กลุมที่ 3 โคโลนีรูปรางไมแนนอน ลักษณะคลายหยักสมอง นูนตรงกลาง ขอบเปนหยัก สี
ขาวถึงครีม ผิวดาน เมื่อใชลวดเขี่ยเชื้อแตะโคโลนีหลุดออกไดงาย ไดแก ไอโซเลต BSD405, 
BSN201, BSN304, BSN502 และ BSN603  
 กลุมที่ 4 โคโลนีรูปรางกลมหรือไมแนนอน นูนตรงกลาง ขอบเรียบ สีขาวถึงครีม ทึบแสง 
เมื่อใชลวดเขี่ยเชื้อแตะโคโลนีจะเหนียวติดกับผิวหนาอาหาร ไดแก ไอโซเลต BSD406 

ก ข ค ง 
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 กลุมที่ 5 โคโลนีรูปรางกลมหรือไมแนนอน นูนสูงทั้งโคโลนี ผิวเรียบถึงหยักเปนลอน สี
ขาวถึงครีม เมื่อใชลวดเขี่ยเชื้อแตะโคโลนีจะเหนียวติดกับผิวหนาอาหาร ไดแกไอโซเลต BSD502, 
BSD604 และ BSD501 
 ลักษณะของเซลล ผลการศึกษาลักษณะของเซลลโดยการยอมดวย crystal violet พบรูปราง
เปน rod มีขนาดแตกตางกันไป โดยมีขนาดตั้งแต 0.62-1.02x1.5-3.0 ไมโครเมตร สวนสปอรมี
ลักษณะเปนรูปไข ทรงกระบอก และกลม ตําแหนงของสปอรอยูตรงกลาง หรือคอนไปทางปลาย
เซลล เซลลไมโปงออก สวนของเซลลแบคทีเรียมีสีขาวไมติดสียอมของ malachite gree 
 4.9.2 การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อ Bacillus spp. 
  1. การติดสีแกรม 
   พบวาเชื้อ Bacillus spp. ทุกไอโซเลตยอมติดสีมวงของ crystal violet 
แสดงวาเชื้อเปนแบคทีเรียแกรมบวก 
  2. การทดสอบคุณสมบัติในการยอยแปง 
   จากการเลี้ยงเชื้อ Bacillus spp. แตละไอโซเลต บนอาหาร starch agar เมื่อ
เท Logol’s iodine ทวมผิวอาหาร พบบริเวณใสรอบโคโลนีของ Bacillus จํานวน 12 ไอโซเลต 
แสดงวาสามารถยอยแปงได ยกเวนไอโซเลต BSN502 ไมสามารถยอยแปงได (ตารางที่ 4.34) 
  3. การทดสอบแคตาเลส 
   เมื่อหยด 3% H2O2 ลงบนสไลดที่มีเชื้อ Bacillus spp. พบวาเกิดฟองแกส
ขึ้นทุกไอโซเลต แสดงวาสามารถสรางเอนไซมแคตาเลสได (ตารางที่ 4.34) 
  4. การทดสอบการยอยเคซีน 
   เมื่อเล้ียงเชื้อ Bacillus spp. ทุกไอโซเลต บนอาหาร casein agar เปนเวลา 2 
สัปดาห พบบริเวณใสรอบโคโลนี แสดงวาทุกไอโซเลตสามารถยอยเคซีนได (ตารางที่ 4.34) 
  5. การทดสอบการยอยเจลาติน 
   เมื่อเล้ียงเชื้อ Bacillus spp. ในอาหาร gelatin media ตรวจสอบผลทุก 1 
สัปดาห เปนเวลา 4 สัปดาห เมื่อเอียงหลอดอาหารขณะที่บมไวที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส พบวา
หลอดที่ทําการปลูกเชื้อ Bacillus spp. ทุกไอโซเลต มีลักษณะเหลวแสดงวาทุกไอโซเลตสามารถ
ยอยเจลาตินได (ตารางที่ 4.34) 
  6. การทดสอบการหมักคารโบไฮเดรต 
   เมื่อทําการปลูกเชื้อ Bacillus spp. แตละไอโซเลต ในอาหาร carbohydrate 
fermentation broth ผสมแหลงคารบอน พบวาทุกไอโซเลตสามารถสรางกรดจากน้ําตาล glucose, 
mannitol และ sucrose โดยเปลี่ยนสีอาหารจากสีน้ําตาลเปนสีแดง ในขณะที่มีเฉพาะไอโซเลต 
BSD101, BSD203, BSD406, BSD405 และ BSN304 ที่สามารถสรางกรดจากน้ําตาล maltose ได 
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และเฉพาะไอโซเลต BSD101, BSD203, BSN603, BSD406 และ BSD604 สามารถสรางกรดจาก
น้ําตาล xylose ได แตไมพบวามีไอโซเลตใดที่สามารถสรางกรดจากน้ําตาล lactose หรือสรางแกส
จากน้ําตาลแตละชนิด (ตารางที่ 4.34,  รูปที่ 4.9) 
  7. การทดสอบการทนเกลือ 
   พบวาเชื้อ Bacillus spp. ทุกไอโซเลต สามารถเจริญบนอาหาร NA ผสม 
NaCl 2, 5, 7 และ 10% ได (ตารางที่ 4.34)  
  8. การทดสอบการทนความรอน 
   พบวาเชื้อ Bacillus spp. แตละไอโซเลต มีความสามารถในการทนความ
รอนแตกตางกัน โดยสามารถเจริญไดในชวงอุณหภูมิ 15-55 องศาเซลเซียส (ตารางที่ 4.34) 

4.9.3 การบงชี้ชนิดของเชื้อ Bacillus spp. โดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) 
  เมื่อนําเชื้อ Bacillus spp. จํานวน 14 ไอโซเลต มาสกัดดีเอ็นเอใชเปนดีเอ็นเอ

ตนแบบในการเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (polymerase chain reaction, PCR) ใน
สวน 16S rDNA โดยใชไพรเมอร  B-K1/F และ B-K1/R1 พบวาสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ
ดังกลาวไดทุกไอโซเลต และจากการวิเคราะหดวยเทคนิคอะกาโรลเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส (agarose 
gel electrophoresis) พบวาไดช้ินดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 1.1 bp ดังรูปที่ 4.10 เมื่อนําผลิตภัณฑ 
PCR จากบริเวณ 16S rDNA ของเชื้อ Bacillus spp. ทั้ง 14 ไอโซเลต ไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอ-
ไทด (sequence) และนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปเปรียบเทียบความเหมือนหรือความ
คลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของ GenBank พบวาขอมูลนิวคลีโอไทดของเชื้อ Bacillus spp. ทุก
ไอโซเลต มีความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของ B. subtilis ในระดับ 99 เปอรเซ็นต ดังตารางที่ 
4.33  

  เนื่องจากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของทุกไอโซเลตมีความเหมือนกับเชื้อ B. 
subtilis แตขอมูลทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีของแตละไอโซเลตมีความแตกตางกัน
คอนขางมาก การระบุชนิดของเชื้อ Bacillus spp. โดยใชลําดับนิวคลีโอไทดจึงไมสามารถนํามาใช
ได 
  เมื่อนําขอมูลทางดานสัณฐานวิทยา และชีวเคมีของเชื้อ Bacillus spp. มาใชจัด
จําแนกสามารถแบงไดเปน 4 กลุม คือ 
  กลุมที่ 1 ไดแกไอโซเลต BSD101, BSD203 และ BSD604 ลักษณะโคโลนีรูปราง
กลม หรือไมแนนอน ผิวดานหรือมัน อาจมีรอยยน มีสีขาวครีมหรือน้ําตาล แพรกระจายบนอาหาร
ไดดี สปอรรูปไข ตําแหนงอยูกลางเซลล เซลลไมโปงออก สามารถสรางกรดจากน้ําตาล glucose, 
mannitol, sucrose, xylose และ fructose แตไมสามารถสรางกรดจากน้ําตาล lactose สามารถเจริญ
ไดที่ pH 5 ทนเกลือไดถึง 10% NaCl เจริญไดที่อุณหภูมิสูงสุด 50 องศาเซลเซียส ลักษณะดังกลาว



 

 

88

ใกลเคียงกับลักษณะของเชื้อ B. subtilis 98 เปอรเซ็นต (Sneath, Mair, Sharpe and Holt, 1986) 
(ตารางที่ 4.34 , รูปที่ 4.11) 
  กลุมที่ 2 ไดแกไอโซเลต BSD405, BSD406, BSD502, BSN301 และ BSN304 
ลักษณะโคโลนีมีความแตกตางกัน สีขาวถึงครีม ผิวเรียบหรือหยักขอบยกสูง สามารถสรางกรดจาก
น้ําตาล glucose, mannitol, sucrose และ fructose แตไมสรางกรดจากน้ําตาล lactose, xylose เจริญ
ไดที่ pH 5 ทนเกลือไดถึง 10% NaCl เจริญไดที่อุณหภูมิสูงสุด 50 องศาเซลเซียส จากลักษณะ
ดังกลาวใกลเคียงกับลักษณะของเชื้อ B. firmus 97 เปอรเซ็นต (Sneath, Mair, Sharpe and Holt, 
1986) (ตารางที่ 4.3, รูปที่ 4.12) 
  กลุมที่ 3 ไดแกไอโซเลต BSD603 และ BSN201 ลักษณะโคโลนีนูนขึ้นจากอาหาร 
สีขาวถึงครีม ขอบหยักหรือไมแนนอน สามารถสรางกรดจากน้ําตาล glucose, mannitol, sucrose 
และ fructose แตไมสรางกรดจากน้ําตาล maltose, lactose และ  xylose เจริญไดที่ pH 5 ทนเกลือได
ถึง 10% NaCl เจริญไดที่อุณหภูมิสูงสุด 55 องศาเซลเซียส จากลักษณะดังกลาวใกลเคียงกับลักษณะ
ของเชื้อ B. pantothenticus 97 เปอรเซ็นต (Sneath, Mair, Sharpe and Holt, 1986) (ตารางที่ 4.34, รูป
ที่ 4.13) 
  กลุมที่ 4 ไดแกไอโซเลต BSN501, BSN502 และ BSN603 ลักษณะโคโลนีมีความ
แตกตางกันขึ้นอยูกับอาหาร สีขาวถึงครีม สปอรมีลักษณะกลม สามารถสรางกรดจากน้ําตาล 
glucose, mannitol, sucrose และ fructose แตไมสรางกรดจากน้ําตาล maltose, lactose และ xylose 
เจริญไดที่ pH 5 ทนเกลือไดถึง 10% NaCl เจริญไดที่อุณหภูมิสูงสุด 55 องศาเซลเซียส จากลักษณะ
ดังกลาวใกลเคียงกับลักษณะของเชื้อ B. megaterium  98 เปอรเซ็นต (Sneath, Mair, Sharpe and 
Holt, 1986) (ตารางที่ 4.34, รูปที่ 4.14) 
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รูปท่ี 4.9 ตัวอยางการทดสอบเชื้อ Bacillus spp. ทางชีวเคมี 
  ก. ลักษณะการยอยแปงเกิดเปนบริเวณใสรอบโคโลนี 
  ข. ลักษณะการยอยเคซีนเกิดเปนบริเวณใสรอบโคโลน ี
  ค. ลักษณะการเกิดกรดจากการใชน้ําตาล สีอาหารเปลี่ยนจากสีน้ําตาล (-) เปนสีแดง (+) 
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รูปท่ี 4.10 ขนาดชิ้นสวนดีเอน็เอในสวน 16S rDNA ของเชื้อ Bacillus spp. เมื่อเพิ่มปริมาณ 
                   ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร 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 การบงชี้ชนิดของเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลตตาง ๆ โดยการเปรียบเทยีบลําดับ 
                      นิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA กับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมลูของ 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. ที่ผานการคัดเลือกประสิทธิภาพในการควบคุมโรคองุนที่เกิดจากเชื้อรา เปรียบเทียบกับคุณสมบัติของ 
B.subtilis (BS), B. firmus (BF), B. pantothenticus (BP) และ B. megaterium (BM)  อางอิงจาก  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. ที่มีลักษณะใกลเคยีงกับเชื้อ B. subtilis 

