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แยกแบคทีเรียยอยไคตินจากรากขาวซึ่งสุมเก็บจากแหลงปลูกตามธรรมชาติดวยวิธี tissue 
transplanting บนอาหารจําเพาะ chitin agar ไดรวม 75 ไอโซเลท เปนแบคทีเรียแกรมบวก 49 ไอโซเลท         
เมื่อนําไปทดสอบการยอย colloidal chitin และการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา Rhizoctonia solani สาเหตุ
โรคกาบใบแหงของขาว สามารถแบงแบคทีเรียที่ยอยไคตินได 2 กลุม คือ กลุมที่ยอย colloidal chitin ไดสูงและ
ยับยั้งเชื้อรา R. solani ในชวง 57.8-64.9 เปอรเซ็นต จํานวน 10 ไอโซเลท และกลุมแบคทีเรียที่ยอย colloidal 
chitin ไดปานกลางและยับยั้งเชื้อรา R. solani ในชวง 23.3-57.1 เปอรเซ็นต จํานวน 10 ไอโซเลท แบคทีเรียที่
คัดเลือกไวบางไอโซเลทสงเสริมการเจริญเติบโตของขาวและการเจริญครอบครองรากของเชื้อสามารถคัดเลือก
แบคทีเรียสายพันธุกลายที่พัฒนาใหตานทานตอสารปฏิชีวนะ rifampicin ที่ 100 ppm ได 10 ไอโซเลท โดยทุก
ไอโซเลทยังคงประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani  

   

ศึกษาการเกิดโรคและการเปลี่ยนแปลงของคา specific activity ของเอนไซมไคติเนสทุกวันในชวง    
0-10 วัน หลังจากปลูกเชื้อรา R. solani  ที่กาบใบบริเวณโคนกอขาวอายุ 45 วัน พบวากิจกรรมของเอนไซม      
ไคติเนสเพิ่มขึ้นในชวงวันที่ 2-7 และมีคากิจกรรมของเอนไซมอยูระหวาง 15.9-47.5 U/mg protein 

 

การชักนําใหขาวตานทานตอโรคกาบใบแหงดวยการรดดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอย 
ไคตินไอโซเลทพันธุกลายไอโซเลท PT1-3M, PT7-1M, PT9-1M, PT10-9M, PT20-10M, PT24-3M, PT25-6M,   
PT49-9M, PT56-4M และ PT70-8M กอนปลูกเชื้อรา R. solani พบวาแบคทีเรียไอโซเลทพันธุกลายเกือบทุก 
ไอโซเลทสามารถลดความรุนแรงของโรคกาบใบแหงหลังการปลูกเชื้อโรคที่ 7 วัน โดยมีคาความรุนแรงของ
โรคอยูระหวาง 62.4-68.3 เปอรเซ็นต ซึ่งต่ํากวากรรมวิธีควบคุม (70.4 เปอรเซ็นต) อยางมีนัยสําคัญ แบคทีเรีย
ยอยไคตินทุกไอโซเลทสามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของตนขาวไดโดยเพิ่มความสูงตน ความยาวรากและ
ผลผลิตขาว โดยแบคทีเรียไอโซเลทพันธุกลาย PT56-4M มีประสิทธิภาพชักนําใหพืชสรางเอนไซมไคติเนส 
ไดสูง สงเสริมการเจริญเติบโตของตนขาว และชวยใหผลผลิตของขาวเพิ่มขึ้นดวย 
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      Chitinolytic bacteria were isolated from the roots of rice plants randomly collected from natural rice 
field by using tissue transplanting technique on a chitin agar selective medium. From the total of 75 isolated 
chitinolytic bacteria, 49 isolates were gram positive. All gram positive isolates were further tested for 
colloidal chitin digestion and the mycelial growth suppression of Rhizoctonia solani, a causal agent of rice 
sheath blight. Two groups of chitinolytic bacteria were indentified, the first group comprised of 10 isolates 
with high colloidal chitin digestion activity and high percentages of Rhizoctonia mycelial growth suppression 
(57.8-64.9%). Another 10 isolates of the second group were the chitinolytic bacteria with moderate colloidal 
chitin digestion activity and 23.3-57.1% of Rhizoctonia mycelial growth suppression. Most of selected 
bacterial isolates for provided rice growth promotion and root colonization efficacy. Also, some selected 
isolates were developed for the resistance to 100 ppm rifampicin antibiotic while Rhizoctonia mycelial growth 
suppression efficacy remained.  
 

Investigations on pathogenicity and expression of chitinase specific activity were conducted 
during 0-10 days after the inoculation of R. solani at the basal part of leaf sheath of 45 day-old-plant. Results 
indicated that the chitinase specific activity in rice leaf was increased between 15.9-47.5 U/mg protein during 
2-7 days after inoculation of R. solani. 
 
                The experiment for inducing resistance in rice against sheath blight was conducted by drenching of 
rice plant with cell suspension of  rifampicin resistant mutant chitinolytic bacterial isolates PT1-3M, PT7-1M, 
PT9-1M, PT10-9M, PT20-10M, PT24-3M, PT25-6M, PT49-9M, PT56-4M and PT70-8M prior to the 
inoculation of  R. solani. Almost all isolates reduced sheath blight with disease incidence 62.4-68.3 % which 
were significantly lower as compared to a pathogen inoculated control (70.4%). All chitinolytic bacteria 
isolates promoted growth of rice plants by increasing plant height, root length and yield of rice. The mutant 
isolate, PT56-4M not only induced high chitinase specific activity in plant, but also effectively promoted 
growth and increased yield of rice as well.             
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สารบัญตาราง 
 

ตารางที่  หนา 
   

1 จํานวนของแบคทีเรียยอยไคตินซึ่งแยกไดจากผิวรากขาวในระยะตางๆ ซ่ึง
ปลูกในสภาพแวดลอมตามธรรมชาติดวยการใชอาหารแยกเชื้อ 33 

2 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการยอย colloidal chitin  บนอาหารจําเพาะ  
chitin agar selective medium 35 

3 จํานวนของเชือ้แบคทีเรียแกรมบวกที่แยกไดจากรากขาวในการยับยั้งการเจริญ
ของเสนใยเชื้อรา Rhizoctonai solani ดวยวธีิ Dual culture บนอาหาร Potato 
Dextrose Agar 37 

4 รัศมีโคโลนีและเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยของเชื้อรา 
Rhizoctonia solani โดยแบคทีเรียปฏิปกษบนอาหาร Potato Dextrose Agar   38 

5 เปอรเซ็นตการงอก คาเฉลี่ยความยาวรากและคาเฉลี่ยความสูงตนกลาขาวเมื่อ
นําเมล็ดที่ผานการแชในเซลลแขวนลอยแบคทีเรียที่ยอยไคติน เพาะลงบน
กระดาษเพาะเมล็ด  7 วัน 43 

6 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียยอยไคตนิสายพันธุตานทาน rifampicin ในการ
ยับยั้งการเจรญิของเสนใยเชื้อรา Rhizoctonia solani บนอาหาร PDA 
เปรียบเทียบกบั wild type 46 

7 ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษตอความรุนแรงของโรคกาบใบแหง
หลังปลูกเชื้อรา Rhizoctonia solani และรดเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเมื่อทําการ
ปลูกเชื้อโรคและหลังปลูกเชือ้โรค 7วัน 55 

8 คาเฉลี่ยน้ําหนกัผลผลิตตอรวง น้ําหนักเฉลี่ยของเมล็ดตอ 1,000 เมล็ด หลังจาก
รดเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษลงบนตนและรวงของขาวจํานวน 3 คร้ัง หลังปลูก 56 

9 ปริมาณประชากรของแบคทีเรียที่ยอยไคตนิและเปอรเซน็ตการครอบครอง
รากหลังจากรดดวยแบคทีเรียยอยไคตินสายพันธุตานทานสารปฏิชีวนะ 
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ง1 คุณสมบัติบางประการของเชื้อแบคทีเรียทีย่อยไคตนิซึ่งแยกไดบริเวณผิว
รากขาว จากแหลงปลูกขาวตามธรรมชาติ 90 

ง2 แสดงประสิทธิภาพในการยอย colloidal chitin บนอาหารคัดเลือกเชื้อ
เปนเวลา 7 วัน 95 

ง3 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่ยอยไคตนิซึ่งแยกไดจากผิวรากขาวในการ
ยับยั้งการเจรญิของเสนใยเชื้อรา Rhizoctonia solani 97 

ง4 แสดงประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่ยอยไคตินสายพันธุตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะ rifampicin 100 ppm ในการเจรญิของเสนใยเชื้อรา Rhizoctonia 
solani เปรียบเทียบกับสายพนัธุดั้งเดิม (wild type) 99 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

(4) 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่  หนา 
   

1 กาบใบขาวทีแ่สดงอาการโรคกาบใบแหงโดยเกิดแผลเปนรูปไขขอบสี
น้ําตาล และเชือ้รา Rhizoctoni solani ที่เจริญบนอาหาร PDA เปนเวลา 2 วัน  32 

2 เชื้อแบคทีเรียที่ streak บนอาหาร NGA อายุ 48 ช่ัวโมง 34 
3 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา 

Rhizoctonia solani ของแบคทีเรียปฏิปกษบนอาหาร PDA เปนเวลา 3 วัน 
โดยวิธี Dual culture  41 

4 ลักษณะเอนโดสปอรของแบคทีเรียที่ยอยไคตินยอมดวย malachite green 47 
5 คา specific activity ของเอนไซมไคติเนสในใบและยอดขาวอายุ 20 วนั เมื่อ

พนดวยแบคทีเรียยอยไคตินไดสูง  49 
6 คา specific activity ของเอนไซม ไคติเนสในใบและยอดขาวอายุ 20 วนั เมื่อ

พนดวยแบคทีเรียที่ยอยไคตนิไดต่ํา 52 
7 แสดงคา specific activity ของเอนไซมไคตเินสในใบและยอดขาวเมื่อปลูก

เชื้อรา   Rhizoctonia solani 58 
8 คา specific activity ของเอนไซม ไคติเนสในใบและยอดขาวเมื่อรดดวย 

 แบคทีเรียที่ยอยไคตินไดสูง และปลูกเชื้อรา Rhizoctonia solani                 61 
9 คา specific activity ของเอนไซม ไคติเนสในใบและยอดขาวเมื่อรดดวย 

แบคทีเรียที่ยอยไคตินไดต่ําและปลูกเชื้อรา Rhizoctonia solani                 63 
   

ภาพผนวกที ่   
   
ค1 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ BSA กับคาการดูดกลืน

แสงที่ 750 นาโนเมตร (A 750 nm) 86 
ค2 แสดงกราฟมาตรฐานระหวาง N-acetylglucosamine กับคาการดูดกลืน 

แสงที่ 550 นาโนเมตร (A 550 nm) 88 
   



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

A = คาดูดกลืนแสง (Absorbance) 
BSA = Bovine Serum Albumine 
CFU = จํานวนโคโลนีที่ตรวจพบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (colony forming unit) 
cm = เซนติเมตร (centimeter) 
Conc = Concentration 
M = โมลาร (Molar) 
mg = มิลลิกรัม (milligram) 
ml = มิลลิลิตร (milliliter) 
NAG = N-acetyl glucosamine 
nm = นาโนเมตร (nanometer) 
PDA = อาหารแข็งเลี้ยงเชื้อรา (Potato dextrose agar) 
ppm = สวนในลานสวน (part per million) 
PR – protein  = pathogenesis-related protein 
U = unit/mg protein 
V = ปริมาตร (volume) 
W = น้ําหนกั (weight) 
WA = water agar 
μg = ไมโครกรัม (microgram) 
oC = องศาเซลเซียส 
% = เปอรเซ็นต 
 
 

(5) 



บทบาทของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมยอยไคตินในการควบคุม 
โรคกาบใบแหงของขาวโดยชีววิธี 

 
Role of Chitinolytic Bacteria for Biological Control of Sheath Blight on Rice 
 

คํานํา 
 

ขาว (Oryza sativa L.) เปนพชืในตระกูล Gramineae จัดเปนอาหารหลกัที่ใชในการบริโภค 
นอกจากนี้ยังจดัเปนสินคาสงออกสําคัญที่ทํารายไดเขาประเทศไทยเปนมูลคาสูงมาก จากการสํารวจ
พื้นที่ปลูกขาวในปเพาะปลูก 2552/53 พบวาประเทศไทยมีพื้นที่ปลูกขาวประมาณ 57.26 ลานไร 
ประมาณการสงออกขาวของประเทศไทย ตั้งแตวนัที่ 1-12 มีนาคม 2553 มีปริมาณ 1,691,425 ตัน 
(http://www.ricethailand.go.th ) แตการผลิตขาวยังประสบปญหาซึ่งสงผลกระทบตอปริมาณและ
คุณภาพของผลผลิต โดยปญหาเรื่องโรคเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหผลผลิตขาวลดลง โรคที่สําคัญที่มัก
พบไดแก โรคไหม (Pyricularia oryzae) โรคถอดฝกดาบ (Fusarium moniliforme) โรคขอบใบแหง 
(Xanthomonas oryzae pv. oryzae) โรคเมล็ดดางซึ่งเกิดจากเชื้อราหลายชนิดเปนตน โดยโรคที่
สําคัญและพบระบาดในภาคกลางและภาคอีสาน คือโรคกาบใบแหงของขาว (สมคิด, 2540) 

 
โรคกาบใบแหงของขาว (Sheath blight disease of rice) เปนโรคที่เกิดจากเชื้อรา 

Rhizoctonia solani (สมบัติ และ นิตยา, 2527) สามารถพบระบาดทั่วไปในประเทศทีป่ลูกขาว เชน 
ญี่ปุน ไตหวัน ฟลิปปนส มาเลเซีย เวียดนาม อินเดีย อเมริกาและไทย (ศิริวรรณ, 2521) มีรายงาน
ความเสียหายที่เกิดจากโรคนี้ซ่ึงทําใหผลผลิตของขาวลดลง 20-40 เปอรเซ็นต และโรคนี้มีแนวโนม
วาจะมีการแพรระบาดมากยิง่ขึ้นเนื่องจากปจจุบันยังไมมีพันธุขาวที่ตานทานโรคแมจะพบวาบาง
พันธุมีความตานทานโรคแตคอนขางต่ํา เชื้อราชนิดนี้มีความสามารถในการอยูรอดในดินไดเปน
เวลานานในรปูของเม็ดสเคลอโรเทียม (sclerotium) และสามารถเขาทําลายขาวไดอีกเมื่อมีสภาพ     
แวดลอมที่เหมาะสมสําหรับการปองกันและรักษาทําไดโดยการใชสารเคมีซ่ึงนอกจากจะมีราคาแพง
ทําใหตนทนุการผลิตขาวสูงขึ้นแลวยังกอใหเกิดผลกระทบตอส่ิงแวดลอมทั้งในระยะสั้นและระยะ
ยาวนอกจากนีย้ังเกดิผลเสียตอสุขภาพของชาวนา อาจเกดิพิษแบบเฉียบพลันหรือสารเคมีอาจสะสม
ในรางกายได ผลกระทบที่เกดิขึ้นจากการใชสารเคมีจึงทําใหมีแนวความคิดในการควบคุมโรคดวย
ชีววิธี (Biological Control) เชน การใชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ ซ่ึงเปนทางเลือกหนึ่งทีน่าสนใจ
สําหรับควบคุมโรคกาบใบแหงของขาว (Cook,1993) ในประเทศไทยมรีายงานการทดสอบ



 

2 

คุณลักษณะทางชีวเคมีของเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา R. solani 
พบวาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่แยกไดคือเชือ้ Bacillus megaterium สายพันธุ No. 16 มีคุณสมบัติใน
การยับยั้งการเจริญของเชื้อรา R. solani โดยการสรางสารปฏิชีวนะที่ทนตอความรอน (Pengnoo     
et al., 2000) นอกจากนีย้ังมีการศึกษาการควบคุมโรคโดยชีววิธีอยางแพรหลายและพบวา
เชื้อจุลินทรียปฏิปกษหลายชนิด เชน Bacillus cereus, Trichoderma harzianum, Gliocladium 
virens, Serratia marcescens, Serratia plymuthica และ Streptomyces sp. (Kishore et al., 2005) 
สามารถผลิตเอนไซมไคติเนสยับยั้งเชื้อราไดสูง โดยเอนไซมไคติเนสจะยอยสารไคตินที่เปน
โครงสรางสําคัญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชและแมลงไดเปน N-acetyl-D-glucosamine ซ่ึงเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษสามารถนําไปใชประโยชนเปนสารชวีภาพควบคุมเชื้อโรคพืช เชน เอนไซม     
ไคติเนสจากเชือ้แบคทีเรีย S. marcescens ใชควบคุมเชื้อรา Sclerotium rolfsii สาเหตุการเกิดโรคใน
ถ่ัว และ Rhizoctonia solani สาเหตุการเกดิโรคในฝาย (Ordentlich et al., 1988) เปนตน การใชเชื้อ
ราเชน Trichoderme spp. ที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสและไคติเนส ในการควบคุมเชื้อรา Pythium 
aphanidermatum (Edson) FITZP. (วารุณี, 2546) เปนตน นอกจากนี้ยังพบวาเอนไซมไคติเนสในพชื
จะถูกกระตุนใหสรางเพิ่มขึ้นเมื่อมีการชักนาํใหพืชเกิดความตานทานแบบ ISR (indused systemic 
resistance) เพื่อปองกันการรกุรานของเชื้อโรคซ่ึงเปนกลไกหนึง่ในการควบคุมโรคโดยชีววิธี  

 
ดังนั้นในการวจิัยครั้งนี้จึงมุงที่จะศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียทีย่อยไคตนิในการ

ชักนําการสรางเอนไซมไคตเินสในตนขาวเพื่อใชประโยชนในการเปนจุลินทรียปฏิปกษที่สามารถ
ชักนําความตานทานในพืชตอตานการเขาทําลายของเชื้อรา R. solani สาเหตุโรคกาบใบแหงของ
ขาวโดยชวีวิธีตอไป 

  
 
 
 



วัตถุประสงค 
 
  1.  เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียยอยไคตินซึง่แยกไดจากรากขาวใน        
การยับยั้งการเจริญของเสนใย Rhizoctonia solani สาเหตุโรคกาบใบแหงของขาว 
 
  2.  เพื่อศึกษาอิทธพิลของเชื้อแบคทีเรียที่ยอยไคตินตอการสงเสริมการเจริญเติบโตและ            
การครอบครองรากขาว  
 

3. เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลง specific activity ของเอนไซมไคติเนสในตนขาวเมื่อไดรับ
การกระตุนดวยเชื้อแบคทีเรียยอยไคตนิ 
 

4. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียยอยไคตินตอการลดการเกิดโรค และชักนํา
ใหตนขาวตานทานตอการเกดิโรคกาบใบแหงจากเชื้อรา R. solani 
 
 
 



การตรวจเอกสาร 
 
 ขาว (Oryza sativa L.) เปนพชืในตระกูล Gramineae เปนอาหารหลักที่ใชในการบริโภค 
นอกจากนี้ยังเปนสินคาสงออกสําคัญที่ทํารายไดเขาประเทศไทยเปนมลูคาสูงมาก จากการสํารวจ
พื้นที่ปลูกขาวในปเพาะปลูก 2552/53 พบวาประเทศไทยมีพื้นที่ปลูกขาวประมาณ 57.26 ลานไร 
ประมาณการสงออกขาวของประเทศไทย ตั้งแตวนัที่ 1- 12 มีนาคม 2553 มีปริมาณ 1,691,425 ตัน 
(http://www.ricethailand.go.th ) โดยการผลิตขาวในประเทศไทย แบงออกเปน ขาวนาป และ       
ขาวนาปรัง และสามารถจําแนกพื้นที่ปลูกขาวตามประเภทของขาว เชน ขาวหอมมะลิมีแหลงปลูกที่
สําคัญอยูในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ขาวเจาพันธุอ่ืนๆ มีแหลงปลูกทีสํ่าคัญอยูในภาคเหนือและ
ภาคกลาง สวนขาวเหนียวมแีหลงปลูกที่สําคัญอยูในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 
 
  ปญหาที่สําคัญของเกษตรกรในการปลูกขาวทุกชนดิ คือ โรคของขาวซึ่งเปนผลอันเนือ่ง   
มาจากการขยายพื้นที่ปลูกขาวและนําเทคโนโลยีใหมๆมาใชเพื่อชวยเพิม่ผลผลิตซ่ึงเปนการ
เปลี่ยนแปลงสภาพนิเวศทางการเกษตร ทําใหโรคขาวที่มอียูเกิดการปรับตัวและกอใหเกิดปญหา
โรคขาวระบาดทําใหเกิดความสูญเสียผลผลิตซ่ึงพบวาการปลูกขาวเกิดปญหาโรคพืชรบกวน ตั้งแต
ระยะเริ่มปลูกไปจนถึงระยะการเก็บรักษาผลผลิตโดยจัดกลุมโรคของขาวได 3 กลุมคือ 
  
  1.โรคที่เร่ิมระบาดจากเมด็ขยายพนัธุ (sclerotia) เชน โรคกาบใบแหง (Rhizoctonia 
solani) และโรคลําตนเนา (Helminthosporium sigmoideum) 
 
  2.โรคที่ติดกับเมล็ด เชน โรคถอดฝกดาบ (Fusarium fujiculoi) โรคกาบใบเนา 
(Sarocladium oryzae) และโรคเมล็ดดางซึ่งมีสาเหตุจากเชื้อราหลายชนดิ 
  
  3.โรคที่เกิดแผลที่ใบ เชน โรคไหม (Pyricularia grisea) และโรคใบจุดสีน้ําตาล 
(Helminthosporium oryzae) (สมคิด, 2540) 
   
  โรคกาบใบแหงของขาวซึ่งมีสาเหตุจากเชื้อรา Rhizoctonia solani ระบาดในแหลงปลูกที่
สําคัญทั่วทุกภาคของประเทศ นับเปนโรคหนึ่งที่กอใหเกดิความเสียหายมากที่สุดตอการเพาะปลูก
ขาว  การติดเชือ้จะรุนแรงที่สุดในระยะตนขาวแตกกอ สงผลใหผลผลิตของขาวเสียหายประมาณ 
20-40% ปจจุบันการปองกนัและควบคุมโรคนี้ใชสารเคมีกําจัดเชื้อราฉีดพน ซ่ึงมีขอเสียคือสารเคมี
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ตกคางในเมลด็ขาว ในน้ําและดินเกิดผลกระทบตอเกษตรกรผูบริโภค และระบบนเิวศในระยะสั้น
และระยะยาวรัฐบาลไดมีนโยบายลดการใชสารเคมีทางการเกษตรตั้งแตแผนพัฒนาเศรษฐกิจและ
สังคมแหงชาตฉิบับที่ 7 (พ.ศ. 2535-2539) เปนตนมาโดยสนับสนุนการวิจัยเพื่อหาสิ่งทดแทนเพื่อ
ลดการใชสารเคมีกําจัดศัตรูพืช การควบคมุโรคพืชโดยชีววิธี เชน การใชเชื้อจุลินทรียปฏิปกษเปน
วิธีการหนึ่งทีน่าสนใจและควรไดรับการสงเสริมอยางยิ่งเพื่อแกปญหาดังกลาว 
 
โรคกาบใบแหง (Sheath blight)   
           
  โรคกาบใบแหงที่พบในขาวเกิดจากเชื้อรา Rhizoctonia solani Kühn [telomorph: 
Thanatephorus cucumeris (Frank.) Donk.] โรคนี้พบไดทั่วไปในทุกภาคของประเทศ พบมากและ
เปนรุนแรงที่เขตจังหวดัทางภาคกลาง เชน จังหวดัปทุมธานี นนทบุรี สุพรรณบุรี นครปฐม 
ฉะเชิงเทรา โรคนี้จะระบาดรนุแรงในแปลงที่มีการปกดําถ่ี เมื่อขาวแตกกอมากๆ จะเหมาะแกการ
เกิดโรคนี้ไดเปนอยางดี จากการทดลองพบวาขาวทีแ่ตกกอมากเปนโรคนี้ไดงาย เชื้อราท่ีเปนสาเหตุ
ของโรคนี้เขาทําลายตนขาวในระยะที่ขาวแตกกอ โดยเมด็ขยายพันธุสเคลอโรเทีย (sclerotia) ซ่ึง
ลอยไปติดกับตนขาวในชวงระดับน้ําแลวงอกเสนใยแทงผานกาบใบ กอใหเกดิแผลทีก่าบใบและ
ลุกลามขึ้นไปขางบน อาจกอใหเกดิแผลทีใ่บได เชื้อราสามารถสรางเม็ดสเคลอโรเทียที่แผลและ 
มีชีวิตอยูขามฤดู (กรมวิชาการเกษตร, 2531) ในชวงฤดูฝนจะพบการระบาดโรคนี้ไดมาก (Saha and 
Dutta, 2007) นอกจากนี้มีรายงานวาอุณหภูมิและความชืน้สูงเหมาะตอการเกิดโรคกาบใบแหง 
สงเสริมความกวางของแผลและอัตราการหายใจของตนขาวใหเพิ่มขึ้น (Sarker et al., 2003) 
  