        ภาพซาย : จากบนลงลาง ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลต BSD101,  
                          BSD203 และ BSD604 

                      ภาพขวา : จากบนลงลาง ลักษณะสปอรและเซลลของเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลต  
                                        BSD101, BSD203 และ BSD604   
     
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

5 µ 
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 รูปท่ี 4.12 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. ที่มีลักษณะใกลเคยีงกับเชื้อ B. firmus 
          ภาพซาย : จากบนลงลาง ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลต BSD405,  
                           BSD406, BSD502, BSN301 และ BSN304 
          ภาพขวา  : จากบนลงลาง ลักษณะสปอรและเซลลของเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลต  
                             BSD405, BSD406, BSD502, BSN301 และ BSN304 
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รูปท่ี 4.13 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. ที่มีลักษณะใกลเคยีงกับเชื้อ 
                            B. pantothenticus 
                        ภาพบน : จากซายไปขวา ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลต BSD603   

                            และ BSN201 
                        ภาพลาง : จากซายไปขวา ลักษณะสปอรและเซลลของเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลต                 
                                          BSD603  และ BSN201  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5 µ 5 µ 
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รูปท่ี 4.14 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. ที่มีลักษณะใกลเคยีงกับเชื้อ 
                            B. megaterium  
                       ภาพบน : จากซายไปขวา ลักษณะโคโลนีของเชื้อ Bacillus spp. ไอโซเลต BSN501, 
              BSN502  และ BSN603     

         ภาพลาง  : จากซายไปขวา ลักษณะสปอรและเซลลของเชื้อ 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 บมที่อุณหภูมิ 27-30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5-7 วัน พบวาสามารถแบงไดเปน 
4 กลุม ตามสีของโคโลนี คือ 

กลุมที่1 โคโลนีสีเทาอมดํา ไดแก ไอโซเลต SSR203, SSR107, SSH211, SSH213, 
SYR107 และ SHH202  

กลุมที่ 2 โคโลนีสีเทาอมขาว ไดแกไอโซเลต SSH209, SSH216 และ SYR205  
กลุมที่ 3 โคโลนีสีมวงอมขาว ไดแกไอโซเลต SHR103  
กลุมที่ 4 โคโลนีสีเขียวอมเทา ไดแกไอโซเลต SHR106  
  จากลักษณะของสายสปอรสามารถแบงออกเปน 2 กลุม คือ ไอโซเลตที่สรางสปอร

มีลักษณะเปนสายตรง ไดแกไอโซเลต SSR203, SSR107, SSH216 และ SYR205 และไอโซเลตที่
สรางสปอรที่มีลักษณะเปนเกลียว ไดแก ไอโซเลต SSH209, SSH211, SSH213, SYR107, SHH202, 
SHH103 และ SHH106 

  เมื่อจัดแบงตามสีของอาหารที่เปลี่ยนหลังการเลี้ยงเชื้อ สามารถแบงเปน 2 กลุม คือ 
กลุมที่ 1 ทําใหอาหารมีสีเปลี่ยนจากเดิม ไดแกไอโซเลต SSR203, SSR107, SSH209, SSH216, 
SYR205, SYR107, SHH202, SHR103 และ SHR106 กลุมที่ 2 ไมทําใหสีของอาหารเปลี่ยน ไดแก
ไอโซเลต SSH211 และ SSH213 
 4.9.5 การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อ Streptomyces spp. 
  1. การติดสีแกรม 
   พบวาเชื้อ Streptomyces spp. ทุกไอโซเลตยอมติดสีมวงของ crystal violet 
แสดงวาเชื้อเปนแบคทีเรียแกรมบวก 
  2. การทดสอบการยอยเคซีน 
   เมื่อเล้ียงเชื้อ Streptomyces spp. ทุกไอโซเลต บนอาหาร casein agar เปน
เวลา 2 สัปดาห พบบริเวณใสรอบโคโลนีเพียง 2 ไอโซเลต คือ SSH211 และ SSH213 ที่สามารถ
ยอยเคซีนได (ตารางที่ 4.36) 
  3. การทดสอบการยอยเจลาติน 
   เมื่อเล้ียงเชื้อ Streptomyces spp. ในอาหาร gelatin media ตรวจสอบผลทุก 
1 สัปดาห เปนเวลา 4 สัปดาห เมื่อเอียงหลอดอาหารขณะที่บมไวที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส พบวา 
ไอโซเลต SSR107, SSH209, SSH211, SSH213, SHH202, SHR103 และ SHR106 มีลักษณะเหลว
แสดงวาสามารถยอยเจลาตินได (ตารางที่ 4.36) 
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  4. การทดสอบการใชคารโบไฮเดรตเปนแหลงคารบอน 
   เมื่อทําการปลูกเชื้อ Streptomyces spp. แตละไอโซเลต บนอาหาร basal 
mineral salts medium ผสมแหลงคารบอน พบวาทุกไอโซเลตสามารถใชน้ําตาล glucose และ 
manitol เปนแหลงคารบอนได ในขณะที่ไอโซเลต SSH211, SHR103 และ SHR106 ไมสามารถใช
น้ําตาล fructose ไอโซเลต SSR107 ไมสามารถใชน้ําตาล inositol ไอโซเลต SSR107 และ SSH211 
ไมสามารถใชน้ําตาล sucrose และเฉพาะ SSH211 และ SHR103 ไมสามารถใชน้ําตาล xylose ได 
(ตารางที่ 4.36) 
  5. การทดสอบการทนเกลือ 
   พบวา Streptomyces spp. ไอโซเลต SSH209, SYR205 และ SHH202 ไม
สามารถเจริญบนอาหาร Waksman Agar ผสม NaCl 4 เปอรเซ็นต สวนไอโซเลต SSR203, SSR107, 
SSH211, SSH213, SSH216, SYR107, SHR103 และ SHR106 สามารถเจริญบนอาหาร Waksman 
Agar ผสม NaCl ไดสูงสุดไมเกิน 7 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 4.36)  
  6. การทดสอบการทนความรอน 
   พบวาเชื้อ Streptomyces spp. แตละไอโซเลตมีความสามารถในการทนความ
รอนไดแตกตางกัน โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญคือ 37 องศาเซลเซียส โดยอุณหภูมิต่ําสุดที่
สามารถเจริญได 10 องศาเซลเซียส ไดแก ไอโซเลต SSR203, SSR107, SSH209 และ SSH216 และ
อุณหภูมิสูงสุดที่สามารถเจริญได 45 องศาเซลเซียส ไดแก ไอโซเลต SSR203, SSH211, SSH213 และ 
SYR107 (ตารางที่ 4.36) 
 4.9.6 การบงชี้ชนิดของเชื้อ Streptomyces spp. โดยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR)   
  เมื่อนําเชื้อ Streptomyces spp. จํานวน 11 ไอโซเลต มาสกัดดีเอ็นเอเพื่อใชเปนตน 
แบบในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (polymerase chain reaction, PCR) ใน
สวน 16S rDNA โดยใชไพรเมอร STR1F และ STR1530R พบวาสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ บริเวณ
ดังกลาวไดทุกไอโซเลต และจากการวิเคราะหการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคอะกาโรล
เจลอิเล็กโทสโฟรีซีส (agarose gel electrophoresis) พบวาไดช้ินดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 1.5 bp ดัง
รูปที่ 4.15 เมื่อนําผลิตภัณฑ PCR จากบริเวณ 16S rDNA ของเชื้อ Streptomyces spp. ทั้ง 11 ไอโซเลต 
ไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด (sequence) และนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปเปรียบเทียบ
ความเหมือนหรือความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของ GenBank พบวาขอมูลนิวคลีโอไทดมี
ความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทดของ Streptomyces spp. ใน GenBank ดังตารางที่ 4.35 
  เมื่อนําขอมูลทางสัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางชีวเคมี และขอมูลลําดับนิวคลี-  
โอไทด มาทําการเปรียบเทียบสามารถจัดจําแนกเชื้อ Streptomyces spp. ไดทั้งหมด 10 ชนิด คือ 
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ชนิดที่ 1 ไดแก ไอโซเลต SSR203 โคโลนีมีสีเทาอมเขียว เมื่ออายุของเชื้อมากจะมีสีเทาอม
ดํา สปอรเปนสายตรงผสมกับแบบเกลียว เปลี่ยนสีอาหารเปนสีน้ําตาล ไมสราง melanin pigment 
สามารถใชน้ําตาล glucose, fructose, manitol, inositol, sucrose และ xylose เปนแหลงคารบอนไดดี 
เจริญไดที่อุณหภูมิต่ําสุด 10 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุด 45 องศาเซลเซียส เจริญไดที่ pH 7 
ทนเกลือไดถึง 7% NaCl ซ่ึงมีลักษณะใกลเคียงกับเชื้อ S. cellulosae (Williams, Sharpe, and Holt, 
1989) (ตารางที่ 4.36, รูปที่ 4.16 ) แตเมื่อเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดกลับมีความคลายกับ
เชื้อ Cupriavidus respiraculi และ C. taiwanensis  แตเดิมจัดอยูในจีนัส Ralstonia เปนแบคทีเรีย    
แกรมลบ เปนพวก chemoheterotrophic หรือ chemolithotrophic สามารถเจริญไดสภาพที่มีความ
เขมขนของสารพิษพวกโลหะหนัก (Vandamme and Coenye, 2004) (ตารางที่ 4.34) 
 ชนิดที่ 2 ไดแกไอโซเลต SSR107 โคโลนีมีสีเทาอมดํา ระยะแรกโคโลนีมีสีเหลืองอมเขียว 
เปลี่ยนสีอาหารเปนสีเหลืองอมน้ําตาล ไมสราง melanin pigment สปอรเปนสายตรงผสมกับแบบ
เกลียว สามารถใชน้ําตาล glucose, fructose, manitol และ xylose เปนแหลงคารบอนไดดี เจริญไดที่ 
pH 7 ทนเกลือไดถึง 7% NaCl สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิต่ําสุด 10 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูง 
สุด 37 องศาเซลเซียส เมื่อเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด มีความคลายกับเชื้อ S. globisporus 
และ S. spectabilis  แตเมื่อเปรียบเทียบขอมูลทางสัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางชีวเคมี พบวามี
ลักษณะใกลเคียงกับเชื้อ S. globisporus มากกวา S. spectabilis  (Williams, Sharpe, and Holt, 1989)  
(ตารางที่ 4.36, รูปที่ 4.17 )  
 ชนิดที่ 3 ไดแกไอโซเลต SSH209 โคโลนีมีสีเทาอมขาว เปลี่ยนสีของอาหารเปนสีน้ําตาล 
สราง melanin pigment สปอรเปนสายตรงผสมแบบเกลียว สามารถใชน้ําตาล glucose, fructose, 
manitol, inositol, sucrose และ xylose เปนแหลงคารบอนได เจริญไดที่ pH 7 ไมสามารถทนเกลือที่
ความเขมขน 4% NaCl สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิต่ําสุด 10 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุด 37 
องศาเซลเซียส มีลักษณะใกลเคียงกับเชื้อ S. aureoverticillatus 97 เปอรเซ็นต (Williams, Sharpe, 
and Holt, 1989) (ตารางที่ 4.36, รูปที่ 4.18) ซ่ึงผลไปในแนวทางเดียวกันกับการเปรียบเทียบขอมูล
ลําดับ นิวคลีโอไทด (ตารางที่ 4.34) 
 ชนิดที่ 4 ไดแกไอโซเลต SSH211 โคโลนีมีสีเทาอมดํา ในระยะโคโลนีมีสีเขียวอมเทา 
สปอรเปนสายตรงผสมแบบเกลียว สามารถใชน้ําตาล glucose, manitol, inositol และ xylose เปน
แหลงคารบอนไดดี เจริญไดที่ pH 7 ทนเกลือไดถึง 7% NaCl  สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิต่ําสุด 37 
องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุด 45 องศาเซลเซียส มีลักษณะใกลเคียงกับเชื้อ S. gancidicus 95 
เปอรเซ็นต (Williams, Sharpe, and Holt, 1989) (ตารางที่ 4.36, รูปที่ 4.19) ซ่ึงผลไปในแนวทางเดยีว 
กันกับการเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด (ตารางที่ 4.34) 



 

 

99

 ชนิดที่ 5 ไดแกไอโซเลต SSH213 โคโลนีมีสีเทาอมดํา ระยะแรกโคโลนีมีสีเหลืองอมเขียว 
สปอรเปนสายตรง สามารถใชน้ําตาล glucose, fructose, manitol, inositol, sucrose และ xylose เปน
แหลงคารบอนได เจริญไดที่ pH 7 ทนเกลือไดถึง 7% NaCl สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิต่ําสุด 37 
องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุด 45 องศาเซลเซียส มีลักษณะใกลเคียงกับเชื้อ S. ghanaensis 91 
เปอรเซ็นต (Williams, Sharpe, and Holt, 1989) (ตารางที่ 4.36, รูปที่ 4.20) ซ่ึงผลไปในแนวทางเดยีว 
กันกับการเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด (ตารางที่ 4.34) 

ชนิดที่ 6 ไดแกไอโซเลต SSH216 โคโลนีมีสีเทาอมขาว เปลี่ยนสีอาหารเปนสีน้ําตาล สปอร
เปนสายตรงผสมแบบเกลียว สามารถใชน้ําตาล glucose, fructose, manitol, inositol, sucrose และ 
xylose เปนแหลงคารบอนได เจริญไดที่ pH 7 ทนเกลือไดถึง 7% NaCl สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ
ต่ําสุด 10 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุด 37 องศาเซลเซียส ซ่ึงมีลักษณะใกลเคียงกับเชื้อ S. 
chattanoogensis (Williams, Sharpe, and Holt, 1989) (ตารางที่ 4.36, รูปที่ 4.21) แตเมื่อเปรียบเทียบ
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด มีความคลายกับเชื้อ Brucella pinnipediae และ B. melitensis เปน
แบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรางแบบ coccobacillus ตองการออกซิเจนในการเจริญเติบโต เปนเชื้อ
สาเหตุที่ทําใหเกิดโรคแทงติดตอในสัตว (Brucellosis) สามารถติดตอถึงคนไดโดยการสัมผัสหรือ
กินผลิต ภัณฑจากสัตว (2004) (ตารางที่ 4.34) 
 ชนิดที่ 7 ไดแกไอโซเลต SYR205 โคโลนีมีสีเทาอมขาว เปลี่ยนสีอาหารเปนสีน้ําตาล สราง 
melanin pigment สปอรเปนสายตรง สามารถใชน้ําตาล glucose, fructose, manitol, inositol, sucrose 
และ xylose เปนแหลงคารบอนไดดี เจริญไดที่ pH 7 ไมสามารถทนเกลือที่ความเขมขน 4% NaCl 
สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีลักษณะใกลเคียงกับเชื้อ S. noboritoensis (Williams, 
Sharpe, and Holt, 1989) (ตารางที่ 4.36, รูปที่ 4.22) แตเมื่อเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดมี
ความคลายกับเชื้อ Arsenic resistant soil bacterium เปนแบคทีเรียที่สามารถเจริญไดในสภาพที่มี
ความเขมขนของสารโลหะหนัก (ตารางที่ 4.34) 
 ชนิดที่ 8 ไดแกไอโซเลต SYR107 โคโลนีมีสีเทาอมดํา เปลี่ยนสีอาหารเปนสีน้ําตาล สราง 
melanin pigment สปอรเปนสายตรงผสมแบบเกลียว สามารถใชน้ําตาล glucose, fructose, manitol, 
inositol, sucrose และ xylose เปนแหลงคารบอนไดดี เจริญไดที่ pH 7 ทนเกลือไดถึง 7% NaCl 
สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิต่ําสุด 37 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูงสุด 45 องศาเซลเซียส มีลักษณะ
ใกลเคียงกับเชื้อ S. rameus 99 เปอรเซ็นต (Williams, Sharpe, and Holt, 1989) (ตารางที่ 4.36, รูปที่ 
4.23) ซ่ึงผลไปในแนวทางเดียวกันกับการเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด (ตารางที่ 4.34) 
 ชนิดที่ 9 ไดแกไอโซเลต SHH202 โคโลนีมีสีเทาอมดํา เปลี่ยนสีอาหารเปนสีน้ําตาล สปอร
เปนสายตรงผสมแบบเกลียว สามารถใชน้ําตาล glucose, fructose, manitol, inositol และ xylose 
เปนแหลงคารบอนได เจริญไดที่ pH 7 ไมสามารถทนเกลือได สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 37 องศา
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เซลเซียส มีลักษณะใกลเคียงกับเชื้อ S. malaysiensis 95 เปอรเซ็นต (Williams, Sharpe, and Holt, 
1989) (ตารางที่ 4.36, รูปที่ 4.24) ซ่ึงผลไปในแนวทางเดียวกันกับการเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลี
โอไทด (ตารางที่ 4.34) 
 ชนิดที่ 10 ไดแกไอโซเลต SHR103 และ SHR106 โคโลนีมีสีเทาอมเขียว สีมวงอมขาว 
หรือสีมวง เปลี่ยนสีอาหารเปนสีน้ําตาลหรือสีสมแดงอมมวง สราง melanin pigment สปอรเปน
เกลียวผสมแบบสายตรง สามารถใชน้ําตาล glucose, manitol, inositol, sucrose และ xylose เปน
แหลงคารบอนไดดี เจริญไดที่ pH 7 ทนเกลือไดถึง 7% NaCl สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส มีลักษณะใกลเคียงกับเชื้อ S. cyaneus 97 เปอรเซ็นต (Williams, Sharpe, and Holt, 1989) 
(ตารางที่ 4.36, รูปที่ 4.25 และ 4.26) ซ่ึงผลไปในแนวทางเดียวกันกับการเปรียบ เทียบขอมูลลําดับ   
นิวคลีโอไทด (ตารางที่ 4.34) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.15 ขนาดชิ้นสวนดีเอน็เอในสวน 16S rDNA ของเชื้อ Streptomyces spp. เมื่อเพิ่ม 
                  ปริมาณดวยเทคนคิ PCR จากการใชไพรเมอร 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 การบงชี้ชนิดของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลตตาง ๆ โดยการเปรียบเทียบ     
                      ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA กบัลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของ   
                      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. ที่มีศักยภาพในการควบคุมโรคขององุนที่เกิดจากเชื้อราเปรียบเทียบกับคุณสมบัติของ 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 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSR203 ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. cellulosae 
 
 
 
 
  
 
 
 
รูปท่ี 4.17 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSR107 ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. globisporus 
 
  
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.18 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSH209 ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. aureoverticillatus 
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รูปท่ี 4.19 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSH211ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. gancidicus 
 
 
  
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.20 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSH213 ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. ghanaensis 
 
  
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.21 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSH216 ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. chattanoogensis 
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รูปท่ี 4.22 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SYR205 ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. noboritoensis 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.23 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SYR107 ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. rameus 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.24 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SHH202 ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. malaysiensis 
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รูปท่ี 4.25 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SHR103 ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. cyaneus 
 
  
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 4.26 ลักษณะโคโลนีและสายสปอรของเชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SHR106 ที่มีลักษณะ  
                 ใกลเคียงกับเชื้อ S. cyaneus 
 
 
 
 
 



บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
 จากการคัดเลือกเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. จากดินในแหลงปลูกองุนในเขต
จังหวัดนครราชสีมา และอุบลราชธานี นํามาทดสอบประสิทธิภาพ และศึกษากลไกในการควบคุม
เชื้อราสาเหตุโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุนในสภาพหองปฏิบัติการ จนถึงระบุชนิดของ
เชื้อที่มีศักยภาพในการควบคุมโรคขององุนสามารถสรุปผลการศึกษาทดลองไดดังนี้ 
 