   ลักษณะของเชือ้สาเหตุโรคกาบใบแหงของขาวเกิดจากเชือ้รา Rhizoctonia solani เปน    
เชื้อราที่จัดอยูในพวก Fungi imperfecti อยูใน Class Deuteromycetes Order Mycelia sterilia ไม
สราง spore แตสรางเฉพาะเสนใยสีขาวฟแูละ resistance structure ที่เรียกวา sclerotium perfect 
stage ของเชื้อรานี้คือ Thanatephorus cucumeris จัดอยูใน Class Basidiomycetes เชื้อรานี้ในระยะที่
ยังออนอยูเสนใยไมมีสี แตเมือ่มีอายุมากขึ้นจะเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลแกมเหลือง เสนผาศูนยกลาง 8-
12 ไมโครเมตร เสนใยมีผนังกั้นมี 3 ลักษณะ คือ แบบแรกเปนเสนใยทีม่ีลักษณะยาวตรง มีแขนงสั้น
แตกออกจากเสนใย แบบทีส่องเปนแบบ lobats mycelium สราง penetration pegs เขาทําลายเนื้อเยือ่
พืชและทําใหเกิดจุดแผลเปนหยอมๆ มีขนาดรูปรางของแผลแตกตางกันไป บนลําตนขาวที่เชื้อรา
เขาทําลายพบเสนใยขาวปกคลุมเกือบทั่วลําตน เสนใยแบบที่สามมีลักษณะเปน moniloid cell ซ่ึง
เจริญรวมกันสรางเปน sclerotium มีลักษณะดานบนกลมหรือคอนขางกลม ระยะแรกมีสีออนและ
จะมสีีน้ําตาลหรือน้ําตาลเขมในระยะตอมา Bandyopadthay and Mukhopdhyay (1980)  รายงานวา 
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การเจริญของเชื้อราในระยะ perfect stageเชื้อราสราง basidia ที่มีขนาด 10-15x7-9 ไมโครเมตร 
sterigma ขนาด 4.5-7x2-3 ไมโครเมตร และ basidiospores มีขนาด 8-11x5-6.5 ไมโครเมตร  
การพัฒนาของ sclerotium ในระยะแรกไมสามารถลอยน้ําไดตองใชระยะเวลา 15-30 วัน เซลล
รอบๆ เม็ด sclerotium จึงพัฒนาเปนชองวาง   ทําใหมีคณุสมบัติในการลอยน้ําไดและ sclerotium  
นี้จะเปน primary inoculum ทั้งในฤดูปลูกและอยูขามฤดปูลูกขาวได (สิริวัฒน, 2536) ขาวที่ไดรับ
ปุยไนโตรเจนมากทําใหเกดิสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมเนื่องจาก ขาวแตกกอเบยีดกันหนาแนน 
ซ่ึงเปนผลทําใหความชื้นสูงขาวออนแอตอการทําลายของโรคและเสนใยลุกลามจากตนหนึ่งไปยงั
อีกตนหนึ่งงายขึ้นเสนใยที่โคนตนจะลุกลามขึ้นขางบนเกดิแผลลุกลามถึงกันทําใหกาบใบแหงทั้ง
กาบใบและทําใหเปนโรค 
 
ลักษณะอาการของโรคกาบใบแหงของขาว 
  
  ในระยะแตกกอเต็มที่ และระยะออกรวงอาการของโรคนี้จะเริ่มครั้งแรกที่บริเวณตนกลา
ระดับน้ํา เนื่องจากวาเม็ดขยายพันธุของเชื้อโรคจะลอยไปตามน้ําและตดิอยูตามกาบใบของตนขาว 
อาการที่กาบใบ พบวาเมื่อเร่ิมจะเกิดเปนแผลช้ําๆ รูปไข สีเขียวปนเทากวาง 1-4 มิลลิเมตร  
ยาว 2-10 มิลลิเมตร ตรงกาบใบบริเวณระดบัน้ําตอมาแผลขยายใหญขึ้นยาว 1-3 เซนติเมตร ความ
กวางของแผลมักเปนครึ่งหนึ่งของความยาว เมื่อมีความชื้นสูงจะมีเสนใยปกคลุมอยูทั่วไปบนสวน 
ที่เปนโรค ตอมาแผลจะเปลีย่นเปนสีขาวปนเทาหรือสีฟางขาว ขอบมีสีน้ําตาลไหม เมือ่เปนมากขึ้น 
แผลจะลุกลามถึงกัน ทําใหรูปรางไมแนนอน กาบใบแหงและพบเมด็สเคลอโรเทียรูปไขหรือกลม
บนสวนทีแ่หงนั้น บนใบเกิดอาการขึ้นเมื่อเชื้อทําลายกาบใบหมดแลวรูปรางของแผลไมแนนอนเมือ่
เปนมากๆ แผลลุกลามถึงกัน แผลสีฟางขาวขอบสีน้ําตาลแดง เมื่อใบแหงก็พบสเคลอโรเทียบนใบ
เชนกัน อาการบนเมล็ด นอกจากทําลายกาบใบและใบแลว เชื้อรายังทาํลายเมล็ดทําใหเมล็ดเสีย 
เมล็ดลีบ 
 
การแพรระบาดของโรคกาบใบแหงของขาว 
 
  ดังกลาวแลววาเชื้อที่เปนสาเหตุของโรคกาบใบแหงของขาวอยูในรูปเม็ดขยายพันธุ         
ซ่ึงอยูไดนานในตอซังหรือวชัพืช จากการศึกษาของ Sarker et al. (2003) พบวาในสภาพแวดลอมที่
มีความชื้นสูงนั้นเหมาะตอการเกิดโรคกาบใบแหง สังเกตไดจากพัฒนาของแผลที่กวางและยาวขึ้น
ในสภาพหองปฏิบัติการ   
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 เมื่อฝนเริ่มตกเม็ดขยายพันธุซ่ึงมีชีวิตอยูขามฤดูจะเขาทําลายวัชพืชในนาหรือตามคนันาและ
เมื่อปลูกขาว เม็ดขยายพันธุเหลานั้นก็ลอยไปติดกับตนขาว และเขาทําลายตนขาวที่มนัเกาะอยู เสน
ใย เจริญอยางรวดเร็วบนผิวใบ หรือในเนือ้เยื่อของขาว เมื่อขาวอายุมากขึ้นเสนใยที่อยู บนผิวของ
กาบใบเจริญเรว็ขึ้น เพราะวาความชื้นภายในกอขาวมากขึน้และกอใหเกดิแผลไดมากขึน้ เชื้อราจะ
สรางเม็ดขยายพันธุขึ้นที่แผล และติดอยูกับตอซังหรือรวงลงสูพื้นนา และมีชีวิตขามฤดจูนถึงฤดูทํา
นาตอไปใหมไดอีก 
  
  ในนาปรังพบโรคนี้นอยและอาการของโรคก็ไมรุนแรงเทานาป นอกจากนีย้ังพบอกีวาขาว
พันธุตนสูงแสดงอาการของโรครุนแรงนอยกวาขาวพนัธุเตี้ย และขาวเบาเปนโรคกาบใบแหงรุนแรง 
ขาวพันธุกข แสดงปฏิกิริยาไมตานทานตอโรคนี้โดยเฉพาะพันธุกข7 จะแสดงอาการไดรุนแรงถึงใบ
ธงพันธุกข13 ตานทานโรคกาบใบแหงของขาวได (กรมวิชาการเกษตร, 2531) Sarker and Gupta 
(2002) รายงานเกี่ยวกับความรุนแรงของโรคกาบใบแหงมีความสัมพันธกับดินทรายโดยพบวาโรค
เกิดมากในดินที่มีคาความสามารถในการอุมน้ํา (water holding capacity; WTC) ที่ 50-60% WTC 
และเกดิโรคกาบใบแหงต่ําในสภาพดนิที่มคีา 100% WTC 
 

โรคกาบใบแหงพบมากและรนุแรงในภาคกลาง โดยมีงานวิจัยการใชจุลินทรียปฏิปกษ    
ใชเชื้อแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ (วิจิตรา และคณะ, 2542; พากเพยีร และคณะ, 2543) ปจจุบันมี
การวิจยันําสารพวกซิลิกอนมาศึกษาการปองกันกําจดั ซ่ึงพบวาเมื่อนําไปใชกับพนัธุที่เปน partial 
resistant จะสามารถควบคุมโรคไดระดับหนึ่ง 
 
การควบคุมโรคกาบใบแหงของขาวและเชื้อรา Rhizoctonia solani 

 
การควบคุมดวยวิธีเขตกรรม  
   
  การปลูกพืชหมุนเวยีนเปนวธีิการที่ไดผลนอย เนื่องจากเชื้อรา R. solani มีพืชอาศัยที่
กวางขวางและสามารถอาศัยกับเศษซากพืชได จากงานทดลองของ Belmar et al. (1987) พบวาการ
ปลูกพืชหมุนเวียน ขาว-ถ่ัวเหลือง-ขาว เปนโรคกาบใบแหงเฉลี่ยมากกวาการจดัระบบการปลูกพืช 
ถ่ัวเหลือง-ถ่ัวเหลือง-ขาว และทุงหญา-ทุงหญา-ขาว รวมทั้งไมมีการปลูกขาวในพื้นที่ 1-2 ป  
ลดปริมาณ inoculum เพราะสวนของเชื้อทัง้ที่ติดกับตอซงัขาวและเมด็สเคลอโรเทีย เมื่อมีการไถ
พรวนจะฝงจมอยูในดินซึ่ง Mew and Rosales (1986) พบวาเม็ดสเคลอโรเทีย จะตายไปหลังการไถ
พรวนดนิ 14 วัน ซ่ึงเกิดจากการที่เชื้อราอยูในสภาพขาดออกซิเจน (สิริวัฒน, 2536) การเกิดโรคกาบ
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ใบแหงในนานั้นขึ้นอยูกับวธีิการปลูกและความหนาแนนของพืชปลูกซึ่งขอมูลการสํารวจจากแปลง
ของเกษตรกรและแปลงทดลองพบวาวิธีการยายปลูกทําใหผลผลิตขาวมีดัชนีพื้นทีใ่บสูงขึ้นและ
ผลผลิตน้ําหนักแหงดี โดยสงเสริมความตานทานโรคกาบใบแหงและเปนการเพิ่มผลผลิตขึ้น (Yang 
et al., 2008) 
 
การควบคุมดวยการใชพนัธุพืชตานทาน 
 
  จากการศึกษาของ พากเพียร และคณะ (2526) บนขาวพนัธุกข7 ในสภาพนาดําโดยการปลูก
เชื้อรา R. solani พบวาถาโรคนี้มีแผลลุกลามขึ้นไปถึงกาบหุมใบธงและใบธงของตนขาว จะทําให
ผลผลิตของขาวลดลง 40% ในป 2528 พากเพียรและคณะ พบวาขาวพันธุกข21 ถาเปนโรคกาบใบ
แหงและมีระดบัความสูงของแผล 60 เซนติเมตร จะมีผลทําใหผลผลิตของขาวลดลง 22.8%  
ในปจจุบนัยังไมมีรายงานพันธุขาวตานทานโรคกาบใบแหง พันธุขาวที่ปลูกในอเมริกาใตมีตั้งแต
พันธุออนแอจนถึงพันธุที่มีความตานทานบาง มีรายงานผลผลิตลดลง 8% ในขาวพันธุที่ออนแอปาน
กลาง และผลผลิตลดลงมากกวา 30% ในพนัธุที่ออนแอมาก ในสภาพแปลงนาที่มีการปลูกโรค 
(Groth, 2008)  
 
การควบคุมดวยสารเคมี  
  
  ในระหวางป ค.ศ. 1970 สารเคมีที่ใชกันอยางแพรหลายและมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง
การเกิดโรคกาบใบแหง คือ benomyl (Kannaiyan and Prasad, 1976; Roy and Saikia, 1976) และยัง
มีการใชสารปฏิชีวนะในการชวยยับยั้งการเกิดโรคเชน Validamycin, Polyoxin ซ่ึงมีความ
เฉพาะเจาะจงตอเชื้อรา Rhizoctonia solani และยังมีสารที่ใชทั่วๆไป คอื Kitazin, Hinosan และ 
Dithane M-45  จากการรายงานของ IRRI (1978) พบวา Iprodione มีประสิทธิภาพดีทีสุ่ดในการ
ยับยั้งและควบคุมการเกิดโรคนี้ Suryadi and Sukamandi (1989) พบวาการใชสาร Triazole มี
ประสิทธิภาพสูงสุดในการยบัยั้งและลดการขยายแผลของโรคกาบใบแหง รองลงมาไดแก 
chlorothalonil, mancozeb และ maneb+zineb การใช Vitavax คลุกเมล็ดปอแกวสามารถลดการเกิด
โรคเนาคอดินที่เกิดจากเชื้อรา R. solani ไดผลดี นอกจากนี้ยังมีการใชสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อรา 
เชน วาลิดามยัซิน, โปรพิโคนาโซล เพนไซคูรอน (25% WP) หรือเอดิเฟนฟอส พนบริเวณที่เร่ิมพบ
โรคระบาด ไมจําเปนตองพนทั้งแปลงนา เพราะโรคกาบใบแหงเกิดเปนหยอมๆ  
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การควบคุมโรคโดยใชหลายวิธีรวมกัน (Integrated disease management: IDM) 
  
  การจัดการโรคกาบใบแหงโดยใชวิธี IDM ซ่ึงเปนการใชหลายวิธีรวมกนั โดยมีการใช
สารเคมีรวมกับการใชวิธีทางธรรมชาติ การควบคุมโรคโดยชีววิธีและการใชพืชตานทาน ทําใหวิธี 
IDM มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรค (Groth and Bond, 2007)  
 

การควบคุมโรคโดยใช Plant Growth Promoting Rhizobacteria หรือ PGPR ซ่ึงเปนกลุม
ของแบคทีเรียหลากหลาย species และหลากหลายสายพนัธุ สวนใหญอยูในสกุล Pseudomonas, 
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Gluconacetobacter และ Serratia เปนตน    
โดย PGPR จะสามารถแบงไดเปน 2 ประเภทคือ 

 
1.  พวกที่มีความสัมพันธแบบพึ่งพาอาศัยกนักับพืช หรือที่เรียกวาความสัมพันธแบบ 

Symbiosis  
 
2.  พวกที่อาศยัแบบอิสระในดิน (Free-living form) และพบอยูใกลๆบริเวณรากพืช โดย

แบคทีเรียจําพวก PGPR ชวยกระตุนการเจริญเติบโตของพืช และชวยใหผลผลิตของพืชสูงขึ้น 
(Mew and Rosales, 1992) 
 
การควบคุมโรคโดยชีววิธี  
 
  การควบคุมโรคโดยชีววิธี (biological control) หมายถึง การลดปริมาณของ inoculum หรือ
การลดปฏิกิริยาการเกิดโรคของเชื้อสาเหตทุี่อยูในระยะทีม่ีปฏิกิริยาหรือระยะพักตวัดวยการใช       
จุลินทรียชนิดหนึ่ง หรือมากกวา 1 ชนิด ใหบรรลุผลสําเร็จในสภาพธรรมชาติหรือดวยการจัดการ
สภาพแวดลอมของพืชอาศัย หรือเชื้อจุลินทรียปฏิปกษ  กลไกของเชื้อจุลินทรียปฏิปกษในการ
ควบคุมเชื้อโรคพืชมีดังนี้ 1. การสรางสารปฏิชีวนะ (antibiosis) กลไกนี้เกิดจากการตอตาน        
ของจุลินทรีย antibiotic bacterium และผลิตสาร secondary metabolite ซ่ึงมีฤทธิ์ไปทําลายเชื้อโรค
เปาหมายได 2. การแกงแยงอาหาร (competition) 3. การเปนปรสิต (parasitism) (สุดฤดี และคณะ, 
2541)  
 
  เชื้อจุลินทรียในธรรมชาติที่สามารถยับยั้งการเจริญ และควบคุมเชื้อรา R. solani ไดแก 
Trichoderma spp., Bacillus spp., Pseudomonas spp., Penicillium spp., Myrothecium spp. (Cook 
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and Baker, 1983) เชื้อรา Trichoderma harzianum สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา R. solani โดย
เร่ิมจากการพนัรัดเสนใย ซ่ึงเกิดขึ้นได 3 ลักษณะคือ 1. ลักษณะการแตกแขนงสั้นๆ จากเสนใยแลว
ไปพันรัดเสนใยเชื้อราอื่น 2. ลักษณะเสนใยพันรัดโดยตรง 3. ลักษณะทีเ่ชื้อราเจริญขนานกันไปกับ
เชื้อราอ่ืนๆ แลวแตกแขนงเปนชวงๆ พันรัดเสนใยเชื้อราเหลานั้น Harder et al., 1979; Chet and 
Baker, 1980 พบวา T. harzianum ผลิตน้ํายอยสองชนิด คือ เอนไซมไคติเนสและเอนไซม ß-1-3 
glucanase เมื่อยอยสลายผนังเซลลของเชื้อราอื่นแลวกเ็อาไปใชเปนแหลงธาตุอาหารคารบอนตอไป  
 
  นอกจากนี้สภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญของ T. harzianum ขึ้นอยูกับสภาพความ
เปนกรด-ดางของดิน pH ที่เหมาะสมคือ5.5 อุณหภูมิที่เหมาะสมมากกวา 27 องศาเซลเซียส ความชื้น
ในดินคอนขางสูงชวยสงเสริมการเจริญของ T. harzianum Chet et al. (1983) ไดทดลองใช                  
T. harzianum กับตนไอริส พบวาสามารถลดการเกิดโรคเนื่องจากเชื้อ Sclerotium rolfsii และ         
R. solani ได   
 

การใชจุลินทรยีอ่ืนๆ นอกจากเชื้อรา เชน เชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. คลุกเมล็ดขาวโพด
กอนนําไปปลกูในดินที่มีเชือ้ R. solani และ S. rolfsii 3 isolate พบวาเชื้อ Bacillus sp. ลดการเกิด
โรคตนกลาเนาได ลักษณะพเิศษของเชื้อ Bacillus sp. คือสามารถสรางสปอรที่พักตัวได ทนความ
รอนและการอบดินเชื้อเจริญเติบโตไดอยางรวดเร็วและการยอยสลายผนงัเซลลของเชื้อรา             
ซ่ึง Bacillus sp. สามารถนําไคตินและสารที่ยอยสลายไปเปนองคประกอบของตัวเองได (Mitchell 
and Alexander, 1963) นอกจากนีย้ังพบเชือ้ Streptomyces sp. สายพันธุ PM5 ที่แยกไดจากดิน
สามารถผลิตสารได 2 ชนิด คือ SPM5C-1 และ SPM5C-2 ซ่ึงเปนสารประกอบ lactone  และ ketone 
carbonyl ตามลําดับ เมื่อนําสารทั้ง 2 ชนิดมาทดสอบประสิทธิภาพในระดับหองปฏิบัติการโดยวิธี 
agar diffusion พบวาสาร SPM5C-1 สามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยของเชื้อรา Pyricularia 
oryzae และเชือ้รา R. solani สวน SPM5C-2 สามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยของเชื้อรา  P. oryzae 
ไดเพยีงอยางเดียว เมื่อนําไปทดสอบประสิทธิภาพการควบคุมโรคในสภาพโรงเรือน พบวาการพน
ดวย SPM5C-1 ความเขมขน 500 μg/ml สามารถลดโรคไหม และโรคกาบใบแหงได 76.1% และ 
82.3% ตามลําดับ เมื่อเทียบกบักรรมวิธีควบคุม และชวยเพิ่มผลผลิตของขาวโดยสูงกวากรรมวิธี
ควบคุมอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (Prabavathy et  al., 2006) 
 

จุลินทรียควบคุมโรค (BCAs) ในระบบการปลูกขาวพบวามีหลายชนิด เมื่อคลุกเมล็ดดวย
แบคทีเรียปฏิปกษ (BCAs) พบวากระตุนการเจริญมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคกาบใบแหง 
(Rhizoctonia solani AG1) แตขอมูลที่ไดไมสอดคลองกันถาใชจุลินทรียเพียงอยางเดียวในแปลงที่  
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มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคอยูในระหวาง 50-90 เปอรเซ็นต ดังนั้นเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพใน
การควบคุมโรคจึงมีการใชสารเคมีรวมดวยเชน Jingangmycin ที่มีใชในประเทศจีนและ 
Validamycin ที่ใชในประเทศเวียดนาม ถูกนํามาผสมรวมกับ BCAs พบวามีประสิทธิภาพและลด
ความแปรปรวนในสภาพแปลงทดลอง หนาที่ของ BCAs ในการจดัการโรค ไดแก สงเสริมการงอก
ของเมล็ดขาวและเพิ่มความแข็งแรงของตนกลาขาว เปนตน (Mew et al., 2004) พบวา B. cepacia  
สายพันธุ In-b-6854 ลดการเกิดโรคกาบใบแหงซ่ึงพบมากในชวงขาวแตกกอและระยะเก็บเกี่ยวโดย
ดูจากผลผลิตขาว  

 
อยางไรก็ตามนอกจากเชื้อราปฏิปกษแลว ยังพบเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษซ่ึงเปนจุลินทรียที่มี

การนํามาใชในการควบคุมโรคอยางแพรหลาย เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียมีกลไกในการควบคุมเชื้อ
สาเหตุโรค 4 ลักษณะ (นพินธ, 2546) ดังนี้ 

 
 1.  การแขงขันกับเชื้อโรค (Competition) เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษมีความสามารถในการ
แขงขันกับเชื้อสาเหตุโรคพืชในดานตางๆ เชน การใชธาตอุาหาร อากาศ และการครอบครองพื้นที่
ไดดีกวา ทําใหเชื้อสาเหตุโรคพืชไมสามารถเจริญ หรืออาศัยอยูในบรเิวณที่มเีชื้อปฏิปกษ สงผลให
พืชเจริญเติบโตแข็งแรง มีผลผลิตสูงขึ้น สําหรับการแขงขันที่พบมากคอืการที่เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
สามารถนําธาตุอาหารหรือสารตางๆ ที่มีอยูในดินหรือในสภาพแวดลอมนั้นมาใชประโยชนในการ
เจริญไดดกีวาเชื้อโรค ทําใหเชื้อโรคขาดสารอาหาร ไมสามารถเจริญขาทําลายพืช เชน การที่เชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษ P. fluorescens ผลิตสาร siderophore ที่ชวยในการจบัยึดธาตุเหล็ก (Iron, Fe+3) จงึ
ทําใหเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ P. fluorescens สามารถใชธาตุเหล็กไดดีกวาเชื้อรา Gaeumannomyces 
graminis var. tritici สาเหตุโรค Take-all ของขาวสาลี ทําใหเชื้อรานี้ไมสามารถเขาทําลายรากของ
ขาวสาลีได สงผลใหขาวสาลีเจริญเติบโต และมีผลผลิตดีขึ้น ซ่ึงนิยมเรยีกแบคทเีรียปฏิปกษที่มี
ลักษณะนีว้า แบคทีเรียสงเสริมการเจริญเตบิโตของพืช (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, 
PGPR) โดยแบคทีเรียนี้ชอบอาศัยอยูในดนิบริเวณผิวราก (rhizoplane) หรือบริเวณรอบราก 
(rhizospere) (Schippers et al., 1987) 
 