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

  สามารถแยกเชื้อ Bacillus spp. ได 55 ไอโซเลตจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยี
สุรนารี จากแปลงที่ไมมีการแพรระบาดของโรค จํานวน 24 ไอโซเลต จากแปลงที่มีการแพรระบาด
ของโรคจํานวน 31 ไอโซเลต  และ 80 ไอโซเลตจากอําเภอปากชอง โดย 53 ไอโซเลตไดจากแปลงที่
ไมมีการแพรระบาดของโรค และ 27 ไอโซเลต จากแปลงที่มีการแพรระบาดของโรค การแยกเชื้อ 
Bacillus spp. ในแตละสภาพแปลงปลูกสามารถแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษไดทุกแหลงและมีความ
หลากหลาย เนื่องจากเชื้อ Bacillus spp. มักพบทั่วไปในธรรมชาติ ทุกสภาพแวดลอม เพราะสปอรที่
แบคทีเรียสรางทนทานตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมได สภาพแวดลอมที่แตกตางกันทําให
จํานวนและชนิดของ Bacillus spp. มีความหลากหลาย จากการแยกเชื้อ Bacillus spp.โดยวิธีการนํา 
มาผานความรอนโดยการตมที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 10-20 นาที หรือที่ 100 องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาที นั้นทําใหแยกเชื้อ Bacillus spp. ไดเฉพาะที่อยูในระยะที่สรางสปอรเทานั้น เนื่องจาก
สามารถทนความรอนสูงได ในขณะที่ระยะ vegetative cell ของเชื้อจะถูกทําลายที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาทีขึ้นไป วิธีการดังกลาวนี้อาจทําใหไมสามารถแยกเชื้อ Bacillus spp. ที่มีอยู
ทั้งหมดได สําหรับจํานวนเชื้อที่แยกไดหากพิจารณาจากแปลงที่มีและไมมีการระบาดของโรคของ
ฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีแลวจะเห็นวามีความแตกตางกันนอยมาก เมื่อเทียบกับแปลง
ของเกษตรกรในอําเภอปากชอง ที่พบเชื้อ Bacillus spp. มากกวาเกือบสองเทาในแปลงที่มีการ
ควบคุมโรค (ไมมีการระบาดของโรค) เหตุที่เปนเชนนั้นอาจเปนเพราะความแตกตางของชนิดดินที่
ใชปลูก คือดินในแปลงมหาวิทยาลัยเปนดินชุดลพบุรี ลักษณะดินเปนดินตะกอน เหนียวจัด ระบาย
น้ําเลว ขณะที่ดินอําเภอปากชองเปนดินชุดปากชอง ดินมีลักษณะรวนปนทราย มีความอุดมสมบูรณ
สูง  ระบายน้ําดี  อีกทั้งความเปนกรด-ดางของดิน  ซ่ึงมีผลตอการเจริญของจุลินทรียในดิน 
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โดยมุกดา สุขสวัสดิ์ (2544) กลาวไววาระดับ pH ของดินมีผลกระทบตอกิจกรรมและปริมาณของ   
จุลินทรียในดิน เชน แบคทีเรียทํางานไดดีเมื่อดินมีระดับ pH ใกลเปนกรดออนหรือเปนกลาง และ
เมื่อดินเปนกรดมากขึ้นกิจกรรมของจุลินทรียจะนอยลงตามลําดับ และPriest (1989) อางถึงใน 
Rosovitz et al., (1998) พบวา Bacillus spp. ที่พบจะแตกตางกันตามชนิดของดิน เชน B. subtilis, B. 
lichemiformis และ B. cereus ไมตองการสารประกอบในอาหารมากนัก สามารถพบไดในดินที่มีแร
ธาตุต่ํา B. polymyxa และ B. azotofixans พบในดินรอบ ๆ รากพืชที่มีธาตุอาหาร สวน B. macerans 
และ B. circulans ตองการสารประกอบอาหารที่ซับซอนและพบในเศษซากพืชที่ยอยสลาย นอกจาก
เหตุผลดังกลาวแลวความแตกตางของจํานวนเชื้อที่แยกไดอาจเกิดจากวิธีการและชนิดของสารเคมีที่
ใช ในแปลงมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ซ่ึงมีการใชสารเคมีตามคําแนะนําของนักวิชาการและ
ใชเทาที่จําเปน ในขณะที่แปลงของเกษตรกรใชสารเคมีพรํ่าเพรื่อกวาและอาจใชชนิดที่ไมถูกกับโรค 
การใชสารเคมีในลักษณะดังกลาวอาจสงผลในการยับยั้งเชื้อที่เปนปฏิปกษกับ Bacillus spp. ในดิน 
ทําใหแปลงที่ไมมีการระบาดของโรค เนื่องจากมีการใชสารกําจัดเชื้อราบอยครั้งมากกวาสามารถ
ตรวจพบจํานวนเชื้อ Bacillus spp. ไดมากกวา การใชสารกําจัดศัตรูพืชตาง ๆ ที่ใชกับพืชและดิน
แมวาจะสามารถควบคุมศัตรูพืช แตอาจจะมีผลกระทบตอจุลินทรียในดินได อยางเชน การใชสาร
กําจัดวัชพืชจําพวก 6, 7-dihydrodipyrido (1, 2-a : 2´-c) pyrazinediium (diquat) และ 4-hydroxy-3, 
5-diiodobenzonitrile (ioxynil) ที่ระดับความเขมขน 25 µg/ml, 1, 1´-dimethyl-4, 4´-bipyridinium 
(paraquat) ที่ระดับความเขมขน 50 µg/ml และ pentachlorophenol (PCP) ที่ระดับความเขมขน 10 
µg/ml มีผลในการยับยั้งเชื้อ Erwinia carotovora สวนเชื้อ Pseudomonas fluorescens ถูกยับยั้งโดย 
สารจําพวก paraquat และ pentachlorophenol ที่ระดับความเขมขน 25 µg/ml และ4-amino-3, 5, 6-
trichloropicolinic acid (picloram) ที่ระดับความเขมขน 50 µg/ml แตจะถูกกระตุนดวยสารจําพวก 4-
(methylsulfonyl)-2, 6-dinitro-N, N-dipropylaniline (nitralin) ที่ระดับความเขมขน 25 µg/ml 
ในขณะที่เชื้อ Bacillus spp. ถูกยับยั้งโดยสารจําพวก diquat ที่ระดับความเขมขน 25 µg/ml, ioxynil 
ที่ระดับความเขมขน10 µg/ml, paraquat และ pentachlorophenol ที่ระดับความเขมขน 5 µg/ml 
(Breazeale and Camper, 1972)   
 5.1.2 การแยกเชื้อ Streptomyces spp. 
   การแยกเชื้อ Streptomyces spp. จากดินที่ผานการอบที่อุณหภูมิสูง (120 องศา
เซลเซียส) นาน 1-2 ช่ัวโมงนั้น มีสาเหตุเนื่องจากตูอบมีปญหาในการควบคุมอุณหภูมิและเวลา ซ่ึง
ปกติใชเวลาเพียง 5-10 นาที เพื่อใหดินแหงเทานั้น สามารถแยกเชื้อ Streptomyces spp. ไดจํานวน
นอยมาก เมื่อเปรียบเทียบกับดินที่ทําใหแหงโดยการผึ่งลมที่อุณหภูมิหอง (27-30 องศาเซลเซียส) 
ในขณะที่ดินจากแปลงคุณสมยศไมพบเลย อาจมีสาเหตุจากอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ที่ใชอบใช
เวลานานเกินไป วิธีการแยกเชื้อโดยวิธีดังกลาวจึงไมเหมาะสมที่จะใชแยกเชื้อ Streptomyces spp. 
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การใชอุณหภูมิสูงอบดินกอนนํามาแยกเชื้อ Streptomyces spp. ใชหลักการที่วาเชื้อ Streptomyces 
spp. สวนใหญสามารถเจริญอยูในกองปุยหมักที่มีอุณหภูมิสูงได การกระทําดังกลาวจึงชวยฆาเชื้อ
อ่ืน ๆ ที่ไมทนความรอนและชวยคัดเลือกเชื้อ Streptomyces spp. ที่มีศักยภาพทนความรอนและ
ความแหง ซ่ึงเปนสภาพที่เชื้อจะตองประสบเมื่อนําไปใชเปนเชื้อปฏิปกษ ถึงแมวาการใชอุณหภูมิสูง
สามารถลดปริมาณเชื้อปนเปอนอื่นไดมาก แตก็ทําใหจํานวนของเชื้อ Streptomyces spp. ที่แยกได
ลดลง โดยเชื้อ Streptomyces spp. สามารถเจริญไดในอุณหภูมิที่สูงถึง 40-70 องศาเซลเซียส 
โดยทั่วไปวิธีการที่ใชแยกเชื้อ Streptomyces spp. มีหลายวิธีการขึ้นอยูกับตัวอยางที่ใชในการแยกเชื้อ
ตัวอยางเชน อนันต วงเจริญ (2547) พบวาการผึ่งตัวอยางดินใหแหงที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 48 
ช่ัวโมง เพื่อลดจํานวนเชื้อจุลินทรียปนเปอนที่ไมทนตอความแหง หลังจากนั้นนําดินไปบมที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที และแยกเชื้อในอาหารที่เปน semi-selective media เชน 
AGMA ผสม cycloheximide ปริมาณ 50 ppm ใชแยกเชื้อ Streptomyces spp. ในปุยหมักไดดี สวน
วชิร ใจภักดี (2544) แยกเชื้อ Streptomyces spp.จากตัวอยางดินจากแหลงธรรมชาติในประเทศไทย 
บริเวณปาชายเลน รวม 8 แหลง โดยการนําตัวอยางดินผ่ึงลมใหแหง 2-3 วัน นําตัวอยางดินมา
แขวนลอยในน้ํากลั่นฆาเชื้อ เขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที นาน 30 นาที จากนั้นนําไปบมที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที และแยกเชื้อในอาหาร SCA, SCAN, M3, RH และ HV 
พบวาเชื้อ Streptomyces spp. สามารถเจริญไดทั้งหมด เชื้อ Streptomyces spp. สามารถพบไดทั่วไป
ในธรรมชาติ เนื่องจากมีการเจริญเปนเสนใยและสามารถสรางสปอรได ซ่ึงสปอรเปนโครงสรางที่
สามารถคงอยูไดในดินเปนเวลานาน ไดมีการนําตัวอยางดินที่เก็บไวนานถึง 70 ป (Morita, 1985 
อางถึงในเทพิน เดชนันทรัตน, 2546) มาเพาะเลี้ยง พบวา Streptomyces spp. ยังสามารถเจริญได 
สปอรสามารถคงอยูไดในสภาวะที่มีสารอาหารและน้ําต่ํา ในขณะที่เสนใยจะไมสามารถทนสภาวะ
แหงแลงได (Karagouni et al., 1993 อางถึงในเทพิน เดชนันทรัตน, 2546) Streptomyces spp. อาศัย
ในชั้นผิวหนาดินไดดีและสามารถที่จะแขงขันกับแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ ที่อาศัยอยูช้ันผิวหนาดินไดดี 
ขอไดเปรียบของ Streptomyces spp. คือ สามารถแพรกระจายไดในดินที่แหงเนื่องจากการเจริญเปน
เสนใย แตในดินที่เปยกแบคทีเรียสามารถเคลื่อนที่ไดดีกวา (Milus and Rothrock, 1993 อางถึงใน 
เทพิน เดชนันทรัตน, 2546) 
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5.2 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในการ     
      ยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชเบื้องตน 
       5.2.1 เชื้อ Bacillus spp. 
   เมื่อนําเชื้อ Bacillus spp. ที่แยกไดจากดินทั้งหมด 135 ไอโซเลต มาทดสอบการยับ 
ยั้งเชื้อรา P. aphanidermatum, C. ampelinum และ S. rolfsii โดยวิธี dual culture method พบเชื้อที่มี
คุณสมบัติเปนเชื้อปฏิปกษจํานวน 61 ไอโซเลต โดยเชื้อที่มีประสิทธิภาพสูง 5 อันดับแรกในการ
ยับยั้งเชื้อรา P. aphanidermatum ไดแก ไอโซเลต BSN502, BSD604, BSN501, BSD502 และ 
BSN603 ยับยั้งเชื้อ C. ampelinum ไดแกไอโซเลต BSD101, BSN603, BSN501, BSD604 และ 
BSD406 และยับยั้งเชื้อ S. rolfsii ไดแกไอโซเลต BSD203, BSD405, BSN304, BSN201 และ 
BSN301 โดยเชื้อBacillus spp. สวนมากสามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชไดดีเพียงชนิดใดชนิด
หนึ่ง แตบางไอโซเลตสามารถยับยั้งเชื้อ P. aphanidermatum และ C. ampelinum ไดทั้ง 2 ชนิด 
ไดแกไอโซเลต BSD604 และ BSN501 ในขณะที่ไมพบไอโซเลตใดที่สามารถยับยั้งเชื้อไดทั้ง 3 
ชนิด เหตุที่เปนเชนนั้นอาจจะเปนเพราะวาสารปฏิชีวนะที่เชื้อ Bacillus spp. สรางขึ้นมานั้นมีผล
ยับยั้งไดดีกับเชื้อเฉพาะชนิด ดังรายงานของสุปรียา หมื่นกุล (2547) ไดแยกเชื้อ Bacillus spp. จาก
ธรรมชาติจํานวน 440 ไอโซเลต มีเพียง 69 ไอโซเลต ที่มีแนวโนมที่จะนําไปใชประโยชนในการ
ควบคุมโรคพืชเชิงชีววิธีได บางไอโซเลตสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคพืชไดหลาย
ชนิด ทั้งเชื้อสาเหตุโรคในดิน เชนเชื้อรา F. oxysporum f.sp. lycopersici, S. rolfsii และเชื้อแบคทีเรีย 
Ralstonia solanacearum เชื้อสาเหตุโรคไมผลและโรคพืชหลังการเก็บเกี่ยว เชนเชื้อรา C. 
gloeosporioides เปนตน โดยพบวาเชื้อ Bacillus spp. มีกลไกในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุ
โรคพืชหลายแบบ บางไอโซเลตมีความสามารถครอบครองพื้นที่ ในขณะที่บางไอโซเลตสามารถ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อราโดยการสรางสารปฏิชีวนะโดยสังเกตเห็นวงใสที่เกิดขึ้นรอบโคโลนีของ
เชื้อราและแบคทีเรียปฏิปกษ อยางเชื้อ B. subtilis สายพันธุ AP01 สามารถเขาครอบครองพื้นที่กอน
การเจริญเติบโตของเชื้อรา Fusarium roseum ซ่ึงเปนเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวและโคนเนาของกลวยไม 
และเชื้อ Pythium sp. ซ่ึงเปนเชื้อสาเหตุโรครากเนาของสมโอ (มณจันทร เมฆธน, 2536) ในขณะที่
สุมาลี เหลืองสกุลและคณะ (2542) รายงานวาการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืช โดยเชื้อ Bacillus spp. 
นาจะเกิดจากการสรางสารปฏิชีวนะ ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Rosovitz et al., (1998) หรือเกิด
จากการสราง biosurfactant (Edwards and Seddon, 1992) เอนไซมไคติเนส หรือเอนไซมอ่ืน ๆ 
(Frandberg and Schnurer, 1994) ซ่ึงสารปฏิชีวนะจากเชื้อ Bacillus spp. ทําใหเสนใยเชื้อรา R. solani 
มีลักษณะผิดปกติ และผนังเซลลของเสนใยบวมมีผนังหนาขึ้น (สุปรียา หมื่นกุล, 2547) 
 
 



 111

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 พบวาเชื้อ 
Streptomyces spp. ที่มีคุณสมบัติเปนเชื้อปฏิปกษมีจํานวน 73 โดยเชื้อที่มีประสิทธิภาพสูงสุด 5 
อันดับแรกในการยับยั้งเชื้อรา P. aphanidermatum ไดแก SYR107, SHR103, SYR205, SHH202 และ 
SSR107 ยับยั้งเชื้อ C. ampelinum ไดแก SHH202, SSR203, SYR107, SHR106 และ SSH213 ยับยั้ง
เชื้อ S. rolfsii ไดแก SYR205, SSH209, SSH216, SSH213 และ SSH211 โดยเชื้อ Streptomyces spp. 
บางไอโซเลตสามารถยับยั้งเชื้อ P. aphanidermatum และ C. ampelinum ไดแก ไอโซเลต SYR107 
และ SHH202 ยับยั้ง P. aphanidermatum และ S.. rolfsii  ไดแก ไอโซเลต SYR205 ยับยั้ง C. 
ampelinum และ S. rolfsii  ไดแก ไอโซเลต SSH213 ในขณะที่ไมพบไอโซเลตใดที่สามารถยับยั้งเชื้อ
ไดทั้ง 3 ชนิด ความแตกตางในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราสาเหตุโรคอาจมีสาเหตุจากชนิด
ของสารปฏิชีวนะที่เชื้อผลิตได และปลดปลอยออกมา นอกจากนั้นยังพบดวยวาความสามารถในการ
ยับยั้งเชื้อ P. aphanidermatum และ S. rolfsii อยูในระดับคอนขางต่ํา เมื่อเทียบกับความสามารถใน
การยับยั้ง C. ampelinum เนื่องจากเชื้อ Streptomyces spp. มีการเจริญเติบโตที่ชากวาเชื้อราทั้งสอง
ชนิดดังกลาว ทําใหเชื้อ Streptomyces spp. ถูกปกคลุมดวยเชื้อที่ใชทดสอบทําใหเชื้อ Streptomyces 
spp. ไมสามารถแสดงศักยภาพในการเปนเชื้อปฏิปกษไดทางการแกปญหาในการครั้งนี้คือควรทําการ
เล้ียงเชื้อ Streptomyces spp. ในจานอาหารทดสอบรวม 5-7 วัน กอนทําการปลูกเชื้อราสาเหตุโรคใน
ดานตรงขาม ซ่ึงเปนวิธีการที่เหมาะกับเชื้อราที่มีการเจริญเติบโตเร็ว เชน Pythium sp. และ Sclerotium 
sp.  

   
5.3 การทดสอบผลกระทบของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ตอใบองุน 
    จากทดสอบผลกระทบของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ตอใบองุน ซ่ึงทําการ
ทดสอบกอนนําไปใชในควบคุมโรค พบวาสวนของ culture filtrate ของเชื้อ Bacillus spp. ที่เล้ียงใน
NB สูตรปกติ มีผลกระทบตอใบองุน โดยทําใหเกิดแผลสีน้ําตาลเมื่อบมไวเปนเวลา 1-2 วัน ซ่ึงนา 
จะมีสาเหตุมาจาก culture filtrate มีความเขมขนมากเกินไป เมื่อลดความเขมขนของอาหารเปน 1/4 
เทา กอนการเลี้ยงเชื้อ Bacillus spp. ทําใหได culture filtrate ที่ไมเปนพิษตอใบองุน เพราะวาอาหาร
ที่มีความเขมขนสูงมีผลทําใหเชื้อมีการเจริญเติบโตเร็ว และมีการสรางสารปฏิชีวนะหรือสาร 
secondary metabolite อ่ืน ๆ ที่อาจเปนพิษตอใบองุนมากขึ้น แตเมื่อลดความเขมขนของอาหาร
ลดยอมสงผลใหเชื้อมีการเจริญชาลง การสรางสารดังกลาวก็จะนอยลงไปดวย ทําใหได culture 
filtrate ที่มีความเขมขนนอยลงจนไมเปนพิษตอใบองุน 
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5.4 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในรูป cell  
      suspensions และ culture filtrate ในการยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และ 
      ราสนิมในองุน 

5.4.1 เชื้อ Bacillus spp. 
  รูปแบบของเชื้อ Bacillus spp.ในชวงระยะการเจริญที่แตกตางกันมีผลตอการยับยั้ง

การเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุนไดแตกตางกันไป แสดงใหเห็นวาเชื้อ Bacillus spp. 
แมจะอยูในรูปแบบเดียวกัน แตระยะการเจริญของเชื้อตางกันสงผลตอประสิทธิภาพในการยับยั้ง
การเกิดโรคตางกัน ยกเวนไอโซเลต BSN301 ทั้งสองระยะการเจริญของเชื้อที่สามารถยับยั้งการเกิด
โรคราสนิมไดดี และมีประสิทธิภาพมากในชวง stationary phase คลายกันกับเชื้อ B. subtilis strain 
KS03 ในรูปของ cell ที่สามารถผลิตสารตานเชื้อรา ไดแก iturinA และ lipopeptide ไดดีในชวง
ระยะใกลสุดทายของระยะ stationary phase (Cho, Lee, Cha, Kim, and Shin, 2003) โดย Manjula, 
Kishore and Podile (2004) พบวาเชื้อ B. subtilis AF 1 ในรูปของ fresh cell สามารถสราง chitinases  
ในการควบคุมโรคราสนิมของถั่วลิสง ที่มีสาเหตุมาจากเชื้อรา Puccinia arachidis โดยการยับยั้งการ
งอกของ uredospore ได 90.2 เปอรเซ็นต อีกทั้งเชื้อ B. subtilis เขาไปเจริญและทําลายสปอรของเชื้อ
ราสนิมในพืชพวกไมดอก (Rytter, Lukezic, Craig and Moorman, 1989) และสามารถลดความ
รุนแรงของโรคราสนิมในขาวสาลีไดถึง 57.14 เปอรเซ็นต (Eldoksch,  Atteia and Abdel-Moity, 
2001) fresh cell ของเชื้อ B. subtilis AF ในระยะ log phase มีผลทําใหพัฒนาการของโรคราสนิม
ลดลง (Manjula, Kishore and Podile, 2004)  

 สวนในรูปของ culture filtrate พบวาไอโซเลต BSD603, BSD101 และ BSN201 ทั้งสอง
ระยะการเจริญเติบโตสามารถยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมไดดี ซ่ึงแสดงถึงความ
คงตัวของ culture filtrate และประสิทธิภาพของ culture filtrate จะเพิ่มขึ้นเมื่อนํามาผานความรอนที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง สามารถยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง และสแคบไดดี
ขึ้น อีกทั้ง culture filtrate มีความสามารถในการยับยั้งการเกิดโรคที่ดีกวาในรูปของ cell 
suspensions ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Manjula, Kishore and Podile (2004) ที่พบวา B. subtilis 
AF 1 ในรูปของ cell-free culture filtrate ควบคุมโรคราสนิมของถั่วลิสง ที่มีสาเหตุมาจากเชื้อรา P. 
arachidis โดยมีผลในการยับยั้งการงอกของ uredospore ไดถึง 96.0 เปอรเซ็นต ในขณะที่ในรูปของ 
fresh cell ยับยั้งไดเพียง 90.2 เปอรเซ็นต ซ่ึงกลไกในการควบคุมโรคสวนใหญของเชื้อ Bacillus spp. 
นาจะเกิดจากเชื้อมีการสรางสารปฏิชีวนะ เชน bacillomycin, iturin, mycosubtilin, bacilysin, 
fengymycin และ mycobacillin (Shoda, 2000) หรือเอนไซมแลวปลดปลอยออกมาในอาหารเหลว 
สาเหตุหนึ่งของการใช cell suspensions ไดผลไมดีเทา culture filtrate เนื่องจากการฉีดพน cell 
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suspensions ลงบนใบพืชนั้น เชื้อปฏิปกษไมสามารถเจริญเพิ่มจํานวนไดทําใหมีการสรางเอนไซม
หรือสารปฏิชีวนะไดนอยจนถึงไมไดเลย  เนื่องจากวาเชื้อปฏิปกษไมมีอาหารสําหรับการ
เจริญเติบโต ดังรายงานของ Schmidt, Lorenz, Wolf and Jager (2001) การผสมสารเสริม ไดแก 
peptone และ methylcellulose ผสมกับ cell suspensions ของเชื้อ B. subtilis กอนฉีดพนบน grape 
wood 24 ช่ัวโมง กอนทําการปลูกเชื้อ Eutypa lata สาเหตุโรค dieback พบวาเชื้อ B. subtilis  มีการ
เพิ่มจํานวน และมีการสรางสารตานทานเชื้อราเพิ่มมากขึ้นกวาการฉีดพนดวยเชื้อ B. subtilis เพียง
อยางเดียว ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Kishore and Pande (2007) การใช cell suspensions ของเชื้อ 
B. cereus CRS7 ผสมสารเสริม ไดแก colloidal chitin ที่ระดับความเขมขน 1 เปอรเซ็นต กอนการ
ฉีดพนบนใบ chickpea ในการควบคุม Botrytis gray mold (BGM) สามารถลดความรุนแรงของโรค
ไดดีกวาการใชเชื้อ B. cereus CRS7 หรือ colloidal chitin เพียงอยางเดียว และวิธีการควบคุม (น้ํา
กล่ันฆาเชื้อ) การเจริญของเชื้อในการทดลองครั้งนี้พบวา เมื่อนําไปฉีดพนบนใบ พบวาผิวของใบ
องุนจะถูกเคลือบมีลักษณะเปนมันวาว เมื่อทําการปลูกเชื้อราสาเหตุโรคเปนไปไดที่เชื้อไมสามารถ
เขาทําลายใบได หรือไดในปริมาณที่ลดนอยลง และเมื่อทําการทดสอบเบื้องตนในการสรางเอนไซม
ของเชื้อ Bacillus spp. สามารถสรางเอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanase ทําหนาที่ยอยสลาย glucan ซ่ึง
เปนองคประกอบของผนังเซลลของเชื้อราสาเหตุโรคพืช และ protease ซ่ึงสามารถยับยั้งการทํางาน
ของเอนไซมที่สรางโดยเชื้อสาเหตุโรคพืชจึงสงผลใหพัฒนาการของโรคลดลง ซ่ึงปริมาณเอนไซม
เพิ่มมากขึ้นเมื่อเชื้อ Bacillus spp. อยูในระยะ stationary phase ซ่ึงผลดังกลาวแสดงใหเห็นถึงกลไก
ในการยับยั้งการเกิดโรคของเชื้อ Bacillus spp. วาอยูในรูป แบบใด และชวงระยะการเจริญที่เชื้อมี
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคไดดีที่สุดเพื่อนําไปใชประโยชนตอไป  