 2.  การผลิตสารปฏิชีวนะ (Antibiosis) เชื้อแบคทีเรียเปนจุลินทรียที่พบวามีการผลิตสาร
ปฏิชีวนะไดหลากหลายมากที่สุด ซ่ึงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่ไดรับความสนใจคัดเอามาใชในการ
ควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีนัน้ จะเนนคณุสมบัติการทําลายชีวิตของเชื้อโรคเปนสวนใหญ และนับวา
เปนกลไกชนดิแรกที่นํามาศกึษา โดยเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสามารถผลิตสารที่มีคุณสมบัติยับยั้งหรอื
ทําลายเชื้อโรค หรือจุลินทรียชนิดอื่นได ดวยสารพิษ (toxin) หรือสารปฏิชีวนะ (antibiotic) ที่นํามา
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ผลิตใชเปนยารักษาโรคกับมนุษย สัตว และพืชมากมายในปจจุบัน นอกจากนี้กลไกนี้ยังเปนกลไก
แรกที่ประสบความสําเร็จในการควบคุมโรคพืชโดยชีววธีิ นั่นคือการใชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
Agrobacterium radiobacter สายพันธุ K84 ซ่ึงผลิตสาร bacteriocin ที่มีช่ือวา agrocin 84 ไปยับยั้ง
หรือทําลายเชือ้แบคทีเรีย A. tumefaciens  biotype 1 และ 2 สาเหตุโรค crown gall ของพืช ชวย
ปองกันการเกดิโรคกับตนพชืได (Thomson, 1987; Penyalver et al., 2000) หรือในกรณีที่ใชเชื้อ
แบคทีเรีย P. fluorescens สายพันธุ 2-79 ที่ผลิตสารปฏิชีวนะ phenazine-1-carboxylate ซ่ึงสามารถ
ยับยั้งการเกิดโรค Take-all ของขาวสาลีไดถึง 50-90 เปอรเซ็นต (Cook, 1993) 
 
 3.  การเปนปรสิต (Parasitism) เชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบตัิเปนปรสิต (parasite) สามารถเขา
ไปเจริญอาศัยทําลายสิ่งมีชีวติอ่ืนนั้นปจจุบนัพบไมมากนกั และการใชเพื่อควบคุมโรคพืชยังไม
ประสบความสําเร็จเหมือนกลไกการผลิตสารปฏิชีวนะ แตยังมีรายงานการเปนปรสติของเชื้อ
แบคทีเรีย Erwinia urediniolytics ที่เขาทําลาย pedicel ของสปอรเชื้อราสนิม (rust) เชื้อแบคทีเรีย 
Bdellovibrio bacteriovorus ที่เปนปรสิตของเชื้อแบคทีเรีย P. syringae pv. glycinnea สาเหตุโรคใบ
ไหมของถ่ัวเหลือง หรือเชื้อแบคทีเรีย Pasteuria penetrans (Syn. B. penetrans) ที่เปนปรสิตของ
ไสเดือนฝอย Meloidogyne incognita สาเหตุโรครากปม (Cook and Baker, 1983) เชื้อแบคทีเรีย
เหลานี้ยังไมไดรับความสนใจศึกษาปรับปรุงใหเกดิประโยชนอยางจริงจังจึงนับวาเปนสวนหนึ่งที่
นาศึกษาพัฒนานํามาใชในการควบคุมโรคตอไป 
 
 4.  การชักนําใหเกิดความตานทานโรค (Induce disease resistance) เปนกลไกทีก่ําลังไดรับ
ความสนใจศกึษากันอยางแพรหลายในปจจบุัน ทั้งนี้เนื่องจากเชื้อรา หรือเชื้อแบคทีเรียบางชนิดที่
เปนเชื้อสาเหตโุรค เมื่อนํามาทําใหสูญเสียความสามารถในการกอใหเกดิโรคแลว สามารถชักนํา
หรือกระตุนใหพืชสรางความตานทานตอการทําลายของเชื้อโรคได เชน การเกดิการกลายพันธุใน
ยีนเดยีวของเชือ้รา Colletotrichum magna สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพวกแตง (cucurbit) จะไม
กอใหเกิดโรค แตจะเจริญอยูในพืช และชวยใหพืชทนตอการเขาทําลายของเชื้อโรคดั้งเดิม (wild 
type) ได หรือในกรณีของเชือ้แบคทีเรีย P. solanacearum สายพันธุไมรุนแรง (avirulent) สามารถ
ชักนําใหพืชสรางสาร tomatine แลวปลดปลอยออกมาที่บริเวณรากทาํใหมะเขือเทศตานทานตอการ
เขาทําลายของเชื้อแบคทีเรีย P. solanacearum สายพันธุดัง้เดิมได (Arwiyanto et al., 1994) 
 

เชื้อแบคทีเรียที่ใชในการควบคุมโรคเปนจํานวนมากคือ เชื้อแบคทีเรียในกลุม 
Pseudomonas spp. และ Bacillus sp. เนื่องจากสามารถเพิ่มปริมาณไดอยางรวดเร็ว และผลิตสาร
ปฏิชีวนะไดหลายชนิด สวนใหญเปนสารจาํพวกเปปไทด และ โพลีเปปไทด โดยสารปฏิชีวนะที่
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เชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas spp. ผลิตขึ้นและสามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชได คือ pyoluteorin, 
2,4-diacetylphluoroglucinol (DAPG), siderophore, pyrrolnitrin, phenazine-1-carboxylic acid 
(PCA) antharanilic acid (Thomashow and Weller, 1990; Schnider et al., 1995; Bakker et al., 
2002; Nagarajkumar et al., 2004) phenazine-1-carboxamide (PCN) (Chin et al., 2001) 
viscosinamide (Thrane et al., 2000) chitinase, β-1,3 glucanase, salicylic acid (SA) และ hydrogen 
cyanide (HCN) (Nagarajkumar et al., 2004) 

 
สําหรับเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis นั้นมีรายงานวาสามารถผลิตสารปฏิชีวนะไดถึง 65-70 

ชนิด (Lee and Jame, 1985) โดยสารที่ผลิตขึ้นและสามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชได ไดแก 
Iturin A, Surfactin (Asaka and Shoda, 1996) bacilysin, fengymycin A และ B (Loeffler et al. 
1986) bacliomycin (Chevanet, 1986) albolutin, bacillin, fungistatin (Katz and Demain, 1977) 
รวมทั้งยังสามารถผลิตเอนไซม β-glucanase (Fergus and Richard, 1990) chitinase และ β-1,3 
glucanase ได (Marten et al., 2000) และพบสาร zwittermicin A ซ่ึงผลิตโดยเชื้อแบคทีเรีย B. cereus 
(He et al., 1994) นอกจากนีย้งัพบวาเชื้อแบคทีเรีย B. thuringiensis ก็สามารถผลิตเอนไซม 
chitinase ไดเชนกัน (Reyes-Ramίrez  et al., 2004) 

มานะ และคณะ (2536) ไดแสดงใหเห็นวาเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ที่แยกจากธรรมชาติ 
สามารถผลิตสารปฏิชีวนะทีส่ามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อราสาเหตุโรคขาวหลายชนิด เชน
เชื้อรา R. solani สาเหตุโรคกาบใบแหง เชือ้รา P. oryzae สาเหตุโรคไหม (blast) และเชื้อรา            
C. lunata สาเหตุโรคเมล็ดดางของขาวได และจากรายงานในตางประเทศพบวา เชื้อแบคทีเรีย            
P. fluorescens ไอโซเลท PfMDU2 ที่แยกจากดินบริเวณ rhizosphere ของตนขาวมีการผลิต 
chitiinase, ß-1,3-glucanase, siderophore, salicylic acid และ hydrogen cyanide ในปริมาณสูง และ
สามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อ R. solani ไดดีที่สุด (Nagarajkumar et al., 2004)  

และยังพบวาเชื้อแบคทีเรีย P. fluorescens สายพันธุนี้สามารถเจริญไดบนอาหารที่มี oxalic 
acic และสามารถลดความเปนพิษของสารชนิดนี้ที่เชื้อรา R. solani สรางขึ้น เพื่อใชในการกอใหเกดิ
โรคกาบใบแหงในขาว รวมทั้งไดทําการศกึษาวา gene ที่เกี่ยวของกับการลดความเปนพิษของ 
oxalic acic อยูบน plasmid หรือไม ซ่ึงพบวาในสายพนัธุที่ไมมี plasmid (PfMDU2P) นั้นไม
สามารถเจริญไดบนอาหารที่มี oxalic acic และไมสามารถควบคุมโรคกาบใบแหงไดเลย และพบวา
กรรมวิธีที่ treat เมล็ดขาวดวยสายพันธุ PfMDU2 รวมกบัการใสลงดินมีประสิทธิภาพในการ
ควบคุมโรคกาบใบแหงไดสูงที่สุด (Nagarajkumar et al., 2005) 
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นอกจากนี้ยังพบเชื้อแบคทีเรีย Serratia marcescens สายพันธุ B2 ที่แยกจากบริเวณผิวใบ
ของมะเขือเทศ มีประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญของเชื้อราหลายชนิดในระดับหองปฏิบัติการ 
และสามารถควบคุมโรค cyclamen soil-borne สาเหตุจากเชื้อรา R. solani AG4 และ Fusarium 
oxysporum f. sp. cyclaminis โรคกาบใบแหงที่เกิดจากเชือ้รา R. solani และโรคไหมของขาวที่เกิด
จากเชื้อรา P. oryzae ในสภาพเรือนปลูกพชืทดลอง (Someya et al., 1997; Someya et al., 2000; 
Someya et al., 2002) และพบวาเชื้อแบคทเีรีย S. marcescens สายพันธุ B2 สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเสนใย และการงอกของเม็ด sclerotium ของเชื้อรา R. solani (Someya et al., 1997; 2000)  

 
เชนเดยีวกับสุภาณี และคณะ (2539) ที่ไดทาํการทดลองและพบวาเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis 

สายพันธุ No.26 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งการงอกของเม็ด sclerotium เมื่อนําเม็ด 
sclerotium ไปสองใตกลองจลุทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (SEM) พบวาเสนใยที่เปน
สวนประกอบของเม็ด sclerotium ถูกทําลายเสียหาย เมื่อนําเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
No.26 ไปทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกดิโรคกาบใบแหงโดยวิธีราดดนิพบวาเชื้อสาย
พันธุดังกลาวสามารถลดเปอรเซ็นตการเกดิโรคกาบใบแหงของขาวได 

 
นอกจากนี้นลินี และคณะ (2534) ทําการทดสอบการควบคุมโรคโดยวธีิการคลุกเมล็ด 

พบวา B. subtilis สายพันธุ NSRS 89-26 ชวยลดอัตราการเกิดโรคของเมล็ดพันธุและตนกลาไดด ี 
ไมมีผลกระทบตอเปอรเซ็นตการงอกและความแข็งแรงของเมล็ด ตนกลาเจริญเติบโตไดดกีวาเมลด็
ที่ไมมีการคลุกเชื้อแบคทีเรีย และมีความเหมาะสมที่จะใชในสภาพทีม่ีโรคระบาดหรือมีโรคที่ติดมา
กับเมล็ดสูงขณะที่ พากเพยีร และคณะ (2544) ศึกษาประสิทธิภาพของชีวภณัฑ B. subtilis ในการ
ควบคุมโรคกาบใบแหงของขาว พบวาชีวภัณฑ 4 ชนิด คือ TRF สูตร A, TRF สูตร B, Larminar WP 
และ Agroguard Liq. มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคกาบใบแหงของขาวไดด ี

 
ตอมา Someya et al. (2003) ไดนําเชื้อแบคทีเรีย S. marcescens สายพันธุ B2 มาทดสอบ

ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคกาบใบแหงของขาวที่เกดิจากเชื้อรา R. solani AG-1 IA พบวา
สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดเมื่อปลูกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษกอนการปลูกเชื้อสาเหตโุรค 1 ช่ัวโมง 
แตไมสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดเมื่อปลูกเชื้อปฏิปกษกอนเชื้อโรค 28 วัน และพบวาสามารถตรวจ
พบเชื้อปฏิปกษจากดินบริเวณเขตอิทธิพลรอบราก เมื่อปลูกเชื้อปฏิปกษไปแลว 28 วนั  
 

 นอกจากการนําจุลินทรียปฏิปกษมาใชในการควบคุมโรคของขาวแลว ยังพบวาการใส      
ภูไมท ซ่ึงเปนผลิตภัณฑสารประกอบซิลิกอนสามารถลดโรคกาบใบแหง และเพิ่มผลผลิตของขาว
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ได (วิชชุดา และคณะ, 2548) รัศมี และคณะ (2542) ศึกษาเชื้อจุลินทรียปฏิปกษที่มีประสิทธิภาพใน
การปองกันโรคที่เกิดจากเชื้อราและแบคทีเรียหลายชนดิในนาขาว เชน Bacillus subtilis, 
Rhizoctonia solani เปนตน สวนสารสกัดจากพืชม ีไพล วานน้ํา ทองพนัชั่ง และขา ที่ใชไดผลในพชื
หลายชนิด สวนสารสกัดจากธรรมชาติ มีการศึกษาการใชภูไมท ซีโอไลท สเม็คไทต สารประกอบ 
ซิลิกา ปุยอินทรียน้ํา (Bacteria-Mineral-Water) ในการลดความเสียหายจากโรคพืช 

 
  จึงเห็นไดวาเชือ้รา Trichoderma spp. และเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. มีประสิทธิภาพในการ
ควบคุมโรคกาบใบแหงของขาว ดังนัน้การทดลองครั้งนี้จึงมีการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่
แยกไดจากรากขาวที่มีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมโรคกาบใบแหง 
 
การปองกันกําจัดโรคกาบใบแหงของขาวโดยใชแบคทีเรียปฎปิกษ 
  
 นลินี และคณะ (2534) ไดศกึษาปองกนักําจัดโรคขาวที่สําคัญโดยใชเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษ 
(antagonistic bacteria) Bacillus subtilis 2 สายพันธุ ที่ไดจากเมล็ดพนัธุขาวในป 2530 และทดสอบ
ความสามารถในการปองกนักําจัดโดยชีววธีิในหองปฏิบตัิการ และโรงเรือนทดลองที่ศูนยวิจัยขาว
พัทลุงโดยทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราสาเหตุโรคพืชพบวา B. subtilis สามารถ
ควบคุมการเจริญของเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราสาเหตุโรคขาวได สวนการทดสอบความสามารถใน
การเปน root colonizer โดยใชวิธีการคลุกเมล็ดพันธุขาวพบวาทั้งสองสายพันธุเปน root colonizer 
ที่ดีซ่ึงไมมีผลเสียหายตอการงอกและความแข็งแรงของเมล็ด 
 
 Pengnoo et al. (2000) ศึกษาการใชแบคทีเรียปฏิปกษเพือ่ควบคุมโรคกาบใบแหงของขาว 
โดยเริ่มตั้งแตการทดสอบและคัดเลือกเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษที่มีประสทิธิภาพในการยับยั้งเชื้อรา 
Rhizoctonia solani จากจํานวน 323 ไอโซเลท ที่ไดจากดนิในนาขาวของจังหวดัตางๆในภาคใต 
พบวา B. megaterium มีฤทธิ์ในการเปนปฏิปกษไดสูงสุด นอกจากนีก้ารใช Pseudomonas 
fluorecens และ Bacillus sp. มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคกาบใบแหง สงเสริมการเจริญ 
เติบโตและกระตุนกลไกความตานในทานในพืช โดยพบสายพันธุเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากเมล็ด
ขาวและในแปลงนามีประสิทธิภาพในการยับยั้งโรคกาบใบแหงชวงเวลาใชเชื้อแบคทีเรียเปนชวงที่
ขาวอยูในระยะขาวแตกกอ ซ่ึงเปนระยะทีม่ีความรุนแรงของโรคมากที่สุด (Lai Van E et al., 2001) 
 
 ลัดดา และคณะ (2536) พบเชื้อแบคทีเรีย P. fluorescens สายพันธุ PTLR 9218และเชื้อรา 
Trichoderma konigii สายพนัธุ PTLS 9201 ที่แยกไดจากรากขาวและดินแปลงทดลองโรคขาว
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ศูนยวิจัยขาวพทัลุงมีประสิทธิภาพในการยบัยั้งเชื้อรา R. solani สาเหตุโรคกาบใบแหงของขาวใน
ระดับหองปฏิบัติการ   
 
 กลุมงานวิจยัโรคขาวและธัญพืชเมืองหนาว ทดสอบการปองกันกําจดัโรคกาบใบแหงของ
ขาวโดยสํารวจและแยกเชื้อแบคทีเรียจากดินบริเวณรากขาวในนา และสวนของตนขาวทั้งที่เปนโรค
และไมเปนโรคกาบใบแหง ซ่ึงเกิดจากเชื้อราสาเหตุคือ R. solani เชื้อแบคทีเรียที่แยกไดเหลานี้ซ่ึง
สวนใหญอยูในกลุม Bacillus sp. และ Pseudomonas spp. มีคุณสมบัติยบัยั้งหรือตอตานการ
เจริญเติบโตของเสนใยเชื้อรา เมื่อนํามาทดสอบโดยการแชเมล็ดขาวในแบคทีเรีย (bacterization) 
ประมาณ 24 ช่ัวโมง กอนนําเมล็ดไปปลูกในดินที่คลุกเชือ้รารวมกับการพน suspension ของเชื้อ
แบคทีเรียบนตนขาวในโรงเรือนพบวามีแบคทีเรียบางไอโซเลท ที่สามารถลดความรุนแรงของโรค
กาบใบแหงบนตนขาวไดในฤดูนาปและฤดูนาปรัง ป พ.ศ. 2536 ไดคัดเลือกแบคทเีรียจํานวน          
3 ไอโซเลท ไปทดสอบกับขาวพันธุ กข.23 ในแปลงทดลองที่ศูนยวจิัยขาวปทุมธานีโดยเปรียบเทยีบ
กับสารปองกันกําจัดโรคพชื 2 ชนิดคือ เบนโนมิลและวาลิดามัยซิน พบวาแมเปอรเซ็นตความ
รุนแรงของโรคกาบใบแหงในกรรมวิธีที่ใชแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลท ไมแตกตางจากแปลง
เปรียบเทียบอยางมีนัยสําคัญทางสถิติก็ตาม แตตัวเลขคาเฉลี่ยมีแนวโนมวาใหผลดีกวาแปลง
เปรียบเทียบคอืเปนโรคนอยกวาใหผลผลิตสูงกวา (สมคิด, 2540) 

 
การใชแบคทีเรียบริเวณรากพืช (rhizobacteria) ในการกระตุนใหพืชเกดิความตานทานตอ

โรค เชน P. putida และ Serratia marcescens ในการชักนําใหแตงกวาตานทานตอโรค Fusarium 
wilt สาเหตุจากเชื้อรา Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Liu et al., 1995a) และโรคแอนแทรค
โนส สาเหตุจากเชื้อรา Colletotrichum orbiculare ได โดยพบวายังมีความตานทานของโรค 
(induced systemic resistance) ของตนแตงกวาอยู ถึงแมวาปริมาณของแบคทีเรียทั้งสองชนิดที่ใชใน
การทดสอบจะลดปริมาณลงไปแลวกต็าม (Liu et al., 1995b) และพบวาการใช Plant growth 
promoting rhizobacteria (PGPR) คลุกเมล็ดอยางเดยีวหรือใชรวมกบัการรดดิน สามารถชักนําให
ตนแตงกวาเกดิความตานทานตอโรคแอนแทรคโนส (Wet  et al., 1996) โรคที่เกิดจากเชื้อไวรัส 
cucumber mosaic virus (CMV) โรคใบจุดเหลี่ยมที่เกิดจากเชื้อแบคทเีรีย P. syringae pv. 
lachrymans และแมลง Acalymna vittatum และ Diabrotica undecimpunctata ได (จิระเดช, 2549) 
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แหลงของไคตนิ 
  
  ไคตินพบไดทัว่ไปในธรรมชาติ ในพืชบางชนิดอาจมีไคตินแทนเซลลูโลสหรือเกิดรวมกับ
เซลลูโลส (วิสิฐ และ ลูกจนัทร, 2533) สวนใหญในสัตวพบไคตินอยูกบัคิวติเคิล (cuticle) ที่ผิวหนัง
ของอิพิธีเลี่ยม (epithelium) ในยีสตพบในสวนที่กําลังแตกหนอของยีสตที่ใชทําเบียรและไวน แต
สวนมากจะพบไคตินมากในเปลือกของสัตวที่ไมมีกระดูกสันหลัง เชน กุง ปู ปลาหมึก หอย โปรโต
ซัว และ nematode (Cody et al., 1990) ในโครงสรางชั้นนอกของแมลง เชื้อรา ในสาหรายบางชนิด 
นอกจากนี้ยังพบในเห็ดหลายชนิด (อุดมชัย, 2535)  
 
แหลงของเอนไซมไคติเนส 
 
 เอนไซมไคติเนส (EC 3.2.1.14) เปนเอนไซมในกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลส ที่เรงปฏิกิริยา
การยอยสลายไคติน จัดเปน PR โปรตีน ที่พืชสรางขึ้นตอบสนองตอการบุกรุกของเชื้อโรค และ
สภาวะกดดันตางๆ ยังสามารถถูกสรางขึ้นมาตอบสนองตอฮอรโมน และการเจริญเตบิโตภายในพชื
ปกติ (healthy plants) Mathieu และคณะ (1989) ศึกษา PR โปรตีน สรางอะโพพลาส (apoplast) 
ของใบมะเขือเทศ พบวามีการสรางเอนไซม 2 ชนิด คือเอนไซม ß-1, 3-กลูคาเนส และ                  
เอนไซมไคติเนสเพื่อปองกนัตนเองจากการบุกรุกของเชื้อโรค 
 
 เอนไซมไคติเนสพบไดในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดทั้งพืช สัตว และจุลินทรียในพืช (Monreal 
และ Reese, 1969) จุลินทรียเปนแหลงเอนไซมไคติเนสที่สําคัญ พบเอนไซมนี้ในจุลินทรียหลาย
ชนิด ทั้งในแบคทีเรีย รา และยีสต จากรายงาน Deshpane (1986) พบไคติเนสในแบคทีเรียหลาย
ชนิด เชน Serratia, Chrimobacterium, Klebsiella, Pseudomonas, Clostridium, Vibrio, 
Arthrobacter, Beneckea, Aeromonas และ Streptomyces พบไคติเนสในเชื้อราเชน Trichoderma, 
Penicillium, Verticillium, Neurospora, Mucor, Beauveria, Lycopodon, Aspergillus, Mrothecium, 
Conidiobolus และ Agaricus ในยีสตพบใน Saccharomyces cerevisiae (Correa et al., 1982)  
 
 Vyas and Deshpande (1989) พบวาจุลินทรยีสวนใหญผลิตเอนไซมไคตเินสแลวปลอย
ออกมานอกเซลล (extracellular enzyme) ยกเวนจุลินทรียบางชนิดผลิตเอนไซมไคติเนส               
อยูภายในเซลล (intracellular enzyme) เชน M. mucedo และ S. cerevisiae เปนตน 
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ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมยอยไคตนิของจุลินทรยี 
 
 ปจจัยที่มีผลตอการผลิตเอนไซมยอยไคตนิ มีหลายประการที่สําคัญ คือ แหลงคารบอน 
ไนโตรเจน คา pH และอุณหภูมิ ซ่ึงผลของปจจัยเหลานี้จะตางกันไปขึน้กับชนิดของจุลินทรีย 
Monreal and Reese (1969) ไดรายงานวาเชื้อจุลินทรียจะผลิตเอนไซมไคติเนสไดดีทีสุ่ด เมื่ออาหาร
เล้ียงเชื้อมีไคตนิเปนสับสเตรท โดยปริมาณไคตินที่เหมาะสมสําหรับแบคทีเรีย คือ 1.5 เปอรเซ็นต  
และ 2 เปอรเซ็นตเหมาะสําหรับรา Aspergillus fumigatus ปริมาณเอนไซมจะเพิ่มขึน้อีกเมื่อใส yeast 
extract ซ่ึงเปนแหลงไนโตรเจนลงไปในปริมาณ 0.02 เปอรเซ็นต สวนคา pH ที่ทําใหกิจกรรม      
ไคติเนสของ Serratia marcescens ดีที่สุดคือ 7.0 และ คา pH 4.5 เหมาะสําหรับเชื้อรา และกลูโคส
สาร metabolites บางชนิดกม็ีผลตอการผลิตไคติเนสของ S. marcescens โดยพบวาเมือ่ใสกลูโคสลง
ในอาหารเลี้ยงเชื้ออาจเกิดการยับยั้งการผลิตเอนไซมได เนื่องจากกลูโคสที่ใสทําใหคา pH ลดลงมี
ผลตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียและเกดิ catabolite repression ทําใหมีการผลิตเอนไซมนอยลง 
 
 Sherief et al. (1991) รายงานวา A. carneus ใหกจิกรรมเอนไซมสูงสุดเมื่อเล้ียงในอาหารที่
มีคา pH เร่ิมตนเทากับ 5.0 ซ่ึงใกลเคียงกันกับคา pH ที่เหมาะสมของ A. fumigatus ที่ Monreal and 
Reese (1969) ไดรายงานไว และ Trichoderma harzianum ที่ Elad et al. (1982) ไดรายงานไว แหลง
คารบอนที่สําคัญคือ ไคตินปริมาณ 1 เปอรเซ็นต แหลงไนโตรเจน คือ yeast extract หรือ peptone, 
meat extract, corn steep, soybean, (NH4)2SO4, ยูเรียและ NaNO3 แตแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุด
สําหรับ A. carneus คือ yeast extract รองลงมาคือ peptone และ meat extract ตามลําดบั สวน
surfactant เชน tween 80 หรือ tween 20 ปริมาณ 1 เปอรเซ็นต ไมมีผลในการเพิ่มการสังเคราะหของ
เอนไซมแตชวยใหมกีารสงผานของเอนไซมออกนอกเซลลเพิ่มขึ้น 
 
คุณสมบัตขิองเอนไซมยอยไคติน 
  
 จุลินทรียแตละสายพันธุ มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไคติเนสไดแตกตางกันและ
คุณสมบัติของเอนไซมที่ไดกม็ีความแตกตางกันโดยพบวา พบวาชวง pH ที่เหมาะสมตอการผลิต
เอนไซมไคติเนสของ Streptomyces sp. คือ pH 6.5-7.5 แต pH ที่ใหกจิกรรมเอนไซมไคติเนสสูงสุด
คือ pH 7.0และ อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 37 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ยังพบวาชวง pH และอุณหภูมิ
ที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมไคติเนสที่ไดจาก Serratia marcescens คือ pH 6.4 และ          
50 องศาเซลเซียส แตกจิกรรมเอนไซมจะลดลง 50 เปอรเซ็นตเมื่อบมที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา       
1 ช่ัวโมง โดยที่ pH ต่ํากวา 4.8 หรือมากกวา 7.2   



 

19 

 Yabuki et al. (1986) ศึกษาการแยกเอนไซมไคติเนสและลักษณะของเอนไซมที่ไดจากเชื้อ 
Aeromonas hydrophila subsp anaerogenes A52 โดยวิธี affimity adsorption ของไคติเนสบนไคติน 
จากนั้นทาํไคตนิเนสใหบริสุทธิ์ตอดวย ion-exchang chromatography (CM-Sephadex C50) แลวนํา
เอนไซมที่ไดไปทดสอบความบริสุทธิ์ดวย polyacrylamide gel electrophoresis หาคา isoelectric 
point ของไคติเนสได 4.6 อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับกจิกรรมของไคติเนส คือ 45 องศาเซลเซียส  
  
 Ueda and Arai (1992) ศึกษาไคติเนสจาก Aeromonas sp. โดยผาน filtration column ดวย 
gel ตางๆ คือ Sp-Sephadex C-50, Sp-Sephadex S-200 และใช chromatofocusing ion exchang แยก
เอนไซมได 0.6 และ 0.7 เปอรเซ็นต  
 
 Ohtakara et al. (1979) รายงานการแยกเอนไซมจาก Vibrio sp. โดยผาน DEAE-Sephadex 
A-25, Hydroxylapatite และ gel filtration (Sephadex G-100) ดูความบรสุิทธิ์บน gel electrophoresis 
พบวา pH ที่เหมาะสมคือ 6.0-8.0 เมื่อใช colloidial chitin เปนสับสเตรทและ 10.5 สําหรับ glycol 
chitin 
 

การสกัดเอนไซมไคติเนสเพือ่ใชเปนสารชีวภาพควบคุมเชื้อโรคพืช จากการศึกษาพบวา
การใชเอนไซมไคติเนสจาก S. marcescens ควบคุมเชื้อ Sclerotium rolfsii ที่ทําใหเกดิโรคในถั่ว 
และ Rhizoctonia solani  ที่ทําใหเกิดโรคในฝาย (Ordentlich et al., 1988) เอนไซมไคติเนสจาก 
Arthrobacter sp. สามารถยับยั้งการเจริญของ Fusarium moniliforme var. subglutinans ซ่ึงเปน
สาเหตุโรคเนาในสน (Barrow  Broaddus and Kerr, 1981) และ Trichoderma harzianuma  มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคพืชทางเศรษฐกิจ (Ridout et al., 1988) เชื้อราที่เปนโรคตอแมลง
เชน Beauveria bassiana และ Verticillium lecanii เปนปรสิตที่พบในเพลี้ย แมลงปกแข็งที่ทําลาย
มะเขือเทศและออย โดยตนพืชเหลานี้มีไคตินอยูในสวนของ cuticle และเอนไซมทีม่ีบทบาท คือ
เอนไซมไคติเนสและเอนไซมโปรติเอส นอกจากนี ้PGPR บางชนิดสามารถผลิตเอนไซมที่ชวย
ปองกันเชื้อราสาเหตุโรคพืชไดโดยไปยอยผนังเซลลของเชื้อราเหลานั้นโดยมีรายงานวา Plant 
Growth Promoting Rhizobacteria บางสายพันธุเชน Pseudomonas stutzeri  สามารถผลิตเอนไซม 
extracellular chitinase และเอนไซม laminarinase ซ่ึงยอยเสนสายของเชื้อรา F. solani สาเหตุของ
โรครากเนาได (Lim et al.,1991) มีรายงานวาPGPR สายพันธุ P..cepacia สามารถผลิตเอนไซม      
ß-1,3-glucanase ซ่ึงเปนเอนไซม ที่ยอยเสนสายของเชื้อราสาเหตุโรคพืชเชน R. solani, S. rolfii และ 
Pytium ultimum ได (Fridlender et al., 1993) 
 



อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 
สําหรับตรวจสอบเอนไซม 
 

- โกรงบดตัวอยางพืช 
- เครื่อง Refrigerated centrifuge  
- Micro tube, tube, pipette man, beaker  
- Vortex 
- Hot plate stirrer 
- Water bath shaker 
- เครื่อง spectrophotometer  

 
สารเคมี 

 
- สารละลาย alkaline copper 
- สารละลาย Folin-ciocalteu phenol reagent 
- Bovine serum albumin (BSA) 
- สารละลาย copper reagent 
- สารละลาย Nelson’s reagent 
- สารละลาย Laminarin 
- 0.05M sodium acetate buffer pH 5.5 
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วิธีการ 
 
1.  การแยกเชื้อรา Rhizoctonia solani สาเหตุโรคกาบใบแหงของขาว 
 

1.1  การแยกเชื้อรา Rhizoctonia solani   
 

 แยกเชื้อรา R. solani จากกาบใบขาวบริเวณที่แสดงอาการของโรคกาบใบแหงดวยวธีิ 
tissue transplanting technique (ดัดแปลงจาก Agrios, 1997) โดยตดัชิ้นสวนของพืชทีแ่สดงอาการ
ของโรคคาบเกี่ยวกับสวนพชืปกติขนาดประมาณ 0.5 x 0.5 เซนติเมตร นําสวนพืชดังกลาวแชใน
สารละลาย sodium hypochlorite 0.525% เปนเวลา 5 นาที กอนนําไปลางดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อจํานวน  
3 คร้ัง ซับชิ้นสวนพืชใหแหงดวยกระดาษทิชชูที่สะอาด แลวนําไปวางบนอาหาร potato dextrose 
agar (PDA) จํานวน 5 ช้ินตอจานเลี้ยงเชื้อ ทําการทดลอง 3 ซํ้า (จานเลีย้งเชื้อ) กอนนาํจานเลี้ยงเชื้อที่
มีช้ินสวนของพืชเก็บที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 วัน และแยกเชื้อรา R. solani ใหบริสุทธิ์       
(ไพโรจน, 2525) 
 

1.2  การเก็บรักษาเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
 

ใช cork borer เจาะชิ้นวุนที่มเีสนใยของเชื้อสาเหตุโรคพืชเจริญอยู จากนัน้ใชเข็มเขีย่
เชื้อ ตักชิ้นวุนอาหารและนําไปวางบนอาหารเอียง potato dextrose agar (PDA slant) บมเชื้อไวใน
อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วันและเก็บในตูเยน็อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อเก็บไวใชในการทดลอง
ตอไป (Intana, 2003) 
 

1.3  การพิสูจนโรคตามวิธีของ Koch (Koch’s postulation) 
  

เล้ียงเชื้อรา R. solani บนอาหาร PDA เปนเวลา 2 วัน ตดัช้ินวุนเปนชิ้นเล็กๆ จากนั้นนาํ  
เชื้อรา R. solani ใสในถุงพลาสติกที่บรรจุดวยเมล็ดขาวเปลือกตมที่ผานการนึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ   
121 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที บมเชื้อไวเปนเวลา 7 วัน ใหเชื้อราเจริญสรางเสนใยจนเต็มถุง     
นําเชื้อรา R. solani ที่เจริญจนเต็มถุง บรรจุในถุงซองชาขนาดเล็กถุงละ 2 กรัม ปลูกเชื้อรา R. solani  
ดวยการเหน็บหอเชื้อไวกลางกอขาวอายุ 45 วัน จากนั้นตรวจดูอาการโรคที่เกิดขึ้นและแยกเชื้อซํ้า
อีกครั้งเพื่อพิสูจนวาเปนเชื้อโรคชนิดเดียวกัน  
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2.  การแยกแบคทีเรียยอยไคตินจากรากขาวในแหลงปลูกตามธรรมชาต ิ  
 

2.1  การแยกแบคทีเรียยอยไคตินจากรากขาว 
 

 แยกแบคทีเรียจากบริเวณรากของขาวตามแหลงปลูกธรรมชาติในขาว 3 ระยะ คือ ขาว
ระยะตนกลา (seedling stage) ขาวระยะแตกกอ (tillering stage) และขาวระยะตั้งทอง (booting 
stage) มาตัดใหมีขนาดเล็กประมาณ 1.0 เซนติเมตร นําสวนรากขาวทกุระยะดังกลาว แชใน sodium 
hypochlorite 0.525% เปนเวลา 3 นาที กอนนําไปลางดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อจํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาที 
ซับชิ้นสวนรากใหแหงดวยกระดาษทิชชูนึง่ฆาเชื้อ จากนัน้นํารากขาววางบนอาหารจาํเพาะ (chitin 
agar selective medium) (วาสนา, 2539) จาํนวน 10 ช้ินตอจานเลี้ยงเชื้อ ทําการทดลอง 3 ซํ้า (จาน
เล้ียงเชื้อ) บมเชื้อไวที่อุณหภมูิหอง 24-72 ช่ัวโมง กอนแยกเชื้อแบคทีเรียในจานเลี้ยงเชื้อใหบริสุทธิ์ 

 
2.2  การแยกเชื้อแบคทีเรียใหบริสุทธิ์และการเก็บรักษา 

 
 นําเชื้อแบคทีเรียที่แยกได มาทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีการ streak plate ดวยการใช loop 

แตะเซลลแบคทีเรียแตละไอโซเลทมา streak บนอาหาร nutrient glucose agar (NGA) เพื่อใหได
โคโลนีเดี่ยวกอนบมจานเลี้ยงเช้ือไวในอุณหภูมหิองเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง จากนั้นใช loop แตะ
โคโลนีเดี่ยวๆ ของแบคทีเรียไป streak บนอาหารเอียง nutrient glucose agar (NGA) บมไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 48 ช่ัวโมงและเก็บในตูเย็นเพื่อเกบ็ไวใชในการทดลองตอไป (ภาควิชาจุล
ชีววิทยา, 2544) 
 

2.3  การศึกษาคณุสมบัติบางประการของเชื้อแบคทีเรียยอยไคติน 
 

 ศึกษาดูลักษณะและรูปรางของเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่แยกได ทดสอบแกรมของ
แบคทีเรียดวย 3% KOH (potassium hydroxide) และการยอมสีแกรมแบคทีเรีย การสรางสปอร
ภายใตกลองจลุทรรศน ยอมแกรมและจัดจาํแนกชนิดโดยใชระบบการจําแนกเชื้อแบคทีเรียอยาง
รวดเร็ว (Biolog Microlog System, Hayward, CA, USA) (วิชัย, 2537) 
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3.  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียในการผลิตเอนไซมยอยไคตินในระดบัหองปฏิบตัิการ 
 
 การคัดเลือกเชือ้แบคทีเรียในการผลิตเอนไซมยอยไคตินบนอาหารจําเพาะ (chitin agar 
selective medium) (ภาคผนวก ก) โดยนําแบคทีเรียจากรากขาวที่แยกไดบริสุทธิ์มา cross streak   
บนอาหาร nutrient glucose agar (NGA) เปนเวลา 2 วัน เพื่อใหไดโคโลนีเดี่ยว จากนัน้ใชเข็มเขีย่
แตะโคโลนีเดีย่วของแบคทเีรียมาจุดบนอาหารคัดเลือกเชือ้ในลักษณะ point inoculation บนอาหาร
จําเพาะ (วาสนา, 2539) เพื่อใชคัดเลือกเชื้อแบคทเีรียยอยไคตินโดยบมเชื้อที่อุณหภูมหิองเปนเวลา  
7 วัน วัดขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนี และขนาดเสนผาศนูยกลางบริเวณใสบันทกึผลและ  
หาสัดสวนการยอย colloidal chitin บนอาหารแข็งโดย 

สัดสวนการยอย colloidal chitin บนอาหารแข็งจากสูตร =  CZ/CS  
CZ = ขนาดเสนผาศูนยกลางบริเวณใส (clear zone = cz)

 

CS = ขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนี (colony size = cs) 
 
4.  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียยอยไคตนิในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา 

Rhizotonia solani สาเหตุโรคกาบใบแหงของขาวในระดบัหองปฏิบตัิการ 
 
 นําแบคทีเรียยอยไคตินมาทดสอบการเปนปฏิปกษกับเชือ้รา R. solani ดวยวิธี dual culture 
โดยใชเข็มเขีย่แตะเซลลของเชื้อแบคทีเรียทดสอบที่มีอาย ุ48 ช่ัวโมง แตะบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
PDA จํานวน 4 จุด ตรงขามกันในแนวกากบาท บมไว 1 วัน กอนตัดเสนใยเชื้อรา R. solani ที่เล้ียง
บนอาหาร PDA เปนเวลา 3 วัน ดวย cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร นาํไปวางไวที่
จุดศูนยกลางของจานเลี้ยงเชือ้อาหาร PDA บมจานเลี้ยงเชือ้ไวที่อุณหภูมหิองวัดรัศมกีารเจริญของ
เชื้อราที่ออกมาจากจดุศูนยกลางทุกวันเปนเวลา 3-5 วัน คดัเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพยอย    
ไคตินไดดีและสามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อรา R.  solani ไดดีดวยเพือ่ใชในการทดสอบตอไป 
(วรรณวิไล และ จิระเดช, 2543) บันทึกการเจริญของเสนใยเชื้อราและนาํไปคํานวณเปอรเซ็นตการ
ยับยั้งการเจรญิของเสนใยเชื้อราจากสูตร         
 

เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใย   =             R1 – R2 x100 
                                                                                                     R1 

R1 = ความยาวรัศมีการเจริญของเสนใย R. solani ในกรรมวิธีควบคุม 
R2 = ความยาวรัศมีการเจริญของเสนใย R. solani ในกรรมวิธีทดสอบ 



 

24 

 จากนั้นนําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหทางสถิติเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อรา R. solani สาเหตุโรคกาบใบแหงของขาววิเคราะหผลการทดลองที่ไดทั้งหมดและ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธีทางสถิติโดย Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) (P=0.05)  
เพื่อทําการทดลองตอไป 
 
5.  อิทธิพลของเชื้อแบคทีเรียยอยไคตินตอการงอกของเมล็ดขาว และการเจริญเติบโตของตนกลา
ขาวในระดับหองปฏิบตัิการ 
 
 5.1  การเตรียมเมล็ดขาว 
  

ฆาเชื้อที่ผิวเมล็ดขาวพันธุชัยนาท 1 ดวยสารละลาย sodium hypochlorite 0.525% กอน
ผ่ึงเมล็ดขาวใหแหงแลวนําไปทดสอบตอไป 
 

5.2  การเตรียมเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคติน 
  

เตรียมเซลลแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษโดยการเลี้ยงเชื้อจุลินทรียบนอาหาร 
nutrient glucose broth (NGB) นําไปเขยาบนเครื่อง rotary shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาทีเปน
เวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปปรับใหมีความเขมขน 108 หนวยโคโลนี/มิลลิลิตร (CFU/ml) ดวยการ
วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ใหมีคาเทากับ 0.2 (OD600 nm = 0.2)  
 

5.3  การทดสอบอิทธิพลของเชื้อแบคทีเรียยอยไคตนิตอการงอกของเมล็ดขาว 
  

หอเมล็ดขาวเปลือกที่สมบูรณซ่ึงผานการฆาเชื้อแลวดวยผาดิบใหมีลักษณะเปนตุม 
ขนาดตุมละ 10 กรัม กอนแชในน้ํานึง่ฆาเชื้อ 12 ช่ัวโมง ยกขึ้นใหสะเดด็น้ําแลวนํามาแชตอในเซลล
แขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียยอยไคตินที่คัดเลือก (เตรียมเซลลแขวนลอยเชื้อแบคทีเรียตามขอ 5.2)  
กรรมวิธีตางๆ จํานวน 20 ไอโซเลท สวนกรรมวิธีควบคุมแชเมล็ดขาวในน้ําที่ผานการนึ่งฆาเชื้อ  
แชเมล็ดขาวไวในเซลลแขวนลอยเปนเวลา 30 นาที ยกขึน้ใหสะเด็ดน้ําเชื้อจากนัน้บมเมล็ดขาวใน
หอผาที่ช้ืนไว 12 ช่ัวโมง กอนตรวจนับเปอรเซ็นตความงอกจากเมล็ดขาว 10 กรัม ในแตละกรรมวิธี 
จากนั้นนํามาเพาะลงบนกระดาษเพาะเมล็ด (tissue towel) เพื่อศึกษาการเจริญของตนกลาขาว 
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โดยในแตละกรรมวิธีแบงออกเปน 4 ซํ้า ใชเมล็ดขาว 100 เมล็ด/ 1 ซํ้า เติมน้ําใหกระดาษเพาะมี
ความชื้นตลอดการทดลองวางไวที่อุณหภมูิหอง เปนเวลา 7 วัน ตรวจนบัเมล็ดที่มีรากและลําตนงอก
ออกมาจากเปลือกของเมล็ดขาวโดยสมบูรณ วดัความยาวราก โดยวัดจากโคนรากถึงปลายราก วัด
ความสูงของกลาขาวโดยวดัจากโคนตนทีต่ิดกับเมล็ดจนถึงยอดสูงสุด (จิระเดช, 2548) 
 
6.  การพัฒนาแบคทีเรียยอยไคตินใหตานทานสารปฎิชีวนะ 
 

คัดเลือกแบคทเีรียยอยไคตินที่มีประสิทธิภาพมาพัฒนาใหไดสายพันธุที่ตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะเพื่อติดตามตรวจสอบปริมาณประชากรของแบคทีเรียโดยเตรยีมเซลลแขวนลอยของเชื้อ
แบคทีเรียยอยไคติน (ตามวิธีการในขอ 5.2) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร นําไปหยดและเกลี่ยบนอาหาร 
NGA ที่ผสมสารปฏิชีวนะ rifampicin 1 มิลลิกรัมตอลิตร (ppm) บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง 24-48 
ช่ัวโมง นําเชื้อที่เจริญไดบนอาหารดังกลาว มาเพิ่มปริมาณบนอาหาร NGA ที่ผสมสารปฏิชีวนะ 
rifampicin 1 มิลลิกรัมตอลิตร (ppm) กอน 2-3 ครั้ง แลวจงึนําไปเตรียมเปนเซลลแขวนลอย       
เพื่อนําไปเกลี่ยบนอาหาร NGA ที่ผสมสารปฏิชีวนะ rifampicin 5, 10 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
(ppm) (จิรัสสา, 2546) คัดเลือกแบคทีเรียยอยไคติน 10 ไอโซเลท นํามาพัฒนาใหตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะ rifampicin ที่ความเขมขน 100  มิลลิกรัมตอลิตร (ppm) โดยแบคทีเรียในแตสายพันธุก็จะ
มีการคัดเลือกโคโลนีที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะมาทดสอบการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา    
R. solani  เปรียบเทียบกับโคโลนีที่เปน wild type อีกครั้งและเลือกโคโลนีที่ยังคงมีประสิทธิภาพใน
การยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา เพื่อนาํไปทดสอบอิทธิพลของแบคทีเรียยอยไคตินตอการงอก
และการเจริญเติบโตของขาวในระยะตนกลาตอไป โดยคัดเลือกโคโลนีที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
rifampicin ของแบคทีเรียยอยไคตินมาสายพันธุละ 10 โคโลนี เพื่อใชทดสอบประสิทธิภาพการ
ยับยั้งการเจรญิของเสนใยเชื้อรา R. solani เปรียบเทียบกับโคโลนีสายพันธุดั้งเดิม (wild type) 
 
7.  การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียยอยไคตินในการชักนําการสรางเอนไซมไคติเนส 
 

7.1  การเตรียมเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคติน 
 

เล้ียงเชื้อแบคทีเรียยอยไคตนิซึ่งผานการพฒันาใหตานทานสารปฏิชีวนะ rifampicin         
10 ไอโซเลท คือ PT1-3M, PT7-1M, PT9-1M, PT10-9M, PT20-10M, PT24-3M, PT25-6M,    
PT49-9M, PT56-4M และ PT70-8M  เขยาเลี้ยงในอาหาร NGB  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง กอนนํามาใช 
(ตามขอ 5.2)  
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7.2  การเตรียมตนขาว   
 

นําเมล็ดพันธุขาวพันธุชัยนาท 1 มาหอดวยผาดิบแลวแชในน้ําสะอาด 12 ช่ัวโมง ยกขึน้
ใหสะเด็ดน้ําแลวบมเมล็ดขาวในหอผาชื้นเปนเวลา 12 ช่ัวโมง กอนนําไปเพาะในกระบะเพาะ 
จํานวน 20 หลุม ซ่ึงบรรจุวัสดุเพาะดินเหนยีวนึง่ฆาเชื้อทีค่วามดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121°C เวลา 30 นาที 2 คร้ัง หางกนัครั้งละ 24 ช่ัวโมง โดยเพาะ 1 เมล็ด/หลุม ยายปลูกลง
ในกระถางดํากนกระถางไมมีรูขนาด 10 นิว้ (ปริมาตร 6 ลิตร) เมื่อกลาขาวมีอายุได 15 วัน ดแูลจน
ตนขาวอายุ 20 วัน จึงพนเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตินและเก็บตัวอยางตนขาวที่ 0-10 วัน 
มาวิเคราะหปริมาณโปรตีนและตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมไคติเนสตอไป 
 

7.3  การตรวจสอบ specific activity ของเอนไซม chitinase และวิเคราะหปริมาณโปรตีน
ในตนขาว (อายุ 20 วัน) 
 

7.3.1  การเตรียมตัวอยางพืชสําหรับวิเคราะห specific activity ของเอนไซมและ
วิเคราะหปริมาณโปรตีน 

 
เลือกเก็บตวัอยางสวนใบและยอดของตนขาวอายุ 20 วนั ภายหลังการพนเซลล

แขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตินไปแลวท่ี 0-10 วัน นําไปชั่งน้ําหนกัใบ กอนบดดวยโกรง แลว
เติมสารละลาย 0.05 M sodium acetate buffer pH 5.5 (อัตราสวนตัวอยางพืช 0.5 กรัมตอ acetate 
buffer 2 มิลลิลิตร) ดูดสารแขวนลอยพืชใส micro tube ขนาดบรรจุ 2  มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดวยเครื่อง centrifuge ที่ 10,000 rpm เปนเวลา 10 นาที เก็บของเหลวสวน
ใส (crude enzymes) ไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกระทั่งนาํไปตรวจสอบกจิกรรมของ
เอนไซม 