5.4.2 เชื้อ Streptomyces spp. 
  สําหรับเชื้อ Streptomyces spp. ในรูป cell suspensions พบวาแตละไอโซเลตและ

ระยะการเจริญของเชื้อสามารถยับยั้งการเกิดโรคแตกตางกัน เมื่อทดสอบการสรางเอนไซม พบวา
ทุกไอโซเลตสามารถสรางเอนไซม β-1, 3-1, 4-glucanase และ chitinase ได นอกจากนี้ 
Streptomyces spp. สามารถสรางสารปฏิชีวนะไดหลายชนิด เชน tetracyclines (Hansen, Ferrari, 
Sorensen, Veal and Sorensen, 2001)hygromycin (Uyeda, Mizukami, Yokomizo, and Suzuki, 
2001) และ bafilomycin (Frandberg, Petersson, Lundgren, and Schnurer, 2000) เปนตน โดยไอโซ
เลต SHR103, SSH216 และ SSH211 สามารถยับยั้งการเกิดโรคเพียงชนิดเดียว ในขณะที่ไอโซเลต 
SHH202 สามารถยับยั้งการเกิดโรคได 2 ชนิด คือโรคราน้ําคาง และสแคบ และประสิทธิภาพของ
เชื้อขึ้นอยูกับระยะการเจริญของเชื้อ โดยระยะ log phase สามารถยับยั้งโรคไดถึง 2 ชนิด ขณะที่
ระยะ stationary phase สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดเพียง 1 ชนิด ซ่ึงแสดงวาชวงระยะการเจริญของ
เชื้อมีผลตอการสรางสารปฏิชีวนะ ชนิด และปริมาณที่ผลิต 
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   สวนในรูปของ culture filtrate ในระยะ log phase และ stationary phase สามารถ
ยับยั้งการเกิดโรคไดแตกตางกัน มีเพียงไอโซเลต SYR107 สามารถยับยั้งการเกิดโรคได 2 ชนิด คือ
โรคราน้ําคาง และสแคบ ความสามารถในการยับยั้งการเกิดโรคยังขึ้นกับอายุของเชื้อปฏิปกษซ่ึงมี
ผลตอการสรางสารปฏิชีวนะ และเมื่อนํา culture filtrate มาผานความรอนที่อุณหภูมิตาง ๆ คือ 0, 40, 
50, 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง พบวาอุณหภูมิไมมีความแตกตางกันทางสถิติ
ในการยับยั้งการเกิดโรคทั้ง 3 ชนิด (ไมไดแสดงขอมูล)  

 การใช cell suspensions และ culture filtrate ของเชื้อ Streptomyces spp. มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคในระดับที่ใกลเคียงกัน แตถาอยูในรูปของ culture filtrate จะ
มีประสิทธิภาพมากกวา อาจมีสาเหตุจากการใช cell suspensions ฉีดพนบนใบโดยไมมีอาหารใหกบั
เชื้อ ทําใหเชื้อปฏิปกษไมสามารถเจริญและเพิ่มจํานวนได ทําใหการสรางสารปฏิชีวนะนอยลงไป
ดวย แตเมื่อเปรียบเทียบการใช cell suspensions ของเชื้อ Bacillus spp. กับ Streptomyces spp. 
ความสามารถของเชื้อ Streptomyces spp. สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีกวา นั้นเปนเพราะวาเชื้อ 
Streptomyces spp. มีลักษณะคลายเสนใยซึ่งสามารถทนในสภาพแหงไดดีกวา 

5.4.3 เชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. 
  ในการยับยั้งการเกิดโรคแตละชนิดของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. 

พบวาสวนใหญประกอบไปดวย 2 ไอโซเลต ซ่ึงมีชวงระยะการเจริญที่แตกตางกัน และในรูปแบบที่
แตกตางกัน หรือบางไอโซเลตอยูในรูปแบบเดียวกัน แตชวงอายุตางกัน สามารถยับยั้งการเกิดโรค
ไดเหมือนกันหรือตางกันก็ได ในขณะที่บางไอโซเลตที่สามารถยับยั้งการเกิดโรคเดียวกันแตตางกัน
ในรูปแบบของเชื้อ เชนไอโซเลต SSH216 และ SSH211 และพบวาไมมีไอโซเลตใดไอโซเลตหนึ่ง
ที่อยูในรูปของ cell suspensions และ culture filtrate ในสองระยะการเจริญเติบโตที่จะสามารถยับยั้ง
การเกิดโรคทั้ง 3 ชนิดได ซ่ึงเปนเครื่องชี้ใหเห็นถึงความสามารถของเชื้อปฏิปกษในการยับยั้งการ
เกิดโรค การนําไปใชประโยชนตองทราบถึงชวงอายุการเจริญของเชื้อ และรูปแบบของเชื้อที่จะ
นําไปใชตองเหมาะสมกับโรคที่จะนําไปควบคุมดวย 

 

5.5 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. รวมกับ Streptomyces spp.  ในการ 
      ยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน 

เมื่อนําไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดในการยับยั้งการเกิดโรคของเชื้อ Bacillus spp. และ 
Streptomyces spp. มาใชรวมกันในการยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิม ในการยับยั้ง
การเกิดโรคราน้ําคาง ในรูปของ cell suspensions พบวาเชื้อ Bacillus spp. สามารถยับยั้งการเกิดโรค
ไดดีกวา รองลงมาคือการใชรวมกัน ขณะที่อยูในรูปของ culture filtrate การใช Bacillus spp. รวม 
กับ Streptomyces spp. สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีกวาการใชเชื้อปฏิปกษเพียงชนิดเดียว  แตการ
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ใช Streptomyces spp. เพียงอยางเดียวสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีกวาการใช Bacillus spp. ในการ
ควบคุมโรคสแคบ ในรูปของ cell suspensions ในระยะ log phase การใช Streptomyces spp. 
สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีที่สุด รองลงมาคือการใชรวมกัน สวนในระยะ stationary phase การ
ใชรวมกันสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีที่สุด รองลงมาคือการใช Streptomyces spp. สวนในรูปของ 
culture filtrate ในระยะ log phase การใชรวมกัน และการใช Streptomyces spp. สามารถยับยั้งการ
เกิดโรคไดดีที่สุด ในระยะ stationary phase การใช Streptomyces spp. สามารถยับยั้งการเกิดโรคได
ดีที่สุด รองลงมาคือการใชรวมกัน สวนในการควบคุมโรคราสนิม ในรูปของ cell suspensions ใน
ระยะ log phase การใช Streptomyces spp. และการใชรวมกันมีความสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดี
ไมแตกตางกัน แตเมื่ออยูในระยะ stationary phase การใช Streptomyces spp. สามารถยับยั้งการเกิด
โรคไดดี รองลงมาคือการใช Bacillus spp. ในรูปของ culture filtrate การใชรวมกันสามารถยับยั้ง
การเกิดโรคไดดีที่สุด รองลงมาคือการใช Bacillus spp.  

เมื่อนําสวนของ cell suspensions มาใชรวมกัน พบวาประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรค
มีนอยกวาการใช Bacillus spp. หรือ Streptomyces spp. เพียงอยางเดียว อาจเนื่องจากความสามารถ
ในการเจริญเติบโตของเชื้อทั้งสองแตกตางกัน โดยเชื้อ Bacillus spp. สามารถเจริญไดรวดเร็วกวา
เชื้อ Streptomyces spp. จึงสามารถแขงขันกับเชื้อราสาเหตุโรคพืชไดดีกวา นอกจากนี้การเจริญของ
เชื้อราสาเหตุโรคยังมีผลตอความสามารถของเชื้อปฏิปกษ หากเชื้อราสาเหตุโรคมีการเจริญที่ชา ทํา
ใหเชื้อปฏิปกษที่เจริญชา เชน Streptomyces spp. สามารถผลิตสารปฏิชีวนะและปลดปลอยออกมา
ยับยั้งการเกิดโรคได ดังเชนในการยับยั้งการเกิดโรคสแคบ และราสนิม การใช Streptomyces spp. 
เพียงอยางเดียวสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดดีกวาการใช Bacillus spp. ในขณะที่เมื่อนําสวนของ 
culture filtrate ทั้งสองชนิดมาใชรวมกัน สามารถยับยั้งการเกิดโรคทั้ง 3 ชนิดไดดี และสามารถ
ยับยั้งการเกิดโรคสแคบได 100 เปอรเซ็นต เมื่อนํา culture filtrate ของ Bacillus ไอโซเลต BSD101 
ใชรวมกับ SHH202 อาจเนื่องจาก culture filtrate เปนแหลงรวมสารปฏิชีวนะหรือเอนไซม ที่เชื้อทั้ง
สองปลดปลอยออกมาในขณะเลี้ยง เมื่อนํามาใชจึงมีประสิทธิภาพการยับยั้งการเกิดโรคไดสูงสุด 
รองลงมาคือการใช Streptomyces spp. เนื่องจากเชื้อ Streptomyces spp. สามารถผลิตสารปฏิชีวนะที่
มีผลตอการยับยั้งการเกิดโรคไดดีกวาเชื้อ Bacillus spp.  
 จากการทดสอบการใชเชื้อ Bacillus spp. รวมกับ Streptomyces spp. ในการยับยั้งการเกิด
โรคทั้ง 3 ชนิดนั้น เปนการนําไอโซเลตที่ดีที่สุดในการยับยั้งการเกิดโรคแตละชนิด มาใชรวมกัน
เพื่อดูวาการใชเชื้อรวมกันจะสงเสริมประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคหรือไม หรือวาเชื้อทั้ง
สองชนิดจะเปนปฏิปกษตอกัน จากการทดสอบดังกลาวเปนการยับยั้งการเกิดโรคใดโรคหนึ่งโดย
เฉพาะที่เชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ควบคุมไดดีที่สุด ทําใหไมสามารถทราบไดวา
เชื้อที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคชนิดหนึ่งจะสามารถยับยั้งการเกิดโรคอีกชนิดหนึ่งได
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หรือไม ซ่ึงแนวทางปฏิบัติตอไปควรมีการใชเชื้อปฏิปกษทั้งสองชนิดมาใชรวมกันในการยับยั้งโรค
ทั้ง 3 ชนิดพรอมกัน เพราะในสภาพแปลงปลูกการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุนนี้
มักจะเกิดขึ้นพรอม ๆ กัน หากสามารถทําไดจะเปนการลดความยุงยากในการใชเชื้อปฏิปกษหลาย
ชนิด และลดปริมาณการใชเชื้อปฏิปกษไดอีกดวย 
 