 
7.3.2  การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม chitinase 
 

เจือจางสารละลายตัวอยางดวยน้าํนึ่งฆาเชือ้ในอัตรา 1:10 ใช pipette  
ดูดสารละลายตัวอยางปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร ใสใน Micro tube โดยใชน้ํากลั่นเปนตวัเปรียบเทียบ 
เติมสารละลาย colloidal chitin 1 มิลลิลิตร กอนนําไปบมในอางน้ําที่ควบคุมอุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส (water bath shaker) เพื่อใหเกดิปฏิกิริยาของเอนไซมเปนเวลา 1 ช่ัวโมง หยดุปฏิกิริยาโดย
การนําไปตมในน้ําเดือด 5 นาที ปนเหวี่ยงดวยความเรว็รอบ 2000 x g นาน 5 นาที ดดูสารละลายใส
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สวนบน 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดแกวเติมสารละลาย Copper reagent 1 มิลลิลิตร นําหลอดแกวไป
ตมในน้ําเดือด 20 นาที ทําใหเยน็โดยแชในน้ําเยน็อุณหภูมิ 10-15 °C เติมสารละลาย Nelson’s 
reagent 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน วางไวทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที เติมน้ํากลัน่ 9.5 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน วัดคาการดดูกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร 
เปรียบเทยีบคาที่ไดเพื่อหาปริมาณของ เอนไซม chitinase ในสารละลายตัวอยางกับกราฟมาตรฐาน
โดยใชสารละลาย N-acetylglucosamine เปนสารละลายมาตรฐาน (ขวัญเนตร, 2550) 

 
1 หนวยของกจิกรรมเอนไซม (unit; U) คือ ปริมาณเอนไซมที่สามารถทําใหเกิด                  

N-acetylglucosamine 1 ไมโครกรัม ใน 1 นาที ที่อุณหภมูิ 50 องศาเซลเซียส  
specific activity ของเอนไซม คือ ปริมาณ unit ของเอนไซมตอมิลลิกรัมโปรตีน           

(U/mg protein) 
 

7.3.3  การวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
 

เจือจางสารละลายตัวอยางดวยน้าํนึ่งฆาเชือ้ในอัตรา 1:5 ใช pipette ดูด
สารละลายตัวอยางปริมาณ 0.5 มิลลิลิตรใสในหลอดแกวโดยใชน้ํากลัน่เปนตวัเปรียบเทียบเติม
สารละลาย Alkaline Copper 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันตั้งไวที่อุณหภมูิหองเพื่อใหเกิดปฏิกิริยา
เปนเวลา 10 นาที แลวเติม สารละลาย Folin-ciocalteu phenol reagent ที่เจือจางดวยน้ํากลั่นใน
อัตราสวน 1:1 แลว ปริมาณ 0.25 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันอยางรวดเรว็ตัง้ไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 
30 นาที เพื่อใหเกิดปฏกิิริยาอยางสมบูรณวัดคาการดดูกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่
ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร เปรียบเทียบคาที่ไดเพื่อหาปริมาณโปรตีนในสารลายตัวอยางกับ
กราฟมาตรฐานโดยใช Bovine serum albumin (BSA) เปนสารมาตรฐาน  

 
8.  การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียยอยไคตินในการลดการเกิดโรคและชักนําใหตนขาว

ตานทานตอการเกิดโรคกาบใบแหงสาเหตุจากเชื้อรา Rhizoctonia solani   
 
8.1  การเตรียมตนขาว 
 

เตรียมตนขาวเชนเดียวกับขอ 7.2 ยายปลูกในกระถางดําขนาด 10 นิว้ (ปริมาตร 6 ลิตร) 
โดยปลูกขาวกระถางละ 1 ตน ดูแลจนตนขาวจนอายุ 45 วันจึงนําตนขาวมาทดสอบ 
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8.2  การเตรียมแบคทีเรียทดสอบ 
 

เล้ียงเชื้อแบคทีเรียยอยไคตนิซึ่งผานการพฒันาใหตานทานสารปฏิชีวนะ rifampicin         
10 ไอโซเลท คือ PT1-3M, PT7-1M, PT9-1M, PT10-9M, PT20-10M, PT24-3M, PT25-6M,    
PT49-9M, PT56-4M และ PT70-8M เขยาเลี้ยงในอาหาร NGB เปนเวลา 48 ช่ัวโมง กอนนํามาใช 
(ตามขอ 5.2)  

 
8.3  กรรมวิธีที่ใชในการทดลอง 

 
การทดลองนี้วางแผนการทดลองแบบ RCD กรรมวิธีละ 3 ซํ้าๆ ละ5 ตน ทั้งหมด 12 

กรรมวิธี ดังนี ้
กรรมวิธีที่ 1  กรรมวิธีควบคมุโดยใสน้ํานึ่งฆาเชื้อ (control) 
กรรมวิธีที่ 2  กรรมวิธีควบคมุปลูกเชื้อรา R. solani (Inoculated control) 
กรรมวิธีที่ 3  ปลูกเชื้อรา R. solani และรดแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT1-3M 
กรรมวิธีที่ 4  ปลูกเชื้อรา R. solani และรดแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT7-1M 
กรรมวิธีที่ 5  ปลูกเชื้อรา R. solani และรดแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT9-1M 
กรรมวิธีที่ 6  ปลูกเชื้อรา R. solani และรดแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT10-9M        
กรรมวิธีที่ 7  ปลูกเชื้อรา R. solani และรดแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT20-10M 
กรรมวิธีที่ 8  ปลูกเชื้อรา R. solani และรดแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT24-3M 
กรรมวิธีที่ 9  ปลูกเชื้อรา R. solani และรดแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT25-6M 
กรรมวิธีที่ 10  ปลูกเชื้อรา R. solani และรดแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT49-9M 
กรรมวิธีที่ 11  ปลูกเชื้อรา R. solani และรดแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT56-4M 
กรรมวิธีที่ 12  ปลูกเชื้อรา R. solani และรดแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT70-8M 

 
8.4  การตรวจความรุนแรงของโรคกาบใบแหงของขาว 

 
หลังจากปลูกเชื้อรา R. solani เปนเวลา 7 และ 14 วัน วัดความสูงของแผล โดยวัดจาก

โคนตนที่ระดบัความสูงของน้ําถึงจุดสูงสุดที่แผลลุกลาม และความสูงของกาบใบ โดยวัดจากโคน
ตนที่ระดับน้ําถึงรอยตอระหวางกาบใบและแผนใบ (ขอตอใบ) แลวคํานวณความรุนแรงของโรค  
(นิชากร, 2551) 
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  ดังสมการความรุนแรงของโรค (%)      =      ความสูงของแผล    x 100 
                                                                                         ความสูงของกาบใบ 

 
8.5  การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม chitinase  

 
ทดสอบตนขาวอายุ 45 วัน โดยนําเชื้อรา R. solani ที่เล้ียงบนขาวเปลือก (ตาม

ภาคผนวก ก) บรรจุในซองชาหอละ 2 กรัม ปลูกเชื้อโดยตรงดวยการเหน็บหอเชื้อไวที่กลางกอขาว 
จากนั้นใชไหมพรมผูกไวบริเวณที่ปลูกเชือ้เก็บตัวอยางพืช รวมกับการรดแบคทีเรียยอยไคตนิตาม
กรรมวิธีทดสอบ (ขอ 8.3) หลังการปลูกเชื้อรา R. solani ตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงเอนไซมไคติเนส        
วันที่ 0-10 ตามขอ 7.3  

 
8.6  การตรวจนับปริมาณเชือ้แบคทีเรียยอยไคตินในวัสดุปลูกภายหลังการทดลอง 

 
 ตรวจปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษโดยการเก็บน้ําในกระถางแตละกรรมวิธีมาตรวจ
ดวยวิธี serial dilutionแลวหยดลงบนผิวหนาอาหาร NGA ที่ผสมสารปฏิชีวนะ rifampicin 50 ppm 
จํานวน 0.1 มิลลิลิตรตอจานบมไว 2-3 วัน ตรวจนับโคโลนีของแบคทีเรียที่เจริญบนผวิหนาอาหาร 
บันทึกคาปริมาณเชื้อเปนหนวยโคโลนี (colony forming unit) ตอสารละลายธาตุอาหาร 1 มิลลิลิตร 
(CFU/ml) 
 

8.7  การตรวจนบัเปอรเซ็นตการครอบครองรากของเชื้อแบคทีเรียยอยไคตินและการ
สงเสริมการเจริญเติบโตของตนขาวในกรรมวิธีตางๆ  

  
เก็บตนขาวอายุ 120 วันวัดความยาวรากและลําตนจากกรรมวิธีตางๆ การวัดความยาว

รากไดจากการวัดจากโคนรากถึงปลายราก  สวนการวดัความสูงของลําตน วัดจากโคนตนจนถึงยอด
สูงสุด นํารากมาตัดเปนชิ้นเล็กๆ ประมาณ 1 เซนติเมตร ลางดวย sodium hydrochlorite 0.525 % 
นาน 5 นาที ลางดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลวจํานวน3 คร้ัง นํารากมาซับใหแหงดวยกระดาษทิชชู นึ่ง
ฆาเชื้อ จากนัน้นํารากที่ไดในแตละกรรมวิธีมาวางบนอาหาร NGA ผสมสารปฏิชีวนะ rifampicin 
100 ppm กรรมวิธี 3 ซํ้าๆละ 10 ช้ิน บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1-2 วัน ตรวจนับปริมาณการ
ครอบครองรากของเชื้อแบคทีเรียที่ยอยไคตินทั้ง 10ไอโซเลท โดยดูจากการเจริญของเชื้อรอบ
บริเวณราก 
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8.8  การเก็บเกีย่วผลผลิต 
 

เมื่อตนขาวอายุ 120 วัน ทําการเก็บเกีย่วผลผลิตเมื่อรวงขาวแกเต็มที่ นํามาตากแดดให
รวงขาวและเมล็ดขาวเปลือกแหงสนิท สุมเก็บรวงขาวกรรมวิธีละ 3 ซํ้าๆ ละ10 รวง เพื่อนําไปชั่งหา
คาเฉลี่ยน้ําหนกัผลผลิตตอรวง แยกเมล็ดขาวเปลือกออกจากรวงโดยฝดขาวและนําเมล็ดขาวเปลือก
ที่ไดแยกออกเปนแตละกรรมวิธี นําเมล็ดขาวเปลือกไปชั่งน้ําหนกัของกรรมวิธีตางๆ 
 

สถานที่ทําการทดลอง 
 

 หองปฏิบัติการควบคุมโรคพืชโดยชีวภาพ และเรือนปลูกพืชทดลอง ภาควิชาโรคพืช  
คณะเกษตร กาํแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน อ.กําแพงแสน 
จ.นครปฐม 
 

ระยะเวลาที่ทําการทดลอง 
 

ดําเนินการทดลองระหวางเดอืน กุมภาพันธ 2549 – ธันวาคม 2552 
 



ผลและวิจารณ 
 

1.  การแยกเชื้อรา Rhizoctonia solani สาเหตุโรคกาบใบแหงของขาว 
 

จากการแยกเชือ้สาเหตุโรคกาบใบแหงของขาว พบวาลักษณะแผลบนกาบใบ เร่ิมแรกเกิด
แผลช้ําๆ รูปไข สีเขียวปนเทาตรงกาบใบบริเวณระดับน้ํา ตอมาแผลขยายขึ้นและเปลี่ยนเปนสีขาวปน
เทาหรือสีฟางขาว ขอบมีสีน้ําตาลไหม เมื่อเปนมากๆ แผลลุกลามถึงกันทําใหรูปรางไมแนนอน (ภาพ
ที่ 1) เมื่อแยกเชื้อสาเหตุโดยวิธี tissue transplanting technique บนอาหาร PDA (potato dextrose agar) 
พบวามีเชื้อราเจริญออกมาจากบริเวณชิ้นสวนกาบใบขาวที่แสดงอาการเปนเสนใยเปนสีขาว เมื่อเจริญ
เต็มที่เสนใยจะเปลี่ยนเปนสเีหลืองอมน้ําตาล สามารถเจริญและสรางเสนใยไดอยางรวดเร็ว จาก
การศึกษาพบวาเชื้อรา R. solani สาเหตุโรคเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อภายใน  
48 ช่ัวโมง ยิ่งตนกลาขาวมีการแตกกอมาก ตนขาวเบยีดเสียดกันมาก ทาํใหเกิดโรครุนแรง ปรากฏ
อาการตามกาบใบตรงบริเวณใกลระดับน้าํ แผลลุกลามขยายใหญขึ้นจนมีขนาดไมจํากัด และลุกลาม
ขยายขึ้นถึงใบขาว ถาเปนพนัธุขาวที่ออนแอ แผลสามารถลุกลามถึงใบธงและกาบหุมรวงขาว ทําให
ใบและกาบเหีย่วแหงผลผลิตลดลงอยางมาก (ดารา และคณะ, 2545) จากการตรวจดูภายใตกลอง
จุลทรรศน พบวาเสนใยเชื้อรานี้ในระยะยังออน เสนใยจะไมมีสี เมื่ออายุมากขึ้นจึงเปลี่ยนเปนสี
น้ําตาลแกมเหลือง และมีผนังกั้นเซลล (septa) กั้นบริเวณใกลจุดทีแ่ตกแขนง เสนใยเชื้อราที่เล้ียงบน
อาหาร PDA เปนเวลา 7-10 วัน มีการสรางเม็ด sclerotium ที่ประกอบดวยเสนใยประสานกันเปนกลุม
อยางหลวมๆ ลักษณะเปนกอนคอนขางแบน ขนาดไมสม่ําเสมอ มีสีน้ําตาล (Ou, 1985; วิจยั, 2551)  
  

จากการนําเชื้อรา R.  solani ที่แยกไดไปปลูกเชื้อใหกบัตนขาวอายุ 45 วัน ที่ปลูกในกระถาง
ขนาดเสนผาศนูยกลางปากกระถาง 10 นิ้ว เพื่อพิสูจนโรคตามวิธีการของ Koch (Koch’s postulation) 
พบวาหลังจากปลูกเชื้อแลว ประมาณ 3-5 วัน ตนขาวเริ่มแสดงอาการ ระยะแรกเกิดแผลช้ําๆ เปนรูป
ไข สีเขียวปนเทา ตรงกาบใบบริเวณระดบัน้ํา ตอมาแผลขยายโตขึ้น เมื่อนําบริเวณที่แสดงอาการของ
โรคมาแยกเชือ้ซํ้าอีกครั้งบนอาหาร PDA พบวามีเสนใยของเชื้อรา R. solani เจริญออกมาจากชิน้กาบ
ใบขาวที่แสดงอาการและมีลักษณะเหมือนกับเชื้อราที่ไดปลูกเชื้อลงไปในตนขาว 
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ภาพที่ 1  ก. กาบใบขาวทีแ่สดงอาการโรคกาบใบแหงโดยเกดิแผลเปนรูปไขขอบสีน้ําตาลไหม 
  ข. เชื้อรา Rhizoctonia solani ที่เจริญบนอาหาร PDA เปนเวลา 2 วัน ที่อุณหภูมิหอง 
 
2.  การแยกแบคทีเรียยอยไคตินจากรากขาวในแหลงปลูกตามธรรมชาต ิ  
 

จากการแยกแบคทีเรียยอยไคตินบริเวณรอบผิวรากของตนขาวที่ปลูกในสภาพแวดลอมตาม
ธรรมชาติ จากขาวที่มีระยะการเจริญ 3 ระยะ คือ ระยะตนกลา (seedling stage) ระยะแตกกอ (tillering 
stage) และระยะตั้งทอง (booting stage) ดวยวิธีการลางรากขาวดวยสารละลาย sodium hypochlorite 
0.525% แลวแยกบนอาหารจาํเพาะ (chitin agar selective medium) พบวาสามารถแยกแบคทีเรียได
ทั้งหมด 75 ไอโซเลท โดยไดจากขาวระยะตนกลา 28 ไอโซเลท ไดจากขาวระยะแตกกอ 22 ไอโซเลท 
และไดจากระยะตั้งทอง 25 ไอโซเลท (ตารางที่ 1) ซ่ึงในการแยกเชื้อแบคทีเรียนั้นสามารถพบเชื้อ
แบคทีเรียบริเวณรากขาวไดในทุกระยะการเจริญของตนขาวเชื้อแบคทเีรียที่แยกไดมลัีกษณะ
คลายคลึงกันในขาวทุกระยะ นอกจากนี้พบวาเชื้อแบคทีเรียที่พบในสวนรากขาวนั้นมีความ
หลากหลายของชนิดแบคทีเรียนอยแตมีปริมาณเชื้อที่พบมาก เนื่องมาจากบริเวณสวนของรากนั้นมี
ความชื้นและธาตุอาหารอยูมากสงผลตอความสามารถในการมีชีวิตรอดของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได 

 
การแยกเชื้อแบคทีเรียในแตละสภาพแปลงปลูกสามารถแยกเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษไดทุก

แหลงและมีความหลากหลาย เนื่องจากเชือ้แบคทีเรียนัน้สามารถพบไดทั่วไปในสภาพตามธรรมชาติ 
ทุกสภาพแวดลอมเพราะสปอรที่แบคทีเรียสรางมีความทนทานตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมได
โดยพบวาสภาพแวดลอมที่แตกตางกันทําใหจํานวนและชนิดของแบคทีเรียที่แยกไดมีความ
หลากหลายเพิม่ขึ้น จากการแยกเชื้อแบคทเีรียโดยการเลี้ยงบนอาหารจาํเพาะ chitin agar selective 

 ก  ข 
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medium นั้นพบวาแบคทีเรียที่แยกไดสวนใหญเปนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลาย 
colloidal chitin และสามารถเจริญบนอาหารคัดเลือกจากสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวทํา
ใหไมสามารถแยกเชื้อแบคทเีรียที่มีอยูทั้งหมดได  

 
 สําหรับจํานวนเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดพบวามีปริมาณของเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดไมเทากัน 
เหตุที่เปนเชนนั้นอาจเปนเพราะความแตกตางของสภาพแวดลอมในแหลงที่เก็บตวัอยางรากขาว 
ความอุดมสมบูรณของดินซึง่มีผลตอการเจริญของจุลินทรียในดนิและบริเวณรอบผิวรากดวยเชนกัน  
 
ตารางที่ 1  จํานวนของแบคทีเรียยอยไคตนิซึ่งแยกไดจากผิวรากขาวในระยะตางๆ ซ่ึงปลูกใน

สภาพแวดลอมตามธรรมชาติดวยการใชอาหารแยกเชื้อ 1/  
 

ขาวระยะตางๆ จํานวนไอโซเลท แกรมบวก แกรมลบ 

ระยะตนกลา PT1 – PT28 = 28 16 12 

ระยะแตกกอ PT29 – PT50 = 22 18  4 

ระยะตั้งทอง PT51 – PT85 = 25 15 10 

รวม 75 49 26 

 
1/  อาหารที่ใชในการแยกเชือ้แบคทีเรียยอยไคติน คือ chitin agar selective medium 
 

จากตารางที่ 1 แบคทีเรียทั้งหมดที่แยกไดจากผิวรากของตนขาวที่ปลูกในสภาพธรรมชาติ75 
ไอโซเลท เมื่อทดสอบแกรมดวยสารละลายดาง 3% KOH โดยแบคทีเรียแกรมลบมปีฏิกิริยาเปนบวก 
มีลักษณะยดืและแกรมบวกมีปฏิกิริยาเปนลบมีลักษณะไมยืดเมื่อทดสอบดวยสารละลายดาง (Schaad 
et al., 1980) พบวาเปนแบคทีเรียแกรมบวก 49 ไอโซเลท แกรมลบ 26 ไอโซเลท ซ่ึงสอดคลองกับ
รายงานของ Jager et al. (2001) อธิบายเกีย่วกับการใชสารเคมีปองกันกาํจัดโรคและแมลง มีผลตอการ
เปลี่ยนแปลงประชากรของเชือ้จุลินทรีย และพบวาแบคทีเรียที่เปนแกรมบวกจะสามารถทนตอ
สารเคมีไดมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ การแยกแบคทีเรียจากผวิรากขาวในระยะตางๆ สามารถแยก
แบคทีเรียซ่ึงมคีวามหลากหลายของลักษณะโคโลนี เชน กลุมที่มีสีครีม ลักษณะกลม ขอบโคโลนี
เรียบ กลุมที่มสีีขาว ลักษณะกลม ขอบโคโลนีไมเรียบ กลุมที่มีสีขาว รูปรางไมแนนอน (ตาราง
ภาคผนวกที่ 1) เนื่องจากแบคทีเรียที่เปนสาเหตุโรคพชืสวนใหญมักเปนแบคทีเรียแกรมลบ (วิชัย, 
2549) และพบวาแบคทีเรียที่เปนแกรมบวกซึ่งแยกไดจากกรรมวิธีการใชสารละลาย sodium 
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hypochlorite 0.525% ฆาเชื้อที่อยูบริเวณผิวรากดานนอก แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียแกรมบวกที่แยกได
นั้นสามารถเจริญครอบครองผิวของรากขาวดานในได จดัเปนสิ่งมีชีวิตที่เปนเอนโดไฟท (endophyte) 
เชนเดยีวกับรายงานของ Hallman และคณะ (1997) ที่ใหคาํจํากัดความของแบคทีเรียทีเ่ปนเอนโดไฟท 
(endophytic bacteria) คือแบคทีเรียที่สามารถพบไดภายในเนื้อเยื่อของพืชและที่อาจเปนอันตรายหรือ
เกื้อกูลประโยชนใหกับพืชอาศัย 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2  เชื้อแบคทีเรียที่ streak บนอาหาร NGA อายุ 48 ช่ัวโมง 
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3.  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียในการผลิตเอนไซมยอยไคตินในระดบัหองปฏิบตัิการ 
  
 จากการแยกและคัดเลือกแบคทีเรียที่ยอยไคติน ทั้งหมด 49 ไอโซเลท ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรม
บวก เล้ียงบนอาหารจําเพาะ chitin agar selective medium โดยปลูกเชือ้แบบ point inoculation บน
อาหารจําเพาะ บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน พบวาสามารถจัดกลุมแบคทีเรียยอยไคตินซึ่งมคีา
สัดสวนระหวางขนาดเสนผาศูนยกลางบริเวณใสตอขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีมากกวา 2.0  
มีจํานวน 14 ไอโซเลท และแบคทีเรียยอยไคตินซึ่งมีสัดสวนระหวางเสนผาศูนยกลางบริเวณใสตอ
ขนาดเสนผาศนูยกลางโคโลนีในชวง 1.0-2.0 มีจํานวน 30 ไอโซเลท และแบคทีเรียยอยไคตินซึ่งมคีา
สัดสวนนอยกวา 1.0 มีจํานวน 5 ไอโซเลท ดังแสดงตามตารางที่ 2  
 
ตารางที่ 2  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการยอย colloidal chitin บนอาหารจําเพาะ   
     chitin agar selective medium 
 

สัดสวน CZ/CS 1/ ไอโซเลท (จํานวน) 
มากกวา 2.0 PT7, PT9, PT10, PT20, PT23, PT26, PT27, PT28, PT31, PT33, 

PT36, PT47, PT56 และ PT65 
Total = 14 

1.0-2.0 PT1, PT8, PT17, PT19, PT22, PT24, PT25, PT29, PT32, PT34, 
PT37, PT38, PT39, PT40, PT41, PT43, PT45, PT48, PT49, 
PT51, PT53, PT60, PT62, PT63, PT66, PT68, PT69 และ PT70 
Total = 30 