5.6 การระบุชนิดของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp.  
 5.6.1 เชื้อ Bacillus spp. 
  การระบุชนิดของเชื้อ Bacillus spp. โดยการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
และคุณสมบัติทางชีวเคมี พบวาเชื้อ Bacillus spp. มีความแตกตางทางสัณฐานวิทยา และคุณสมบัติ
ทางชีวเคมีคอนขางสูง ดังรายงานของ Rosovits et al.(1998) พบวาเชื้อ Bacillus spp. มีความ
หลากหลายทางสัณฐานวิทยาและสรีระวิทยากวาง ลักษณะโคโลนีมีความแปรปรวนมากขึ้นอยูกับ
สภาพแวดลอม คุณภาพ และปริมาณของอาหารเลี้ยง อายุโคโลนี และจํานวนโคโลนี ตลอดจนระยะ
การเจริญของเซลลก็มีผลตอลักษณะโคโลนี ดังนั้นจึงเปนการยากในการแยกชนิดดวยลักษณะ
โคโลนี อยางไรก็ตามในสภาพแวดลอมเดียวกันลักษณะโคโลนีสามารถใชในการจําแนกได จาก
การทดลองสามารถแบงลักษณะโคโลนีไดเปน 5 กลุม นอกจากนี้ลักษณะของสปอรและตําแหนง
ของสปอรยังใชในการจัดแบงกลุมได ซ่ึงเชื้อ Bacillus spp. ทั้ง 13 ไอโซเลต สรางสปอรได โดย
ตําแหนงของสปอรสวนใหญอยูตรงกลางเซลล เซลลไมโปงออก บางไอโซเลตเซลลมีลักษณะ
คอนขางกลม เชนไอโซเลต BSN502 และ BSN501 เมื่อนําไปใชประกอบกับขอมูลทางชีวเคมี แต
ละไอโซเลตมีความแตกตางในการใชน้ําตาล และอุณหภูมิที่สามารถเจริญได อยางเห็นไดชัด ซ่ึง
เปนขอมูลที่สําคัญในการจัดจําแนกชนิดของเชื้อ สําหรับในเรื่องอุณหภูมิในการเจริญของเชื้อ 
เนื่องจากเปนเชื้อที่แยกไดมีความทนตออุณหภูมิสูง ทําใหในบางไอโซเลตสามารถเจริญไดที่
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ซ่ึงอาจมาจากวิธีการแยกและสภาพของแปลงปลูกที่ตั้งอยูในที่อุณหภูมิ
สูง อาจทําใหมีความแตกตางจากเชื้อเปรียบเทียบในการจัดจําแนก เชน Bacillus cereus โดยสามารถ
จําแนกเชื้อ  Bacillus spp. 13 ไอโซเลต ซ่ึงมีลักษณะใกลเคียงกับ 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  ไอโซเลตเมื่อนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดในสวน 16S rDNA ของเชื้อ 
Bacillus spp. แตละไอโซเลต มาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของ GenBank 
พบวา Bacillus spp. ทุกไอโซเลต มีความเหมือนกับเชื้อ B. subtilis เพียงชนิดเดียว แตจากการศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมี เห็นไดชัดวาเชื้อ Bacillus spp. แตละไอโซเลต 
มีความแตกตางกันคอนขางมาก ซ่ึงการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีไทดเปนเพียงขอมูลในการจัด
จําแนกชนิดของเชื้อ แตไมสามารถนําขอมูลดังกลาวมาใชไดทันที ตองนําขอมูลดานอื่น ๆ มาใช
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ประกอบกันในการจัดจําแนกชนิดของเชื้อดวย ทําใหขอมูลสวนนี้ไมสามารถนํามาระบุชนิดของเชื้อ 
Bacillus spp. ได จึงไดใชขอมูลทางลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีมาใชในการระบุชนิดของ
เชื้อ อยางไรก็ตามการใชลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของ 16S rDNA ก็ยังคงมีประโยชนในการ
เปรียบเทียบเพื่อจัดกลุมในระดับชนิดของเชื้อได 

5.6.2 เชื้อ Streptomyces  spp. 
 สําหรับการระบุชนิดของเชื้อ Streptomyces spp. โดยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา
และคุณสมบัติทางชีวเคมี พบวาเชื้อมีความแตกตางของสีโคโลนี สปอร ความสามารถในการใช
แหลงคารโบไฮเดรต การทนเค็ม อุณหภูมิ และความเปนกรด ดาง ที่สามารถเจริญได การสราง 
melanin pigment ซ่ึงมีความสําคัญมากตอการระบุชนิดของเชื้อ ดังรายงานของ Selman (1967) 
การศึกษากระบวนการ metabolism สามารถแยกความแตกตางของแบคทีเรียได ไดแก ความไวตอ
สารปฏิชีวนะ การสรางรงควัตถุ การสราง diffusible pigment การทดสอบความเปนกรด-ดาง การ
เจริญบนแหลงคารบอนชนิดตาง ๆ การใชแหลงไนโตรเจน การยอยแปง การรีดิวซไนเตรท และการ
สรางเอนไซมตาง ๆ เชน catalase, chitinase เปนตน การเจริญเติบโตในอุณหภูมิตาง ๆ โดยเมื่อนํา
ลักษณะดังกลาวมาประกอบกัน สามารถระบุชนิดของ Streptomyces spp. ได ซ่ึงเชื้อ Streptomyces 
spp. แตละไอโซเลต  มีความเฉพาะเจาะจงตอการทดสอบ แตละไอโซเลตมีการสราง aerial 
mycelium และการสรางรงควัตถุลงในอาหารแตกตางกัน บางไอโซเลตมีการสราง aerial mycelium 
นอยจนถึงไมมี ทําใหไมสามารถเห็นสายสปอรได ซ่ึงอาจเกิดจากอาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมเหมาะสม 
ชนิดของอาหารตางกันมีผลตอการเจริญของเชื้อ Streptomyces spp. ตางกัน อยางเชนเชื้อ S. 
toxytricini KS3-5 มีลักษณะการเจริญที่แตกตางกันบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี organic และ synthetic 
media เปนสวนประกอบ เชนการสราง aerial mycelium สีขาวบนอาหาร Czapex, peptone yeast 
agar, oatmeal agar, potato plug ในขณะที่สราง aerial mycelium สีเทาอมน้ําตาลในอาหาร starch 
agar, YEME สรางสปอรไมดีในอาหาร Czapex, minimal actinomycetes medium, peptone agar 
และ carrot plug ซ่ึงลักษณะการเจริญที่แตกตางกันนี้อาจสงผลตอการสรางสารปฏิชีวนะได (Wu 
and Chen, 1995) ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอการเจริญเติบโตรวมทั้งการสราง aerial mycelium 
ซ่ึงมีผลตอการสรางสารปฏิชีวนะ และ secondary metabolites เชน เชื้อ S. galbus subsp. 
achromogenes 695 มีลักษณะโคโลนีที่หลากหลาย ถึง 4 แบบ แตโคโลนีที่มีความหนาแนนของ 
aerial mycelium มาก มีการสรางสารปฏิชีวนะปริมาณสูงกวาลักษณะโคโลนีแบบอื่น 20 เปอรเซ็นต 
(Yocheva, 1999) ทํานองเดียวกับ S. coelicolor ผลิตสารปฏิชีวนะ actinorhodin ได เมื่อมีการสราง 
aerial mycelium (Brian, Riggle, Santos, and Champness, 1996) การจัดจําแนกเชื้อ Streptomyces 
spp. โดยนําขอมูล นิวคลีโอไทดในชวง 16S rDNA ของเชื้อ Streptomyces spp. แตละไอโซเลต มา
เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของ GenBank พบวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ
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เชื้อ Streptomyces spp. ไอโซเลต SSR107, SSH209, SSH211, SSH213, SYR107, SHH202, 
SHR103 และ SHR106 มีความเหมือนกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อ 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    
นิวคลีโอไทดเหมือนกับนิวคลีโอไทดของ Cupriavidus respiraculi (C. taiwanensis), Brucella 
pinnipediae (B. melitensis) และ Arsenic resistant soil bacterium ตามลําดับ แบคทีเรียทั้ง 3 ชนิด
เปนแบคทีเรียแกรมลบ ซ่ึงขัดแยงกับลักษณะโคโลนีและแกรมของเชื้อทั้ง 3 ไอโซเลต ซ่ึงมีลักษณะ
ของเชื้อ Streptomyces spp. อยางชัดเจน กรณีดังกลาวจึงไมใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดในการ
เปรียบเทียบ เมื่อนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางชีวเคมี
มาใชรวมกันในการจัดจําแนกชนิดของเชื้อ Streptomyces spp. สามารถแยกลักษณะไดใกลเคียงกับ
เชื้อ Streptomyces spp. 10 ชนิด ไดแก 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) จากขอมูลทั้ง 3 ลักษณะมีผลไปในแนวทางเดียวกัน อาจมีคุณสมบัติทาง
ชีวเคมีแตกตางกันเพียงเล็กนอยในเรื่องของการใชแหลงคารโบไฮเดรต ดังนั้นการระบุชนิดของเชื้อ 
Streptomyces spp. โดยอาศัยขอมูลทางดานดีเอ็นเอ สามารถยืนยันชนิดของเชื้อ Streptomyces spp. 
ได แตตองอาศัยขอมูลทางสัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางชีวเคมี ประกอบดวยเพื่อความแมนยํา
ยิ่งขึ้น 
 

5.7 การประเมินความสําเร็จของการคัดเลือกเชื้อปฏิปกษเพื่อใชในการควบคุมโรคเชื้อรา 
      ในองุนและแนวทางการนําไปใชประโยชนในอนาคต 
 5.7.1 การแยกเชื้อ Bacillus spp. และ เชื้อ Streptomyces spp.  
  การคัดแยกเชื้อ Bacillus spp. จากดินปลูกองุนจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยี 
สุรนารี และแปลงของเกษตรกร อ. ปากชอง จ. นครราชสีมา จากแปลงที่มีและไมมีการแพรระบาด
ของโรคนั้น เชื้อ Bacillus spp. ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคเช้ือราในองุนทั้ง 3 ชนิด 
เปนเชื้อที่แยกจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีทั้งสิ้น โดยพบวาเชื้อ Bacillus spp. ที่แยก
จากแปลงที่มีการแพรระบาดของโรค สามารถยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง และสแคบไดดี ในขณะที่
เชื้อ Bacillus spp. ที่แยกจากแปลงไมมีการแพรระบาดของโรค สามารถยับยั้งการเกิดโรคราสนิมได
ดี เหตุที่พบวาเชื้อ Bacillus spp. ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคเชื้อราในองุนเปนเชื้อที่
แยกจากแปลงที่มีการแพรระบาดของโรค อาจเกิดจากการใชสารเคมีในการควบคุมโรคของฟารม
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี มีการใชสารเคมีเทาที่จําเปน และใชในปริมาณที่เหมาะสมกับชนิด
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ของโรค ซ่ึงแตกตางจากแปลงของเกษตรกรที่มีการใชสารเคมีในปริมาณที่มากเกินความจําเปนและ
อาจไมถูกตอง อาจทําใหสารเคมีบางชนิดไปยับยั้งการเจริญของเชื้อปฏิปกษของเชื้อ Bacillus spp. 
ได 
  สําหรับเชื้อ Streptomyces spp. ไดคัดแยกเชื้อจากแหลงปลูกองุน 4 แหลง พบเชื้อ 
Streptomyces spp. จากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนยีสุรนารีมากที่สุด รองลงมาคือสวน Holiday, สวน
คุณสมยศ และจังหวัดอุบลราชธานี ตามลําดับ โดยเชื้อ Streptomyces spp. ที่มีประสิทธิภาพ สวน
ใหญเปนเชื้อที่คัดแยกจากสวน Holiday ขณะที่เชื้อ Streptomyces spp. ที่แยกไดจากฟารมมหาวิทยาลัย
เทคโนยีสุรนารี สวนใหญสามารถยับยั้งโรคราสนิมไดดี และพบวาเชื้อ Streptomyces spp. ที่แยกได
จากดินที่ผานการอบที่อุณหภูมิสูงกอนทําการแยกเชื้อมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคทั้ง 3 
ชนิดไดดี  