นอยกวา 1.0 PT12, PT46, PT59, PT74 และ PT75 
Total = 5 

 
1/  สัดสวนการยอย colloidal chitin บนอาหารแข็งจากสูตร =  CZ/CS  
    CZ = ขนาดเสนผาศูนยกลางบริเวณใส (clear zone = cz) 
    CS = ขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนี (colony size = cs)  
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เชื้อแบคทีเรียยอยไคตินที่มีสัดสวนการยอย colloidal chitin มากกวา 2 มีจํานวน  
14 ไอโซเลท แสดงถึงแนวโนมของการผลิตเอนไซมไคตเินสไดด ีเชื้อแบคทีเรียที่สามารถยอย 
colloidal chitin ทุกไอโซเลทกอใหเกิด clear zone มีขนาดแตกตางกันไป แสดงถึงความสามารถของ
เชื้อในการผลติเอนไซมไคติเนส แบบสงออกนอกเซลลเพือ่ยอย colloidal chitin ที่แตกตางกัน (สายพณิ 
และคณะ, 2551)  
 
 การศึกษาเชื้อแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมยอยไคตนิไดสูงในการทดสอบ
เบื้องตนดวยการใชอาหารที่มีซับสเตรทของเอนไซมไคติเนส (colloidal chitin) เปนองคประกอบนั้น
สามารถพบบริเวณใสในจานอาหารทดสอบไดแตกตางกันอาจเนื่องมาจากสภาพในจานอาหารทดสอบ
ที่มีความเหมาะสมตอเชื้อแบคทีเรียยอยไคตินแตละไอโซเลทไดตางกนัของ สามารถสังเกตเห็นบริเวณ
ใสในจานอาหารทดสอบแบคทีเรียไอโซเลท PT9 ไดมากที่สุดโดยมีสัดสวนระหวางเสนผาศูนยกลาง
บริเวณใสตอขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีเทากับ 2.89 จากรายงานของ Zhang (2000) พบวาการเจริญ
ของเชื้อจุลินทรียโดยปกตินัน้อาจไมจําเปนตองสรางเอนไซมหรือสรางไดในปริมาณที่นอยมาก ซ่ึงจาก
งานทดลองที่ใชผนังเซลลของเชื้อราสาเหตโุรคเปนสวนประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อกระตุนให
เชื้อจุลินทรียสรางเอนไซมทําใหสามารถสกัดหรือแยกเอนไซมไดในปริมาณที่มากขึน้ 
 
4.  ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียยอยไคตินในการยับยัง้การเจริญของเสนใยเชื้อรา Rhizotonia 

solani สาเหตุโรคกาบใบแหงของขาว 
 

การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani ดวยวิธี dual culture 
พบวาแบคทเีรียแกรมบวกแตละไอโซเลทจากทั้งหมด 49 ไอโซเลท มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการ
เจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani ไดแตกตางกันโดยสามารถแบงออกไดเปน 3 กลุม คือ กลุมที่มี
เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา ในชวง 0-30, 31-60 และมากกวา 60 เปอรเซ็นต จํานวน 
25, 18 และ 6 ไอโซเลท ตามลําดับ (ตารางที่ 3)  
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ตารางที่ 3  จํานวนของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกทีแ่ยกไดจากรากขาวในการยับยั้งการเจริญของเสนใย
เชื้อรา Rhizoctonia solani ดวยวิธี Dual culture บนอาหาร Potato Dextrose Agar  

 
เปอรเซ็นตการยับยั้ง 1/   ไอโซเลท (จํานวน) 

0-30 PT12, PT29, PT32, PT34, PT37, PT38, PT39, PT40, PT41, PT43, 
PT44, PT45, PT46, PT48, PT51, PT53, PT59, PT60, PT62, PT63, 
PT66, PT68, PT69, PT74 และ PT75 
Total = 25 

31-60 PT1, PT7, PT8, PT9, PT17, PT19, PT22, PT24, PT25, PT26, PT27, 
PT31, PT33, PT36, PT47, PT49, PT61 และ PT70 
Total = 18 

61-100 PT10, PT20, PT23, PT28, PT56 และ PT65 Total = 6  
 

1/   เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใย R. solani เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม   
    คํานวณจากเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใย   =      R1 –  R2  x 100 
                                                                                                        R1 
       R1 คือ รัศมีการเจริญของเสนใย R. solani ในกรรมวธีิควบคุม 
       R2 คือ รัศมีการเจริญของเสนใย R. solani ในกรรมวธีิทดสอบ 
 

พบวาแบคทเีรีย 20 ไอโซเลท สามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani ไดโดยมี
เปอรเซ็นตการยับยั้งอยูในชวง 23.3-64.9 เปอรเซ็นต แบคทีเรียไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งการเจรญิของเสนใยเชื้อราไดดีที่สุด คือไอโซเลท PT56  (64.9 เปอรเซ็นต) แตกตางกับกรรมวิธี
ควบคุมอยางมนีัยสําคัญ แตไมแตกตางกับ PT28 (63.6 เปอรเซ็นต) ซ่ึงมีเปอรเซ็นตยับยั้งรองลงมา 
และแบคทีเรียไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อราไดต่ําที่สุด คือ 
ไอโซเลท PT69 (23.3 เปอรเซ็นต) (ตารางที่ 4) โดยเสนใยของเชื้อราหยุดการเจริญบริเวณที่พบกับ
โคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย (ภาพที่ 3 ) ซ่ึงแบคทีเรียยอยไคตินในแตละไอโซเลทที่สามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อราสาเหตุโรคกาบใบแหงไดนัน้มีลักษณะการยับยั้งในแนวทางที่สรางสารปฏิชีวนะโดย
พบวารอบๆ โคโลนีมีลักษณะเปน clear zone ทําใหเชื้อสาเหตุโรคไมสามารถเจริญไดในบริเวณ
ดังกลาว  
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ตารางที่ 4  รัศมีโคโลนีและเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิของเสนใยของเชื้อรา Rhizoctonia solani  
เมื่อทดสอบดวยวิธี dual culture บนอาหาร Potato Dextrose Agar   

 

ไอโซเลท 
รัศมีโคโลนีของเชื้อรา 

R. solani 1/     (ซม.) 

การยับยั้งการเจริญของ 
เสนใย 2/   (%) สัดสวน CZ/CS3/ 

PT1 2.5 44.2 g4/ 1.36 
PT7 1.9 58.9 c-e 2.10 
PT8 2.7               40.8 h 1.90 
PT9 1.9 58.9 c-e 2.87 
PT10 1.7 62.2 a-c 2.70 
PT17 3.0               33.2 i 1.47 
PT19 3.4               25.0 j 1.50 
PT20 1.7  62.2 a-c 2.08 
PT23 1.6               64.3 ab 2.00 
PT24 2.7               39.1 h 1.70 
PT25 2.5               44.9 g 1.83 
PT27 1.9 58.3 de 2.33 
PT28 1.5 63.6 a-c 2.54 
PT31 1.9               57.8 e 2.31 
PT48 3.3               26.9 i 1.46 
PT49 2.3               50.0 f 1.58 
PT56 1.6               64.9 a 2.40 
PT65 1.7               62.2 a-c 2.86 
PT69 3.5               23.3 j 1.30 
PT70 2.1               54.2 f 1.14 

Control 4.5               0.00 k   ND5/ 
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ตารางที่ 4  (ตอ) 
  

    1/  รัศมีของเสนใยเชื้อรา R .solani วัดจากกึ่งกลางของโคโลนีถึงปลายเสนใย (เซนติเมตร)   
คาเฉลี่ยคิดจาก 4 ซํ้า หลังจากวางเชื้อราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 2 วัน   

   2/  เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใย R. solani เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม   
คํานวณจากเปอรเซ็นตการยบัยั้งการเจริญของเสนใย   =     R1-R2  x 100 
                                                                                                R1 
       R1 คือ รัศมีการเจริญของเสนใย R. solani ในกรรมวธีิควบคุม 
       R2 คือ รัศมีการเจริญของเสนใย R. solani ในกรรมวธีิทดสอบ 

   3/  สัดสวนการยอย colloidal chitin บนอาหารจําเพาะ chitin agar selective medium 
จากสูตร =  CZ/CS                                                                                                       
 CZ = ขนาดเสนผาศูนยกลางบริเวณใส (clear zone = cz) 
 CS = ขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนี (colony size = cs)  

   4/  คาเฉลี่ยที่กาํกับดวยตวัอักษรที่เหมือนกนัในแนวตั้งไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญ
ทางสถิติตามวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (P = 0.05) 

   5/  ND = ไมไดตรวจสอบ (not- determined) 
 
จากการแยกและทดสอบแบคทีเรียที่ยอย colloidal chitin บนอาหารคัดเลือกเชื้อแลวทดสอบ

ประสิทธิภาพของจุลินทรียที่แยกไดในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา Rhizoctonia solani บน
อาหาร PDA พบวามีการยับยั้ง 2 ลักษณะคือ แบบที่สรางสารปฏิชีวนะออกมายับยั้งทาํใหเกิดบริเวณ
ใส (clear zone) และแบบแขงขัน (competition) ซ่ึงเปนชนิดที่มีการเจริญอยางรวดเรว็และมีการ
แขงขันการใชอาหารมีผลใหเชื้อสาเหตุโรคเจริญไดชาลงหรือหยดุการเจริญได (Whipps, 1987) จาก
การทดลองวัดรัศมีเสนใยเชื้อรา R. solani จากจุดกึ่งกลางของจานอาหารเลี้ยงเชื้อจนถึงปลายเสนใย
แลวเปรียบเทยีบกับกรรมวธีิควบคุม แลวนํามาคํานวณเปนเปอรเซ็นตยับยั้งการเจรญิ สามารถคัดเลือก
จุลินทรียที่แสดงใหเห็นบริเวณใสและยับยั้งการเจริญของโคโลนีของเชื้อรา R. solani ได จุลินทรยีที่
ไดจากการคัดเลือกมีการสรางสารปฏิชีวนะทั้งหมด และมโีอกาสที่จะควบคุมโรคไดดี เนื่องจากคาด
วามีกลไกในการยับยั้งเชื้อมากกวา 1 กลไก จึงไดคัดเลือกแบคทีเรียยอยไคตินไดสูงและสามารถยับยั้ง
การเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani ได จํานวน 10 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท   PT7, PT9, PT10, PT20, 
PT23, PT27, PT28, PT31, PT56 และPT65 และแบคทีเรียที่ยอยไคตินไดต่ําแตสามารถยับยั้งการเจริญ
ของเสนใยเชื้อรา R. solani ได จํานวน10 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท PT1, PT8, PT17, PT19, PT24, 
PT25, PT48, PT49, PT69 และ PT70 เพื่อใชในการศึกษาตอไป 



 

40 

การศึกษาเชื้อแบคทีเรียที่ยอยไคตินไดสูงพบวามีความสามารถในการยังยั้งการเจริญของ 
เสนใยเชื้อรา R. solani ไดดซ่ึีงสอดคลองกับรายงานของ Kamil et al. (2007) ที่พบวาแบคทีเรียที่มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมไคติเนสและยอยไคตนิใชเปนแหลงพลังงาน เชน ยีนchiA ที่ผลิต
จาก Serratia marcescens มีความสามารถในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคพืชนอกจากนี้ยังพบวา
แบคทีเรียยอยไคตินไดต่ําแตมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani ไดดี
เนื่องมาจากแบคทีเรียยอยไคตินเมื่อไดรับการกระตุนดวยเชื้อสาเหตุโรคทําใหมีการผลิตเอนไซมใน
กระบวนการเปนปรสิตได ซ่ึงในสภาพการเจริญตามปกติของแบคทีเรียอาจไมจําเปนตองสราง
เอนไซมหรือสรางไดในปรมิาณที่นอยมาก 

 
แบคทีเรียปฏิปกษตอเชื้อรา R. solani บางไอโซเลทที่คัดเลือกไวสามารถผลิตสารยับยั้งการ

เจริญของเชื้อรา R. solani ได สารที่สรางปลดปลอยออกนอกเซลลมีผลใหเชื้อราไมสามารถเจริญเขา
ไปในบริเวณนั้นได โดยสารดังกลาวอาจเปนไดทั้งเอนไซมหรือ bioactive compound (สายพิณ และ
คณะ 2551) อ่ืนที่ไมใชเอนไซม แตอยางไรก็ตามถาเอนไซมที่แบคทีเรียสรางสัมผัสกับเสนใยของรา 
R. solani ซ่ึงมีโครงสรางหลักคือไคตินยอมสรางความเสียหายใหกับเชื้อรา R. solani ได จากการที่
โครงสรางของเชื้อราโดยสวนใหญพบวาสวนที่เปนผนังเซลลประกอบดวยไคตินเปนหลักและไคตนิ
ถูกยอยสลายดวยเอนไซมไคติเนส มีจุลินทรียหลายชนดิผลิตไคติเนสได เชน แบคทีเรีย S. 
marcescens  Aeromonas sp.  และ Pseudomonas aeruginosa และActinomycetes หลายชนิดที่สราง
ไคติเนสไดโดยเฉพาะพวกทีพ่บมากในดินคือ Streptomyces (Gupta et al., 1995) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 PT9  PT7  Control 

 PT20  PT1  PT56 
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ภาพที่ 3  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการยบัยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา  
   Rhizoctonia solani บนอาหาร PDA เปนเวลา 3 วัน โดยวิธี Dual culture 
 
5.  อิทธิพลของเชื้อแบคทีเรียยอยไคตินตอการงอกของเมล็ดขาวและการเจริญเติบโตของตนกลาขาว
ในระดับหองปฏิบตัิการ 

 
จากการตรวจนับเปอรเซ็นตการงอกของเมล็ดขาวหลังจากแชในเซลลแขวนลอยของ

แบคทีเรียที่ยอยไคตินเปนเวลา 30 นาที แลวบมเชื้อเปนเวลา 12 ช่ัวโมง กอนนําไปเพาะในกระดาษ
เพาะ พบวากรรมวิธีที่แชเมลด็ในเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคติมีคาเปอรเซ็นตการงอกอยู
ในชวง 92.50-99.75 เปอรเซ็นต โดยไอโซเลท PT10 มีคาเปอรเซ็นตการงอกสูงสุดคือ 99.75 
เปอรเซ็นต รองลงมาคือไอโซเลท PT56, PT9, PT23 และPT28 มีคาเปอรเซ็นตการงอก 99.50, 99.25, 
99.00 และ 98.75 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ไอโซเลทสวนใหญไมมีความแตกตางกับกรรมวิธีควบคุมซ่ึง
มีคาเปอรเซ็นตการงอก 98.75 เปอรเซ็นต ในขณะที่ไอโซเลท PT24 มีคาเปอรเซ็นตการงอกต่ําที่สุด
คือ 92.50 เปอรเซ็นต แตกตางจากกรรมวิธีควบคุมอยางมนีัยสําคัญ (ตารางที่ 5)                                                             

 
 

 PT9  PT7  Control 

 PT20  PT1  PT56 
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การวัดความยาวรากและความสูงของสวนยอดตนกลา อายุ 7 วัน พบวาคาเฉลี่ยความยาวราก
ของตนกลาพบอยูระหวาง 9.08-12.48 เซนติเมตร โดยเมล็ดขาวที่ผานกรรมวิธีการแชในเซลล
แขวนลอยของแบคทีเรียที่ยอยไคตินไอโซเลท PT31 จะพบคาเฉลี่ยความยาวรากที่สูงที่สุด คือ 12.48 
เซนติเมตร รองลงมาคือ PT9, PTPT20, PT56 และ PT10 มีคาเฉลี่ยความยาวรากที่ 12.74, 12.46, 
12.36 และ 12.33 เซนติเมตร ตามลําดับโดยไมแตกตางทางสถิติกับกรรมวิธีควบคุมซ่ึงมีคาความยาว
ราก 12.35 เซนติเมตร  

 
สวนความสูงของสวนกลาขาวพบวามีคาเฉลี่ยความสูงของสวนยอดตนกลาอยูระหวาง 2.57-

6.33 เซนติเมตร โดยกรรมวิธีการแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตนิไอโซเลท PT25 
พบคาเฉลี่ยความสูงของสวนยอดยาวที่สุดคอื 6.33 เซนติเมตรรองลงมาคือ PT 65 ซ่ึงมีคาเฉลี่ยความ
สูง 6.31 เซนติเมตร แตกตางทางสถิติกับกรรมวิธีควบคุมในขณะที่ไอโซเลท PT19 พบวามีคาเฉลีย่
ความสูงของตนกลานอยที่สุดคือ 2.57 เซนติเมตร แตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับ
กรรมวิธีควบคมุ (ตารางที่ 5) 
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ตารางที่ 5  เปอรเซ็นตการงอก คาเฉลี่ยความยาวรากและคาเฉลี่ยความสูงตนกลาขาวเมื่อนําเมล็ดที่
ผานการแชในเซลลแขวนลอยแบคทีเรียทีย่อย เพาะลงบนกระดาษเพาะเมล็ด 7 วัน 

 
ไอโซเลท การงอกบนกระดาษเพาะ (%) ความยาวราก1/ (ซม.) ความสูงลําตน2/ (ซม.) 

PT1 97.50 ab3/ 11.03 cd3/ 3.72 ef 3/ 
PT7 98.75 a 10.20 ef 5.47 bc 
PT8 96.00 a-d 10.18 ef 5.20 c 
PT9 99.25 a 12.47 a 4.25 d 
PT10 99.75 a 12.33 a 4.11 de 
PT17 94.25 b-d 11.98 ab 4.48 d 
PT19 94.25 b-d 11.12 cd 2.57 h 
PT20 98.50 a 12.46 a 5.50 bc 
PT23 99.00 a 12.16 ab 4.61 d 
PT24 92.50 d 9.08 g 2.55 h 
PT25 98.50 a 9.73 e-g 6.33 a 
PT27 96.75 a-c 11.45 bc 4.15 de 
PT28 98.75 a 9.66 fg 4.44 d 
PT31 96.50 a-c 12.48 a 3.00 gh 
PT48 97.75 ab 9.15 g 3.72 ef 
PT49 96.75 a-c 9.55 fg 5.32 bc 
PT56 99.50 a 12.36 a 5.81 b 
PT65 96.75 a-c 10.25 ef 6.31 a 
PT69 96.00 a-d 10.45 de 4.17 de 
PT70 93.00 cd 9.33 g 3.30 fg 

Control 98.75 a 12.35 a 5.30 bc 
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ตารางที่ 5  (ตอ) 
 

   1/  ความยาวรากวัดจากสวนโคนรากที่ติดกับเมล็ดขาวถึงสวนปลายสดุของรากจากนั้น
นํามาหาคาเฉลี่ย 

   2/  ความสูงตนกลาขาววัดจากสวนโคนของลําตนที่ติดกับเมล็ดขาวจนถึงสวนปลายใบขาว 
จากนั้นนํามาหาคาเฉลี่ย 

    3/  คาเฉลี่ยที่กํากับดวยตวัอักษรเดยีวกันในแนวตั้งของตารางไมมีความแตกตางกันทาง
สถิติเปรียบเทียบทางสถิติโดย Duncan’s Multiple Range Test (P=0.05) 

 
จากการทดสอบการแชเมล็ดขาวดวยเซลลแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียยอยไคติน พบวา

แบคทีเรียยอยไคตินบางไอโซลทชวยใหตนขาวมีความยาวรากและความสูงตนกลาเจริญดีกวาปกติ 
อาจเนื่องมาจากเชื้อแบคทีเรียสามารถสรางสารบางชนิดไปกระตุนการเจริญของตนขาวไดซ่ึง
สอดคลองกับการทดลองของ จิระเดช และคณะ (2548) ที่ใชเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. (B-03)   
แชเมล็ดกอนนําไปทดสอบเปอรเซ็นตการงอกและการเจริญของตนกลาขาว พบวาเมล็ดมีเปอรเซ็นต
การงอกเร็วสูงเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม นอกจากนี้ยังพบวาตนกลาขาวมีการเจริญยืดยาว
ของรากและสวนสูงของตนกลามากกวาการเพาะดวยวิธีการปกติ นอกจากนี้ Kleifield and Chet 
(1992) พบวาการตอบสนองการเจริญของพืชโดยการใชจุลินทรียที่อยูบริเวณรอบรากนั้นมาจากการที่
จุลินทรียที่ใชมีชีวิตรอดและพัฒนาตวัเองในบริเวณรากพืช สามารถครอบครองรากพืชจึงสงเสริมการ
เจริญของพืชได แบคทีเรียทีอ่าศัยบริเวณดนิรอบรากพืช (plant growth promotion rhizobacteria; 
PGPR) มีประโยชนในการสงเสริมการเจริญเติบโตและเพิ่มความตานทานของพืชตอโรค สามารถ
กระตุนการเจริญของพืชไดโดย PGPR มีการสรางกลไกมากกวา 1 กลไกในการพฒันาการเจริญและ
ความแข็งแรงของตนพืชซ่ึงกลไกเหลานี้อาจเกิดขึน้เปนไปตามลําดับหรือเกิดขึ้นไดพรอมกันใน
ขั้นตอนการเจริญของพืชก็ไดสําหรับกลไกที่สําคัญของเชือ้จุลินทรยีในการสงเสริมการเจริญเตบิโตและ
เพิ่มผลผลิตของพืชมหีลายกลไกแตกลไกทีสํ่าคัญและไดรับการยอมรับกนั คือ การสรางสารสงเสรมิการ
เจริญเติบโตของพืช กลไกการกระตุนใหพืชดูดซึมธาตุอาหารไดดีขึ้น และกลไกการเปลีย่นธาตุอาหาร
ในดินใหอยูในรูปที่พืชสามารถใชประโยชนได (Chaiharn et al., 2008) สอดคลองกับการศึกษาของ 
สุดฤดี และคณะ 2548 ที่ไดวิจัยและคัดเลือกจุลินทรียทีม่ีประโยชนตอระบบการผลิตพืชหลายสาย
พันธุ เชน Bacillus firmus KPS46, B. cereus SPt245 และ Bacillus sp. KS217 โดยแบคทีเรียเหลานี้
สงเสริมใหราก ลําตน และยอดพืชเจริญยดืยาวอยางรวดเร็ว วิธีการใชเชื้อแบคทีเรียดงักลาวสามารถ
ประยุกตไดหลายรูปแบบ ไดแก การคลุกเมล็ด การคลุกเมล็ดรวมกับการราดดิน การผสมในดินหรอื
วัสดุปลูกและการพนดวย cell suspension รวมทั้งการพนดวยสารเหลวที่กรองเอาเซลลแบคทีเรียออก 
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(cell free culture filtrate) ทั้งนี้การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อพบวาเชือ้แบคทีเรียดังกลาวมี
ประสิทธิภาพในการกระตุนการงอกของเมล็ด และสงเสริมการเจริญเตบิโตของตนกลาถ่ัวเหลืองไดดี  
 
6.  การพัฒนาแบคทีเรียยอยไคตนิใหตานทานสารปฏิชวีนะ  

 
 จากการนําแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพดีจํานวน 10 ไอโซเลทไปพัฒนาใหตานทานตอสาร

ปฏิชีวนะ rifampicin เขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร (ppm) แลวพบวาทุกไอโซเลทสามารถพัฒนาให
ตานทานตอสารปฏิชีวนะไดโดยที่ไอโซเลท PT25-6M แมจะนําไปพัฒนาใหตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะแลวยังคงความสามารถในการยบัยั้งการเจริญของเสนใยไดไมแตกตางจาก wild type ใน
ขณะเดียวกนัในไอโซเลท PT1-3M, PT7-1M, PT9-1M, PT10-9M, PT20-10M, PT24-3M, PT49-M, 
PT56-4M และ PT70-8M กลับมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา    R. solani  
เพิ่มขึ้นเมื่อเทยีบกับ wild type (ตารางที่ 6) นอกจากนี้แบคทีเรียบางไอโซเลทยับยั้งเสนใยเชื้อรา  
R. solani ไดลดลง (ขอมูลในภาคผนวก) คุณลักษณะบางประการของแบคทีเรียที่เปลี่ยนแปลงไป เชน 
เจริญชากวาเดมิ ลักษณะโคโลนีเล็กกวาเดิม เมื่อเปรียบเทยีบกับ wild type ช้ีใหเหน็วาสารปฏิชีวนะ 
rifampicin มีอิทธิพลตอคุณสมบัติทางดานพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรียอยางชัดเจน 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B 

D
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ตารางที่ 6  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียยอยไคตินสายพนัธุกลาย (mutant isolate ; M) ที่ตานทาน  
rifampicin ในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา Rhizoctonia solani บนอาหาร PDA 
เปรียบเทียบกบัสายพันธุดั้งเดิม (wild type strain) 