5.7.2 การทดสอบความสามารถของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. เบื้องตน 
  เชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ที่มีประสิทธิภาพ 5 อันดับแรกในการยับ 

ยั้งเชื้อ P. aphanidermatum, C. ampelinum  และ S. rolfsii นั้น เมื่อนํามาทดสอบความสามารถใน
การยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน พบวาทุกไอโซเลตมีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งการเกิดโรคในแตละชนิดไดดีกวาวิธีการควบคุม แตอันดับในการยับยั้งการเกิดโรคจะเปลี่ยน 
ไปจากอันดับของการยับยั้งการเจริญของเชื้อราท่ีใชทดสอบเบื้องตน โดยไอโซเลตที่มีเปอรเซ็นต
การยับยั้งสูงสุดเมื่อมาทดสอบการยับยั้งโรคทั้ง 3 ชนิด บางไอโซเลตมีความสามารถในการยับยั้ง
โรคนอยลง ยกเวน Bacillus spp. ไอโซเลต BSN502, BSD101 ที่มี % PIDG สูงในการยับยั้ง P. 
aphanidermatum, C. ampelinum ยังคงมีประสิทธิภาพสูงในการในการยับยั้งโรคราน้ําคาง และ 
สแคบ สําหรับเชื้อ Streptomyces spp. พบไอโซเลต SYR107 และ SHH202 ที่มี %PIDG สูงในการ
ยับยั้ง P. aphanidermatum, C. ampelinum ยังคงมีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งโรคราน้ําคาง และ 
สแคบ ผลการทดลองดังกลาวชี้ใหเห็นวาการใชเชื้อใน class เดียวกันที่สามารถเล้ียงไดงายเปนเชื้อ
ทดสอบเบื้องตนกอนนําไปใชทดสอบกับเชื้อที่เปน obligate parasite หรือเชื้อเล้ียงยากชวยใหการ
ทํางานวิจัยในเรื่องดังกลาวปฏิบัติไดงายขึ้น 
 5.7.3 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในการยับยั้ง 
การเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน  
   การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อ Bacillus spp. และ Streptomyces spp. ในการ
ยับยั้งการเกิดโรคราน้ําคาง สแคบ และราสนิมในองุน คร้ังนี้เปนการทดลองในสภาพใบตัด ผลการ
ทดลองชี้ใหเห็นวาเชื้อปฏิปกษดังกลาวมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกิดโรคทั้ง 3 ชนิดไดดีมาก 
จึงคาดไดวาหากนําไปใชในสภาพแปลงปลูกนาจะใหผลดีเชนเดียวกัน การทดลองในขั้นตอนตอไป
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ที่จําเปนตองทํา คือ 1) การทดสอบหารูปแบบ วิธีการใช และอัตราการใชที่เหมาะสม และ 2) การ 
ทดสอบผลกระทบของเชื้อปฏิปกษที่มีตอส่ิงมีชีวิตอื่น ๆ และสภาพแวดลอม   
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เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ (PIDG) ของเชื้อรา Pythium aphanidermatum, Colletotrichum 
ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Bacillus และ Streptomyces spp. ท่ีคัดแยกจากแหลง

ปลูกองุนแตละท่ี 
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ตารางที่ 1ก. เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ (PIDG) ของเชื้อรา Pythium aphanidermatum,   
                     Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Bacillus ที่คัดแยกจาก  
                     ฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จากแปลงที่ไมมีการแพรระบาดของโรคที่มี                              
                     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. เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ (PIDG) ของเชื้อรา Pythium aphanidermatum,          
                    Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชือ้ Bacillus ที่คัดแยกจาก 
                     ฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จากแปลงที่มีการแพรระบาดของโรค 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. เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ (PIDG) ของเชื้อรา Pythium aphanidermatum,          
                    Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชือ้ Bacillus ที่คัดแยกจาก 
                     อําเภอปากชอง จังหวดันครราชสีมา จากแปลงที่ไมมีการแพรระบาดของโรค 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. เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ (PIDG) ของเชื้อรา Colletotrichum ampelinum  และ  
                    Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Bacillus ที่คัดแยกจากอําเภอปากชอง จังหวัดนครราชสีมา  
                    จากแปลงที่มีการแพรระบาดของโรค 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. เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ (PIDG) ของเชื้อรา Pythium aphanidermatum,          
                    Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชือ้  Streptomyces ที่คัดแยก               
                    จากฟารมมหาวทิยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 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 = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง, H = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส 
 
 

ตาราที่ 6ก.  เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ (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 = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง, H = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 7ก. เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ (PIDG) ของเชื้อรา Pythium aphanidermatum,          
                    Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชือ้ Streptomyces ที่คัดแยก                        
                    จากสวนคณุสมยศ อําเภอปากชอง 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 = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง 
 
 

ตารางที่ 8ก. เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิ (PIDG) ของเชื้อรา Pythium aphanidermatum,          
                     Colletotrichum ampelinum  และ Sclerotium rolfsii โดยเชื้อ Streptomyces ที่คัดแยก 
                    จากสวน Holiday อําเภอปากชอง 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 = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิหอง, H = ดินที่ทําใหแหงที่อุณหภูมิ 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 
 ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเทากับ 7 แลว
เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
 
2. Nutrient Ager (NA) 
 Beef extract  3 กรัม 
 Peptone   5 กรัม 
 Agar   15 กรัม 

ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเทากับ 6.8-
7.2 แลวเติมน้าํกลั่นใหครบ 1 ลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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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ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเทากับ 7.2 
แลวเติมน้ํากลัน่ใหครบ 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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 

ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเทากับ 7 แลว
เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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 

ตมขาวโอตใหเดือดในน้ํากลัน่ 20 นาที กรองกากออกแลวเติมน้ําใหครบ 1 ลิตร ปรับ pH 
ใหเทากับ 7.2 นําไปนึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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 

ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเทากับ 7 แลว
เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 

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

ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเทากับ 7 แลว
เติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 

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

ละลายวุนในน้าํกลั่น 500 มิลลิลิตร ตมใหละลาย ละลายแปงในน้ํากลั่น 250 มิลลิลิตร ตม
ใหละลาย ผสมสารละลายวุนและแปงเขาดวยกัน เติมน้าํกลั่นใหครบ 1 ลิตร นําไปนึง่ฆาเชื้อที่
อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  
 
9. Casein agar 
 Solution A :  Skim milk  10 กรัม 
   Distilled water  90  มิลลิลิตร 
 เติมนมลงในน้าํพรอมกับคนตลอดเวลาเพื่อไมใหนมจับตวักันเปนกอน 
 Solution B : Agar   3 กรัม 
   Distilled water  97 มิลลิลิตร 

นํา สารละลายทั้งสองชนิดแยกกนัไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 
นาที ทิ้งไวใหเย็นอุณหภมูิ 45 – 50 องศาเซลเซียส ผสมสารละลายทั้งสองชนิดใหเขากัน เทใสจาน
อาหารแลวทิ้งไวใหแข็งตวั 
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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 

ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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 

 ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
 
12. Water agar ผสม 0.05% Lichenan 
 Agar   20 กรัม 
 Lichenan  0.5 กรัม 
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 ละลายสวนประกอบทั้งหมดลงในน้ํากลั่นปริมาตร 1000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
 
 
13. Water agar ผสม 1% gelatin 
 ละลาย gelatin จํานวน 10 กรัม ใน 0.1 M phosphate buffer, pH 7 ผสมในสารละลายวุน 
ปรับปริมาตรใหครบ1000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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 ใหเทากับ 7 แลวเติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร 
นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
 
15. M9 medium agar ผสม 0.05% Lichenan 

ละลาย lichenan 0.5 กรัม และสวนประกอบทั้งหมดของ M9 ลงในน้ํากลั่นปริมาตร 500 
มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเทากับ 7 แลวเติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
 
16. M9 medium agar ผสม 2.4% Colloidal chitin 

ละลาย Colloidal chitin 24 กรัม และสวนประกอบทั้งหมดของ M9 ลงในน้ํากลั่นปริมาตร 
500 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหเทากับ 7 แลวเติมน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 

 
การเตรียม Colloidal chitin 
 ช่ัง chitin 5 กรัม นํามาละลายใน HCl เขมขน 60 มิลลิลิตร กวนตลอดเวลา นาน 2 ช่ัวโมง 
ในอางน้ําแข็ง จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 1 คืน จากนั้นนํามาเติม ethanal 
95% (ice-cold) ปริมาตร 2000 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 1 คืน นํามาปน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 5000 รอบตอนาที นาน 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ลางดวยน้ํากลั่น
หลายๆ ครั้ง ปรับ pH ใหเทากับ 7 จะได colloidal chitin solution 5% เก็บไวที่อุณหภูมิ 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 
สวนประกอบของ 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 ผสมใหเขากัน ตั้งทิ้งไว 24 ช่ัวโมง คนบอย ๆ 
จนสีแดงเปนสีน้ําตาล 
 
การเตรียม Carbohydrate solution ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 Carbohydrate  10 กรัม 
 ละลาย Carbohydrate ในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร จากนั้นนาํมากรองดวย filter membrane  

นําสวนประกอบทั้งหมด (ยกเวน Carbohydrate solution) ผสมกันในน้ํากลั่นปรับปริมาตร
ใหครบ 1000 มิลลิลิตร นําสารละลายใสหลอดทดลองปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที ทิ้งไวใหเย็นอณุหภูมิ 45 – 50 องศาเซลเซียส ผสม 
Carbohydrate solution กอนนําไปทดสอบ 
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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 ในปริมาตรที่เทากัน 

ผสมใหเขากัน เทใสขวดที่สะอาดนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 
นาที 
 
2. TE buffer (Tris EDTA) 

ผสม 100 mM Tris-HCl, pH 8.0 และ 10 mM EDTA, pH 8.0 ในปริมาตรที่เทากัน ผสมให
เขากัน เทใสขวดที่สะอาดนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
 
3. 10% SDS 

ช่ัง SDS 10 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร เมื่อสารละลายแลวปรับปริมาตรใหครบ 
100 มิลลิลิตร เทใสขวดที่สะอาดนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 
นาที 
 
4. 1M NaCl 

ช่ัง NaCl จํานวน 58.5 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร เท
ใสขวดที่สะอาดนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
 
5. Tris – HCl, pH 8 

ช่ัง Tris base จํานวน 121.1 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 800 มิลลิลิตร ปรับ pH ดวย HCl ให
เทากับ 8.0 ปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร เทใสขวดที่สะอาดนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 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 ดวย HCl ใหเทากับ 8.0 ปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร เทใสขวดที่
สะอาดนําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 – 20 นาที 
 
7. Lysozyme 100 mg/ml 
 ช่ัง lysozyme 500 มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่นฆาเชื้อ 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันจน
สารละลายหมด เก็บใสขวดเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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8. Proteinase K 100 mg/ml 
 ช่ัง proteinase K 500  มิลลิกรัม ละลายในน้ํากลั่นฆาเชื้อ 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขาจน
สารละลายหมด เก็บใสขวดเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
9. สารละลาย Phenol : Chloroform : Isoamyl alcohol (25 : 24 : 1) 
 ผสมสารละลาย phenol 25 มิลลิลิตร chloroform 24 มิลลิลิตร และ isoamyl alcohol 1 
มิลลิลิตร เก็บใสขวดเก็บไวที่อุณหภูมิหอง 
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