  

กรรมวิธี 
การยับยั้งการเจริญของเสนใย  

Rhizoctonia solani (%) 
PT1-3M 57.8 

PT1 wild type 44.2 
PT7-1M 64.9 

PT7 wild type 58.9 
PT9-1M 65.6 

PT9 wild type 58.9 
PT10-9M 63.3 

PT10 wild type 63.1 
PT20-10M 64.0 

PT20 wild type 62.6 
PT24-3M 42.2 

PT24 wild type 39.1 
PT25-6M 44.9 

PT25 wild type 44.9 
PT49-9M 59.9 

PT49 wild type 50.0 
PT56-4M 65.3 

PT56 wild type 64.9 
PT70-8M 60.0 

PT70 wild type 54.2 
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เมื่อนําแบคทีเรียยอยไคตินทีผ่านการพัฒนาใหมีความตานทานตอสารปฏิชีวนะและผานการ
คัดเลือกเบื้องตนไปยอมสีเพื่อตรวจดกูารสรางเอนโดสปอรพบวาทุกสายพันธุมีการสรางเอนโดสปอร
เนื่องจากเอนโดสปอรของแบคทีเรียยอมตดิสีเขียวของ malachite (ภาพที่ 4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 4  ลักษณะเอนโดสปอรของแบคทีเรียที่ยอยไคตินยอมดวย malachite green  

  
จากการจําแนกแบคทีเรียทีย่อยไคตินโดยใชระบบการจําแนกเชื้อแบคทีเรียอยางรวดเร็ว 

(Biolog System, Hayward, CA, USA) พบวาแบคทีเรียที่ยอยไคตนิไดสูง 5 ไอโซเลทไดแก PT7-1M, 
PT9-1M, PT10-9M, PT20-10M และ PT56-4M จัดเปนแบคทีเรียในกลุม Bacillus sp. (unidentified 
species) (รายละเอียดตามภาคผนวก) 
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7.  การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียยอยไคตินในการชักนําการสรางเอนไซมไคติเนส 
 

 การตรวจกจิกรรมของเอนไซมไคติเนสและวิเคราะหปริมาณโปรตีนในตนกลาขาวหลังการ
ใสแบคทีเรียยอยไคตินที่ 0-10 วัน การเปลี่ยนแปลงของเอนไซมไคติเนสในตัวอยางใบและยอดของ
กลาขาวในกรรมวิธีที่พนดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตินสงูไดแก ไอโซเลท PT7-1M, 
PT9-1M, PT10-9M, PT20-10M และ PT56-4M พบวาสามารถกระตุนใหพืชสรางเอนไซมไคติเนส
ไดโดยแบคทีเรียไอโซเลท PT7-1M กระตุนใหพืชสรางเอนไซมไคติเนสไดเพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆ และสูง
ที่สุดในวนัที่ 4 หลังการพนตนกลาขาวดวยแบคทีเรีย โดยวิเคราะห specific activity ไดเทากับ  
46.1 U/mg protein (ภาพที่ 5 ก) กรรมวิธีที่พนดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท 
PT9-1M กระตุนใหพืชสรางเอนไซมไคตเินสไดสูงในวนัที่ 1 และเพิม่สูงขึ้นเรื่อยๆในวันที่ 6 หลังการ
พนตนกลาขาวโดยวิเคราะห specific activity ไดเทากบั 21.1 และ 34.1 U/mg protein ตามลําดับ (ภาพ
ที่ 5 ข) กรรมวธีิที่พนดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตนิไอโซเลท PT10-9M กระตุนใหพืช
สรางเอนไซมไคติเนสไดสูงในวนัที่ 1 และเพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆในวันที่ 6 หลังการพนตนกลาขาวโดย
วิเคราะหคา specific activity ไดเทากับ 24.1 และ 32.7 U/mg protein ตามลําดับ และลดลงในวนัที่ 7 
(31.2 U/mg protein) (ภาพที่ 5 ค) กรรมวิธีที่พนดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคติน 
ไอโซเลท PT20-10M กระตุนใหพืชสรางเอนไซมไคติเนสไดสูงในวนัที่ 5 และ 7 หลังการพนตนกลา
ขาวดวยแบคทีเรียโดยวิเคราะห specific activity ไดเทากบั 32.7 และ 36.2 U/mg protein ตามลําดับ 
(ภาพที่ 5 ง) และกรรมวิธีทีพ่นดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT56-4M 
กระตุนใหพืชสรางเอนไซมไคติเนสไดสูงที่สุดในวนัที่ 4 และลดลงวันที่ 5 หลังการพนตนกลาขาว
ดวยแบคทีเรียโดยวเิคราะห specific activity ไดเทากับ 49 และ 43.9 U/mg protein (ภาพที่ 5 จ) 
ตามลําดับ  
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ก.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 5  คา specific activity ของเอนไซมไคติเนสในใบและยอดขาวอายุ 20 วัน เม่ือพนดวย 
               แบคทีเรียยอยไคตนิไดสงู  
               ก. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT7-1M เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม 
               ข. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT9-1M เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม 

 ค. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT10-9M เปรียบเทยีบกับกรรมวธีิควบคุม 
 ง. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT20-10M เปรียบเทยีบกับกรรมวธีิควบคุม 
 จ. กรรมวิธีทีใ่สแบคทีเรียไอโซเลท PT56-4M เปรียบเทยีบกับกรรมวธีิควบคุม 
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ข. 

จํานวนวันหลังพนแบคทีเรียยอยไคติน (วัน) 
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การเปลี่ยนแปลงของเอนไซมไคติเนสในตวัอยางใบและยอดของกลาขาวในกรรมวิธีที่พน
ดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคติเนสต่ําที่คัดเลือกมาใชทดสอบไดแกไอโซเลทPT1-3M, 
PT24-3M, PT25-6M, PT49-9M และ PT70-8M โดยแบคทีเรียยอยไคตนิไอโซเลท PT1-3M กระตุน
ใหพืชสรางเอนไซมไคติเนสไดเพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆ และสูงที่สุดในวนัที่ 2 หลังการพนตนกลาขาวดวย
แบคทีเรีย โดยวิเคราะห specific activity ไดเทากับ 15.5 U/mg protein (ภาพที่ 6 ก) จากนั้นเอนไซมมี
การเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอยตลอดชวงระยะเวลาการตรวจสอบ กรรมวิธีที่พนดวยเซลลแขวนลอย
ของแบคทีเรียยอยไคตนิไอโซเลท PT24-5M กระตุนใหพืชสรางเอนไซมไคติเนส ไดสูงในวนัที่ 2 
และ หลังการพนตนกลาขาวดวยแบคทีเรียโดยวิเคราะห specific activity ไดเทากบั 15.8  และ 17.9 
U/mg protein ตามลําดับ จากนั้นเอนไซมไคติเนสก็ลดลงในวนัที่ 6 (17.5 U/mg protein ) (ภาพที่ 6 ข) 
กรรมวิธีที่พนดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT25-6M กระตุนใหพืชสราง
เอนไซมไคติเนสไดสูงในวนัที่ 3 หลังการรดตนกลาขาวดวยแบคทีเรีย โดยวเิคราะห specific activity 
ไดเทากับ 16.8 U/mg protein จากนั้นเอนไซมไคติเนสกล็ดลงและมีการเปลี่ยนแปลงของเอนไซมที่
ตรวจพบเพียงเล็กนอย (ภาพที่ 6 ค)  ในขณะที่กรรมวิธีทีพ่นดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไค
ตินไอโซเลท PT49-9 กระตุนใหพืชสรางเอนไซมไคติเนสไดสูงขึ้นเรื่อยๆ และสูงที่สุดในวันที่ 4 หลัง
การพนตนกลาขาวดวยแบคทีเรียโดยวิเคราะหคา specific activity ไดเทากับ 19.2 U/mg protein (ภาพ
ที่ 6 ง) และในกรรมวิธีที่พนดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT70-8M กระตุน
ใหพืชสรางเอนไซมไคติเนสไดนอยเนื่องจากพบวามีการเปลี่ยนแปลงของเอนไซมไคติเนสที่วัดไดใน
แตละวนัเพยีงเล็กนอยและในวันที่ 4 หลังการพนตนกลาขาวดวยแบคทีเรียยอยไคตนิมีการ
เปลี่ยนแปลงโดยวเิคราะหคา specific activity ไดเทากบั 14.7 U/mg protein (ภาพที่ 6 จ) 
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ภาพที่ 6  คา specific activity ของเอนไซมไคติเนสในใบและยอดขาวอายุ 20 วัน เมื่อพนดวย 
   แบคทีเรียที่ยอยไคตินไดต่ํา  
              ก. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT1-3M เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
              ข. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT24-5M เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม 
 ค. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT25-6M เปรียบเทยีบกับกรรมวิธีควบคุม 

ง. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT49-9M เปรียบเทยีบกับกรรมวิธีควบคุม 
              จ. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT70-8M เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม 
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ภาพที่ 6  (ตอ)  
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จากการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซมไคติเนสในตนขาวที่ไดรับการกระตุนดวย
แบคทีเรียยอยที่มีประสิทธิภาพในการยอยไคตินสูง( ภาพที่ 5) และต่ํา(ภาพที่6) พบวาวิเคราะหคา 
specific activity ของเอนไซมไคติเนสระหวาง 49.0-14.7 U/mg protein โดยไอโซเลท PT56-4M มีคา 
specific activity สูงที่สุด(49.0U/mg protein) ซ่ึงสูงกวากรรมวิธีควบคุม (21.2 U/mg protein) และ 
ไอโซเลท PT1-3M และ PT 70-8M มีคา specific activity ต่ําที่สุด (14.7 U/mg protein) ถึงแม 
ไอโซเลท PT1-3M และ PT 70-8M จะมีคา specific activity ต่ําที่สุดที่ต่าํกวากรรมวิธีควบคุมอาจเปน
ผลเนื่องมาจากการที่เชื้อไอโซเลทดังกลาวสามารถสรางเอนไซมชนิดอ่ืนๆ นอกเหนอืจากเอนไซม 
ไคติเนสไดสูงเพราะยังสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา R. solani ได  
 
8.  การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียท่ียอยไคตนิในการลดการเกิดโรคและชักนําใหตนขาว

ตานทานตอการเกิดโรคกาบใบแหงสาเหตุจากเชื้อรา Rhizoctonia solani 
 

 จากการประเมนิความรุนแรงของโรคกาบใบแหงหลังการปลูกเชื้อรา R. solani ที่ 7 วัน 
รวมกับการรดเซลลแขวนลอยแบคทีเรียยอยไคตินลงบริเวณโคนกอขาว พบวาหลังจากปลูกเชื้อรา  
R. solani โดยวิธีเหน็บซองชาที่ใสเมล็ดขาวเปลือกที่มีเชือ้รา R. solani เจริญอยูไวที่กอขาวกรรมวิธีที่
ใชแบคทีเรียทีย่อยไคตนิ PT10-9M มีเปอรเซ็นตความรุนแรงของโรคต่ําที่สุด คือ 62.4 เปอรเซ็นต ซ่ึง
ต่ํากวากรรมวธีิควบคุมอยางมีนัยสําคัญ แตไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับกรรมวิธีที่ใชแบคทีเรีย 
ไอโซเลท PT7-1M, PT56-4M และ PT9-1M โดยมีความรุนแรงของโรคอยูที่ 63.1, 63.4 และ 64.6 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางที่ 8) ผลที่ไดสอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซม   
ไคติเนสซึ่งพบวามีการเปลีย่นแปลงของคา specific activity สูงในชวงวันที่ 0-7 จากนั้นการ
เปลี่ยนแปลงของเอนไซมไคติเนสจะมแีนวโนมลดลง  
 

ในขณะที่เมื่อตรวจเปอรเซน็ตความรุนแรงแรงของโรคหลังปลูกเชื้อรา R. solani 14 วัน 
พบวาทุกกรรมวิธีที่ใชเชื้อแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT56-4M มีเปอรเซ็นตความรุนแรงของโรค
กาบใบแหงต่ําที่สุดคือ 81.3 เปอรเซ็นต แตไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับกรรมวิธีควบคุมซ่ึงมีความ
เปนไปไดที่แบคทีเรียยอยไคตินในทกุไอโซเลทไมสามารถตานทานตอความรุนแรงของโรคหลังปลูก
เชื้อ 14 วันไดสอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซมไคตเินสที่มีแนวโนมการกระตุนที่
ลดลงตั้งแตวันที่ 10 เปนตนไป (ตารางที่ 8) จึงเห็นไดวาในการประยกุตใชแบคทีเรียปฏิปกษในการ
ควบคุมโรคนั้นควรใชอยางตอเนื่องเพื่อใหเกิดประสิทธิภาพสูง 
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ตารางที่ 7  ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษตอความรุนแรงของโรคกาบใบแหงหลังปลูก    
เชื้อรา Rhizoctonia solani และรดเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ เมื่อทําการปลูกเชื้อโรค  
และหลังปลูกเชื้อโรค 7วัน 

 
ความรุนแรงของโรคที่ปลูกเชื้อโดย 
วิธีเหน็บซองชาในกอขาว (%)1/ กรรมวิธี 

หลังปลูกเชื้อ 7 วัน2/ หลังปลูกเชื้อ 14 วัน2/ 
PT1-3M 65.9 cd3/ 85.4 a3/ 
PT7-1M 63.1 e 82.3 b-d 
PT9-1M 64.6 de 83.5 b-d 
PT10-9M 62.4 e 80.1 cd 
PT20-10M 67.3 bc 82.7 b-d 
PT24-3M 68.3 b 83.2 c-d 
PT25-6M 70.7 a 84.6 ab 
PT49-9M 69.8 b 84.8 ab 
PT56-4M 63.4 de 81.3 d 
PT70-8M 67.2 cd 84.5 a 
Control 70.4 a 85.2 a-c 

 

1/  เปอรเซ็นตความรุนแรงของโรคกาบใบแหงของขาวจากการปลูกเชือ้โดยเหน็บซองชาที่ใสเมล็ด
ขาวเปลือกที่มเีชื้อรา Rhizoctonia solani เจริญอยูถุงละ 2 กรัมไวทีก่อของขาว 

2/  คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตความรุนแรงของโรคกาบใบแหงของขาวหลังปลูกเชื้อรา R. solani เปนเวลา 7 
วันและ 14 วัน โดยคํานวณจากสมการ 

         
                                        ความรุนแรงของโรค =   ความสูงของแผล     x 100                            
                                                                               ความสูงของกาบใบ 
 
3/  คาเฉลี่ยที่กํากับดวยตวัอักษรเดียวกนัในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทาง
สถิติจากการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยทางสถิติโดย Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
(P=0.01) 
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 เมื่อพิจารณาน้าํหนักผลผลิตของเมล็ดตอรวง พบวากรรมใชเชื้อแบคทเีรียยอยไคติน 
ไอโซเลท PT7-1Mใหน้ําหนกัเมล็ดตอรวงมากที่สุดเทากบั 2.81 กรัม/รวง สูงกวากับกรรมวิธีควบคมุ
ที่มีคา 1.95 กรัม/รวง อยางมนีัยสําคัญ (ตารางที่ 9) สวนน้ําหนกัเมล็ดขาวเปลือก 1,000 เมล็ดนั้น 
พบวากรรมวิธีใชเชื้อแบคทีเรียที่ยอยไคตินไอโซเลท PT56-4M ใหน้ําหนักเมล็ด 1,000 เมล็ดมากทีสุ่ด 
คือ 33.10 กรัม/1,000เมล็ด รองลงมาคือกรรมวิธีใชแบคทีเรียที่ยอยไคตินไอโซเลท PT70-8M และ
กรรมวิธีที่ใชแบคทีเรียที่ยอยไคตินไอโซเลท PT49-9M โดยมีน้ําหนกัเมล็ด 1,000 เมล็ดเทากับ 31.1 
และ 29.97 กรัม/1,000เมล็ด ตามลําดับโดยมีคาสูงกวากรรมวิธีควบคุม (19.91 กรัม/1,000 เมล็ด) อยาง
มีนัยสําคัญ (ตารางที่ 9)  
 
ตารางที่ 8  คาเฉลี่ยน้ําหนกัผลผลิตตอรวง น้ําหนกัเฉลี่ยของเมล็ดตอ 1000 เมล็ด หลังจากรดเชื้อ

แบคทีเรียปฏิปกษลงบริเวณโคนกอขาวจํานวน 3 คร้ัง หลังปลูก 
 

กรรมวิธี น้ําหนกัผลผลิต/รวง 
(กรัม/รวง) 1/ 

น้ําหนกัเฉลี่ยเมล็ด  
(กรัม/1,000เมล็ด) 2/ 

Uninoculated control 2.54 cd3/ 25.65 d3/ 
Inoculated control (R. solani) 1.95 g 19.91 e 
PT1-3M +  R. solani 2.44 de 18.50 f 
PT7-1M +  R. solani 2.81 a 24.93 d 
PT9-1M +  R. solani 2.64 bc 24.64 d 
PT10-9M +  R. solani 2.29 ef 25.33 d 
PT20-10M +  R. solani 2.75 ab 20.80 e 
PT24-3M +  R. solani 2.63 bc 18.48 f 
PT25-6 M+  R. solani 2.35 e 24.75 d 
PT49-9M +  R. solani 2.45 de 29.19 c 
PT56-4M +  R. solani 2.75 ab 33.10 a 
PT70-8M +  R. solani 2.14 f 31.18 b 

 
 1/  คาเฉลี่ยน้ําหนักเมล็ดขาวเปลือกจากการสุมกรรมวิธีละ 3 ซํ้า ซํ้าละ 10 รวง   
 2/  คาเฉลี่ยน้ําหนักเมล็ดจากการสุมนับจํานวนเมล็ดขาวเปลือก 1,000 เมล็ดในแตละกรรมวิธี กรรมวิธี
ละ 3 ซํ้า (1,000เมล็ด/ซํ้า) 
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ตารางที่ 8  (ตอ) 
 

   3/  คาเฉลี่ยที่กาํกับดวยตวัอักษรเดียวกนัในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญจากการเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยทางสถิติโดย Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
(P=0.05) 
 

 การตรวจปริมาณประชากรในวัสดุปลูกพบวาแบคทีเรียยอยไคตินทุกไอโซเลท สามารถมี
ชีวิตรอดอยูไดในชวง 1.2x102- 4.5x103 CFU/ml (ตารางที่10) และสามารถครอบครองรากขาวได   
ในชวง 83.33-100.00 เปอรเซ็นต (ตารางที่10) ในการตรวจนับปริมาณประชากรของแบคทีเรียยอย 
ไคตินและความ สามารถในการครอบครองรากของแบคทีเรียนั้นพบวาแบคทีเรียยอยไคตินสายพันธุ
ที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ rifampicin 100 ppm ในสภาพหองปฏิบัติการกลับมีคุณสมบัติในการ
ตานทานตอสารปฏิชีวนะ rifampicin ลดลงเมื่อนําแบคทเีรียดังกลาวมาใชในระดับโรงเรือนจึงตอง
ตรวจสอบแบคทีเรียยอยไคตินสายพันธุตานทานสารปฏิชีวนะบนอาหาร NGA ที่ผสมดวย rifampicin 
50 ppm แทน 
 
ตารางที่ 9  ปริมาณประชากรของแบคทีเรียที่ยอยไคตนิและเปอรเซ็นตการครอบครองรากหลังจากรด

ดวยแบคทีเรียยอยไคตนิสายพันธุตานทานสารปฏิชีวนะ rifampicin (50 ppm)       
เมื่อตนขาวมีอายุ 90 วัน 
 

กรรมวิธี ปริมาณเชื้อแบคทีเรีย (CFU/ml) 1/ 
การครอบครอง 
รากขาว2/ (%) 

Uninoculated control ND3/ ND3/ 
Inoculated control (R. solani) ND ND 
PT1-3M +  R. solani 4.2x103 83.33 
PT7-1M +  R. solani 3.6x103 100.0 
PT9-1M +  R. solani 1.3x102 100.0 
PT10-9M +  R. solani 1.2x102 100.0 
PT20-10M +  R. solani 1.4x102 83.33 
PT24-3M +  R. solani 2.3x102 93.75 
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ตารางที่ 9  (ตอ) 

 

1/  การตรวจนบัปริมาณประชากรแบคทีเรียยอยไคตินสายพันธุตานทาน rifampicin บนอาหาร NGA    
ผสม rifampicin 50 ppm เมื่อตนขาวอายุ 90 วัน 

2/  การครอบครองราก (%) โดยนํารากขาวอายุ 90 วัน ลางฆาเชื้อดวย sodium hypochlorite 0.525% 
ตัดเปนชิ้นละ 1 เซนติเมตร วางบนอาหาร NGA ผสม rifampicin 50 ppm  

3/   ND = not determined 
  
ผลการทดลองขางตนแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียยอยไคตนิทุกไอโซเลทสามารถเจริญ

ครอบครองรากไดทุกระยะการเจริญของขาวจนถึงเก็บเกีย่ว เมื่อวเิคราะหตัวอยางใบและยอดของขาว
เมื่อปลูกเชื้อรา R. solani พบวาสามารถกระตุนใหคา specific activity ของเอนไซม ไคติเนสในวันที่ 3 
มีคากิจกรรมเทากับ 23.7 U/mg protein ตามลําดับ (ภาพที่ 7) ทั้งนี้เอนไซมไคติเนสจดัเปน  
PR– protein ดังนั้นพืชจึงสรางขึ้นเมื่ออยูในสภาวะไมปกติ เชน มีการรุกรานจากเชื้อสาเหตุโรค 
(Ginnakis et al., 1998) โดย PR-protein ที่เกิดจากการแสดงออกของ PR-gene นั้นจะ มีการสะสมอยู
หลายวนัในพชืที่ไดรับการกระตุนและจะมคีาสูงสุดประมาณวนัที่ 3 ถึงวันที่ 7 หลังจากที่เชื้อโรคเขา
ทําลาย (Rattarasarn, 2003) 
 
 
 
 
 
 
 
 

กรรมวิธี ปริมาณเชื้อแบคทีเรีย (CFU/ml) 1/ 
การครอบครอง 
รากขาว2/ (%) 

PT25-6M +  R. solani 1.3x102 86.25 
PT49-9M +  R. solani 1.4x102 100.0 
PT56-4M +  R. solani 4.5x103 100.0 
PT70-8M +  R. solani 3.2x103 83.33 
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ภาพที่ 7  แสดงคา specific activity ของเอนไซมไคติเนสในใบและยอดขาวเมื่อปลูกเชื้อรา  
              Rhizoctonia solani 
 

กรรมวิธีที่รดดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตนิสูงไอโซเลท PT7-1M รวมกับการ
ปลูกเชื้อรา R. solani มีคา specific activity เพิ่มขึ้นในวันที่ 5 ซ่ึงวิเคราะหคา specific activity เทากับ 
41.7 U/mg protein จากนัน้จะลดลงอยางตอเนื่องแตยังมคีา specific activity ที่สูงกวากรรมวิธีควบคมุ 
(ภาพที่ 8 ก) กรรมวิธีที่รดดวยเซลลแขวนลอยแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT9-1M รวมกับการ
ปลูกเชื้อรา R. solani  มีคากิจกรรมของเอนไซมไคติเนสเพิ่มสูงขึ้นในชวงวนัที่ 5 และ 7 โดยวิเคราะห
คา specific activity ไดเทากบั 25.6 และ 28.7 U/mg protein ตามลําดับ เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
(ภาพที่ 8 ข) กรรมวิธีที่รดดวยเซลลแขวนลอยแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT10-9M รวมกับการ
ปลูกเชื้อรา R. solani  มีคากิจกรรมของเอนไซมไคติเนสเพิ่มสูงขึ้นในชวงวนัที่ 5 และวันที่ 7 โดย
วิเคราะหคา specific activity ไดเทากับ 32.8 และ 32.7 U/mg protein เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
(ภาพที่ 8 ค) กรรมวิธีที่รดดวยเซลลแขวนลอยแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT20-10M รวมกับการ
ปลูกเชื้อรา R. solani  มีคากิจกรรมของเอนไซมไคติเนสเพิ่มสูงขึ้นในวนัที่ 2 โดยวิเคราะหคา specific 
activity ไดเทากับ 38.5.U/mg protein เมื่อเทยีบกับกรรมวธีิควบคุม (ภาพที่ 8 ง) และลดลงเรื่อยๆ 
จากนั้นจะถูกกระตุนอกีในวันที่ 7 ใหมีคา specific activity เทากับ 35.2 U/mg protein ในขณะที่
กรรมวิธีที่รดดวยเซลลแขวนลอยแบคทีเรียยอยไคตนิไอโซเลท PT56-4M รวมกับการปลูกเชื้อรา  
R. solani มีคากิจกรรมของเอนไซมไคติเนสเพิ่มสูงในวนัที่ 4 โดยวิเคราะหคา specific activity ได
เทากับ 47.5 U/mg protein เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม (ภาพที่ 8 จ) 
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 นอกจากนี้กรรมวิธีที่รดดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตินต่ําไดแก ไอโซเลท PT1-
3M พบวามีคากิจกรรมของเอนไซมไคติเนสเพิ่มขึ้นในวนัที่ 5 โดยมีคา specific activity เทากับ15.9 
U/mg protein ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับกรรมวิธีควบคุม (ภาพที่ 9 ก) กรรมวธีิที่รดดวยเซลลแขวนลอย
แบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT24-5M รวมกับการปลกูเชื้อรา R. solani มีคากิจกรรมของเอนไซม
ไคติเนสเพิ่มสูงขึ้นในชวงวนัที่ 6 โดยวิเคราะหคา specific activity ไดเทากับ 22.7 U/mg protein (ภาพ
ที่ 9 ข) กรรมวธีิที่รดดวยเซลลแขวนลอยแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT25-6M รวมกับการปลูกเชื้อ
รา R. solani  มีคากิจกรรมของเอนไซมไคติเนสเพิ่มสูงขึ้นในวันที่ 5โดยวิเคราะหคา specific activity 
ไดเทากับ 20.7 U/mg protein เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม (ภาพที่ 9 ค) กรรมวิธีที่รดดวยเซลล
แขวนลอยแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT49-9M รวมกับการปลูกเชื้อรา R. solani  มีคากิจกรรม
ของเอนไซมไคติเนสเพิ่มสูงขึ้นในวันที่ 3 และ 4 โดยวิเคราะหคา specific activity ไดเทากับ 19.6.
และ 20.3 U/mg protein ตามลําดับ เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม(ภาพที่ 9 ง ) กรรมวธีิที่รดดวยเซลล
แขวนลอยแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT70-8M รวมกับการปลูกเชื้อรา R. solani  มีคากิจกรรม
ของเอนไซมไคติเนสเพิ่มสูงขึ้นในวันที่ 4 โดยวเิคราะหคา specific activity ไดเทากบั 24.5 U/mg 
protein เมื่อเทยีบกับกรรมวธีิควบคุม (ภาพที่ 9 จ) 
   
 การใชแบคทีเรียยอยไคตินรวมกับการปลกูเชื้อรา R. solani พบวากจิกรรมของเอนไซม 
ไคติเนสมีการเปลี่ยนแปลงในชวงวันที่ 2-7 โดยมีคา specific activity ของเอนไซมระหวาง  
15.9-47.5 U/mg protein หลังจากวันที่ 7 การเปลี่ยนแปลงของเอนไซมมีการเปลี่ยนแปลงลดลงซึ่ง
สอดคลองกับการทดลองขางตนพบวาในชวง 7 วันหลัง การปลูกเชื้อรา R. solani รวมกับการรดเซลล
แขวนลอยแบคทีเรียยอยไคตินสามารถลดความรุนแรงของการเกิดโรคกาบใบแหงได แตไมสามารถ
ลดความรุนแรงของการเกิดโรคที่ 14 วันหลังการปลูกเชื้อโรคได  
 
 จากการทดลองแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียยอยไคตินในทกุไอโซเลทสามารถกระตุนใหตน
ขาวมีความตานทานตอโรคกาบใบแหงที่เกิดจากเชื้อรา R. solani ไดดีเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธี
ควบคุมและสงเสริมใหตนขาวมีการเจริญเติบโตไดดี ถึงแมวาในบางไอโซเลทจะมีการเปลี่ยน
กิจกรรมของเอนไซมไคติเนสไดนอยแตขาวยังสามารถเจริญ ผลผลิตขาวอยูในปริมาณที่สูงไดอาจ
เปนผลเนื่องมาจากการที่เชื้อแบคทีเรียยอยไคตินบางไอโซเลทสามารถสรางเอนไซมชนิดอื่นๆ ไดสูง
ดวยเชนกนั  

 
การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมไคติเนส ซ่ึงเปน PR-protein ที่เชื่อวาเปนเอนไซมที่ทํา

หนาที่ยอยสลายไคตินที่เปนองคประกอบสวนหนึ่งของผนังเซลลเชื้อรา (ขวัญเนตร, 2550) ดังนั้นการ
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กระตุนใหพืชสรางเอนไซมไคติเนสจึงมีบทบาทสําคัญสวนหนึ่งเพื่อตอบสนองการปองกันตัวเองของ
พืช และเปนกลไกหนึ่งในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคได 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 8  คา specific activity ของเอนไซมไคติเนสในใบและยอดขาวเมื่อรดดวย 
               แบคทีเรียที่ยอยไคตินไดสูง และปลูกเชื้อรา Rhizoctonia solani                 
               ก. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT7-1M เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม 
               ข. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT9-1M เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม 

  ค. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT10-9M เปรียบเทยีบกับกรรมวธีิควบคุม 
  ง. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT20-10M เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 

                จ. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT56-4M เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม 
 

 
 
 

      ข. 

      ก. 

จํานวนวันหลังปลูกเช้ือรา R. solani (วัน) 
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ภาพที่ 8  (ตอ)  
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ภาพที่ 9  คา specific activity ของเอนไซมไคติเนสในใบและยอดขาวเมื่อรดดวย 
   แบคทีเรียที่ยอยไคตินไดต่ําและปลูกเชื้อรา Rhizoctonia solani                 
              ก. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT1-3M เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
              ข. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT24-5M เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม 
 ค. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT25-6M เปรียบเทยีบกับกรรมวิธีควบคุม 

ง. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT49-9M เปรียบเทยีบกับกรรมวิธีควบคุม 
              จ. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT70-8M เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุ 
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ภาพที่ 9  (ตอ) 
                  
 จากการศึกษาพบวาเอนไซมในตนพืชสามารถผันแปรไดตลอดเวลา เนือ่งจากมีปจจยัหลาย
ประการ เชนสภาพแวดลอม การดูแลรักษาตนพืช ทําใหเอนไซมเกิดการเปลี่ยนแปลงไปจึงอาจเปน
สาเหตุหนึ่งทีพ่บวาเอนไซมในตนขาวมีการเปลี่ยนแปลงมาก ดังนัน้การศึกษาการชักนําใหพืช
ตานทานโรคจงึควรมีชวงเวลาที่เหมาะสมตอไป

      ค. 

      ง. 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สามารถแยกแบคทีเรียยอยไคตินที่เจริญครอบครองรากในสภาพธรรมชาติและมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา Rhizoctonia solani ได 2 ลักษณะ คือ 
แบคทีเรียที่มปีระสิทธิภาพในการยอยไคตินไดสูงและสามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา            
R. solani  ไดจาํนวน 5 ไอโซเลท และแบคทีเรียที่มีประสทิธิภาพในการยอยไคตนิไดต่าํแตสามารถ
ยับยั้งการเจรญิเสนใยเชื้อรา R .solani  จํานวน 5 ไอโซเลท เมื่อนําไปทดสอบในระดับแปลงปลูก
ขาว เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมเอนไซมไคติเนสในใบและยอดของกลาขาวที่ไดรับการ
กระตุนดวยแบคทีเรียยอยไคตินไดสูง  พบการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซมไคติเนสเพิ่มขึ้น
ในชวงวันที่ 4-7 โดยแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT56-4M มีคา specific activity  สูงที่สุด (49.0 
U/mg protein) ในขณะที่แบคทีเรียที่ยอยไคตินไดต่ํามกีารเปลี่ยนแปลงของเอนไซมไคติเนสในตน
ขาวเพิ่มขึ้นเพยีงเล็กนอยในชวงวนัที่ 3-8 โดยวเิคราะหคา specific activity  ระหวาง 14.7-19.2 
เปอรเซ็นต สวนประสิทธิภาพของแบคทีเรียยอยไคตินตอการลดการเกิดโรคกาบใบแหงของขาวใน
แปลงปลูกขาว พบวาการชกันําใหตนขาวตานทานตอโรคกาบใบแหงดวยการรดเซลลแขวนลอย
ของแบคทีเรียยอยไคตนิลงบริเวณกอขาวรวมกับการปลกูเชื้อรา R. solani สาเหตุโรคกาบใบแหง
ของขาว สามารถลดการเกิดโรคกาบใบแหงของขาวไดโดยมี specific activity ของเอนไซมไคติเนส
เพิ่มสูงขึ้น ชวงวันที่ 2-7 สามารถยับยั้งความรุนแรงของการเกิดโรคไดในชวง 7 วัน หลังการปลูก
เชื้อราสาเหตุโรค นอกจากนีแ้บคทีเรียยอยไคตินยังสามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของตนขาวได
โดยน้ําหนักผลผลิตตอรวง และน้ําหนักเฉลี่ยของเมล็ดตอ 1,000 เมล็ด เพิ่มมากขึ้นดวย  

 
การศึกษาการเปลี่ยนแปลงกจิกรรมเอนไซมในตนขาวโดยพิจารณาเอนไซมไคติเนส 

เพียงชนดิเดยีวนั้นแมจะไมสามารถอธิบายกลไกของแบคทีเรียปฏิปกษที่เกีย่วของกบัการควบคุม
โรคกาบใบแหงไดทั้งหมด แตก็สามารถแสดงใหเห็นถึงความสัมพันธระหวางกิจกรรมของเอนไซม
กับการสงเสริมการเจริญของขาวและลดความรุนแรงของโรคได ดังนัน้จึงควรศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงกจิกรรมของเอนไซมชนิดอื่นรวมดวย นอกจากนีใ้นการใชแบคทีเรียปฏิปกษที่มี
คุณสมบัติเดนเพียงสายพนัธุเดียวอาจไมใชสายพันธุที่ดีทีสุ่ดในการควบคุมโรคขาวจึงควรมี
การศึกษาคณุสมบัติเดนของแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุอ่ืน แลวศึกษาความเปนไปไดในการ
นํามาใชรวมกนัเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการควบคุมโรคกาบใบแหงของขาวตอไป 
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สูตรอาหารเลี้ยงจุลินทรีย 
 

สูตรอาหารเหลานี้หลังจากเตรียมเสร็จใหนําไปนึ่งฆาเชือ้ดวยหมอนึ่งความดันไอ 
(autoclave) ทีค่วามดันไอน้ําเทากับ 15 ปอนดตอตารางนิว้ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
20 นาที 
 
อาหารจําเพาะ (chitin agar selective medium) ดัดแปลงจาก Ueda and Arai (1992)  
 
             Colloidal chitin   30 กรัม 
             NH4Cl    1 กรัม 
             NaCl    1 กรัม 
             K2HPO4    1 กรัม 
             MgSO4.7H2O   0.01 กรัม 
             FeSO4.7H2O   0.01 กรัม 
             ZnSO4.7H2O   0.001 กรัม 
             CuSO4.nH2O   0.001 กรัม 
             CaCl2.H2O   0.001 กรัม 
             Agar    15 กรัม 
             Distilled water   1000 มิลลิลิตร 
              pH    7.0 
 
             เทอาหารแบบ double layer plate agar (Carroad and Tom, 1978) 
 
             1.1 Basal medium ประกอบดวยสูตรอาหารดังกลาวขางตน แตไมใส colloidal chitin เท
อาหารลงในจานอาหารปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทิ้งไวจนอาหารแข็ง 
 
             1.2 อาหารสําหรับเททับหนา เปนสตูรอาหารเดียวกับขอ 1.1 แตเติม colloidal chitin 30 กรัม
ตอลิตร ลงไปดวย เขยาอาหารใหเปนเนื้อเดียวกันแลวเททับลงไปบน basal medium ที่เตรียมไวแลว
โดยเททับประมาณ 5 มิลลิลิตร 
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    สําหรับการเตรียม colloidal chitin ดัดแปลงวิธีของ Monreal and Resse (1969) โดยช่ัง 
chitin (poly-(1-4)-β-D-N-acetylglucosamine, crab shell, Sigma) จํานวน 2.5 กรัม และเติมกรด
ฟอสฟอริค 85% ปริมาตร 250 มิลลิลิตร อยางชาๆ และคนอยูเสมอๆ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
นาน 24 ช่ัวโมง แลวลางกรดออกดวยน้ําเยน็ แลวปนดวยเครื่องปน (blender) ลางตะกอนไคตินที่
เตรียมดวย NaOH (1N) และตกตะกอนดวยเครื่องหมุนเหวีย่งแลวใชน้าํกลั่นลางตอไป จนกระทั่ง 
pH 7 ทิ้งใหแหงกอนนํามาใช หรือเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
Potato dextrose agar (PDA)  
 

Potato 200       กรัม 
Dextrose 20          กรัม  
Agar    15          กรัม 
Distilled water                            1000      มิลลิลิตร 

 
Nutrient glucose agar (NGA) (Schaad, 1980) 
 

Beef extract 5           กรัม 
Peptone 3           กรัม 

 Glucose    2.5        กรัม 
Agar                                              15          กรัม 

              Distilled water                              1000      มิลลิลิตร 
 
Nutrient glucose agar (NGB) 
 

Beef extract 5           กรัม 
Peptone                                          3           กรัม 
Glucose                                          2.5        กรัม 

 Distilled water    1000     มิลลิลิตร 
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การเตรียมเชื้อรา Rhizoctonia solani บนขาวเปลือก (นิชากร, 2551) 
 
             เล้ียงเชื้อรา R. solani ในถุงพลาสติกที่บรรจุดวยเมล็ดขาวเปลือกตม (เมล็ดเริ่มปริ) ที่ผาน
การนึ่งฆาเชื้ออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที บมเชื้อไวเปนเวลา 7 วัน ใหเชื้อราเจริญ
สรางเสนใยจนเต็มถุงเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 
สีและน้ํายาทีใ่ชยอมเซลลแบคทีเรีย 
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Gram’s stain (วิชัย, 2537) 
 

Crystal violet 
สารละลาย A 
Crystal violet (85% dye)                2           กรัม 
Ethyl alcohol 95 %                         20        มิลลิลิตร 
สารละลาย B 
Ammonium oxalate                        0.8 กรัม 
น้ํากลั่น     80 มิลลิลิตร 
Safranin O    2.5  กรัม 
Ethyl alcohol 95 %  100 มิลลิลิตร 
 
Gram’s iodine solution 
Iodine (crystal)   1  กรัม 
Potassium iodide (KI)  2 กรัม 
น้ํากลั่น    300 มิลลิลิตร 
 
Alcohol-acetone (decolorizer) 
Ethyl alcohol 95 %  250 มิลลิลิตร 
Acetone    250 มิลลิลิตร 

 
Endospore stain 
 

Malachite green 
Malachite green  5 กรัม 
น้ํากลั่น    100 มิลลิลิตร 
 
Safranin O 
Safranin O   2.5  กรัม 
Ethyl alcohol 95 %  100 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
สารเคมีและวธีิวิเคราะหทางเคมี 
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1. การเตรียม 0.1 M Sodium acetate buffer pH 5.5 (ขวัญเนตร, 2550) 
 
 เตรียมโดยผสมสาร A จํานวน 14.8 มิลลิลิตร กับสาร B จํานวน 35.2 มลิลิลิตร ปรับ
ปริมาตรดวยน้าํกลั่นนึ่งฆาเชือ้ใหได 200 มลิลิลิตร และปรับคา pH ดวย 6N HCl ใหได pH เทากับ 
5.5 
 สาร A  
 0.2 M Glacial acetic acid            11.55    กรัม 
 Distill water                                  1         ลิตร 
 
 สาร B 
 0.2 M Sodium acetate                  27.2     กรัม 
 Distill water                                  1         ลิตร     
    
 การเตรียม 0.05 M Sodium acetate buffer pH 5.5 โดยทําการเจือจาง 0.1 M Sodium 
acetate buffer pH 5.5 ในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อในอัตราสวน 1: 1 โดยปริมาตร และปรับคา pH ดวย 6N 
HCl ใหได pH เทากับ 5.5   
 
2. การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน (ขวัญเนตร, 2550) 
 
 2.1 สารเคมีที่ใช 
 

สารละลาย Alkaline Copper 
 

เตรียมโดยผสม 4 %(W/V) Na2CO3, 0.2 M NaOH, 1 %(W/V) CuSO4.5H2O และ 
2%(W/V) Sodium Potassium tartrate ในอัตราสวน 49:49:1:1 โดยเตรียมกอนนําไปใชทุกครั้ง 
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2.2  การเตรียม standard curve ของ Bovine Serum Albumin (BSA) (ขวัญเนตร, 2550) 
 

เตรียมสารละลาย BSA ที่ความเขมขน 15, 30, 45, 60, 75, และ 90 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรในน้ํากลั่นบรรจุหลอดทดสอบหลอดละ 0.5 มิลลิลิตร โดยใชน้ํากลั่นเปนตัวเปรียบเทียบ
เติมสารละลาย Alkaline Copper จํานวน 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันตัง้ทิ้งไวที่อุณภมูิหองเพื่อให
เกิดปฏิกิริยาเปนเวลา 10 นาที เติมสารละลาย folin-ciocalteu phenol reagent ( Lowry et al. 1951)
เตรียมโดยเจือจางดวยน้ํากลั่นในอัตราสวน 1:1 โดยปรมิาตร  จาํนวน 0.25 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั
อยางรวดเรว็ตัง้ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที เพื่อใหเกดิปฏิกิริยาอยางสมบูรณ วดัการ
ดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร(Absorbance 750 nm  = A 750 nm)   เขียนกราฟมาตรฐานระหวาง
โปรตีนและคา A 750 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ค1  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ BSA กับคาการดูดกลืนแสงที่    
                        750  นาโนเมตร (A 750 nm) 
 
 
 
 
 
 

y = 258.18x - 1.4727

R2 = 0.9977
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3.  การวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซ (กลูโคส) โดยดัดแปลงวิธีวิเคราะหของ Nelson Somogyi 
(Nelson, 1944) (ขวัญเนตร, 2550) 
 
 3.1  สารเคมีที่ใช  
   

3.1.1  copper reagent เตรียมสารละลาย Cu reagent (Alkaline Copper Solution)โดย
ละลาย Na2CO3 24 กรัมในน้าํ 250 มิลลิลิตร ใหเปนสารละลายแลวเติม Potassium Sodium Tartrate 
12 กรัม คนใหละลายจึงเติมสารละลาย CuSO4.5H2Oความเขมขน 10% ลงไป 40 มิลลิลิตร  (เวลา
เติมคอยๆ เติมลงไปชาๆ และคนไปดวย) จากนั้นจึงเติม NaHCO3 16 กรัม คนใหละลาย เติม
สารละลาย Na2SO4 (Na2SO4180 กรัมในน้ํา 500 มิลลิลิตร) ปรับปริมาตรใหไดเทากับ 1 ลิตร เก็บใน
ที่มืด 1 สัปดาห กรองเอาตะกอนออก         
 

3.1.2  Nelson reagent เตรียมสารละลาย Nelson reagent (Nelson Solution) โดยละลาย 
ammonium molybdate 50 กรัมในน้ํา 900 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 42 มิลลิลิตร จากนั้น
เติมสารละลาย sodium arsenate (sodium arsenate 6  กรัมในน้ํา 50 มิลลิลิตร) แลวปรับปริมาตรให
ไดเทากับ 1 ลิตร เก็บในที่มดื 1 คืน กรองเอาตะกอนออก  
 

3.2  การเตรียม standard curve ของ N-acetylglucosamine   
 

3.2.1  เตรียมสารละลาย N-acetylglucosamine เขมขน 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250  
และ 300 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในน้ํากลั่น บรรจุในหลอดทดสอบหลอดละ 1 มิลลิลิตร โดยใชนาํ
กล่ันเปนตวัเปรียบเทียบ เติม copper reagent 1 มิลลิลิตร ตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที ทําเย็น
ทันทีโดยแชน้าํเย็นจดั เติม nelson reagent 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เติมน้ํา 9.5 มิลลิลิตร ผสมให
เขากัน ตั้งทิ้งไว 30 นาที  นําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร (Absorbance 
550 nm  = A 550 nm) เขียนกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณ N-acetylglucosamine และคา A 550
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3.2.2  การวิเคราะหตวัอยาง ใชปเปตตดดูตวัอยางที่มีความเขมขนของน้าํตาลอยาง
เหมาะสมจํานวน 1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดสอบ แลวนําไปวิเคราะหตามวิธีการเตรียมกราฟ
มาตรฐานของน้ําตาล N-acetylglucosamine ขางตน คํานวณปริมาณน้ําตาลในตัวอยางจากกราฟ
มาตรฐานนั้น 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ค2  แสดงกราฟมาตรฐานระหวาง N-acetylglucosamine กับคาการดูดกลืน 
                         แสงที่ 550 นาโนเมตร (A 550 nm) 
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 ภาคผนวก ง 
ตารางผลการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ง1  คุณสมบัติบางประการของเชื้อแบคทีเรียที่ยอยไคตินซึ่งแยกไดบริเวณผิวรากขาว   
จากแหลงปลูกขาวตามธรรมชาติ 

  
Gram reaction 

ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี1/ 2/ 3/ 4/ 5/ 
3% KOH Gram strain 

การสราง endospore 

PT1 W C F R U + + ND 
PT2 W C C S En -  - ND 
PT3 W C C S En - - ND 
PT4 W C R R En - - ND 
PT5 C P C S En - - ND 
PT6 C P C S U - - ND 
PT7 C C F R En + + + 
PT8 C C F R En + + ND 
PT9 C C F R En + + + 
PT10 W C C R En + + + 
PT11 W C C S En - - ND 
PT12 C C F R En + + ND 
PT13 W C C S En - - ND 
PT14 W C C S En - - ND 
PT15 C C C S En - - ND 
PT16 C C C S En - - ND 
PT17 C C F R En + + ND 
PT18 C C C S U - - ND 
PT19 W C F R En + + ND 
PT20 W C F R En + + ND 
PT21 W R C R U  - - ND 
PT22 O C F R E n + + ND 
PT23 C C F R En + + ND 
PT24 W C F R En + + ND 
PT25 O C F R En + + ND 
PT26 O C C R En + + ND 
PT27 W C C R En + + ND 
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ตารางผนวกที่ ง1  (ตอ) 
 

Gram reaction 
ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี1/ 2/ 3/ 4/ 5/ 

3% KOH Gram strain 
การสราง endospore 

PT28 W C C R EN + + ND 
PT29 W C C R U  + + ND 
PT30 W R C S En - - ND 
PT31 W C C R U  + + ND 
PT32 W C R R U  + + ND 
PT33 W C C R U  + + ND 
PT34 W C R R U +- +- ND 
PT35 C R C S En + + ND 
PT36 W C C R U  + + ND 
PT37 W C C R U  + + ND 
PT38 C C C R U  + + ND 
PT39 C C C R U  + + ND 
PT40 C C C R En + + ND 
PT41 W C R R U  + + ND 
PT42 Y P C S En - - ND 
PT43 W C R R U  + + ND 
PT44 W C R R U + + ND 
PT45 W C R R U + + ND 
PT46 W C F R U + + ND 
PT47 C C C R U + + ND 
PT48 C C R R U + + ND 
PT49 C C F R U + + ND 
PT50 C P C S En - - ND 
PT51 C C F R U + + ND 
PT52 W P C S En - - ND 
PT53 C C C R En + + ND 
PT54 W I R R En - - ND 
PT55 W I F R En - - ND 
PT56 C C C R U + + + 
PT57 W P C S En - - ND 
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ตารางผนวกที่ ง1  (ตอ) 
 

Gram reaction 
ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี1/ 2/ 3/ 4/ 5/ 

3% KOH Gram strain 
การสราง endospore 

PT58 W P C S En - - ND 
PT59 C C C S U + + ND 
PT60 W C C S U + + ND 
PT61 C C F R U + + ND 
PT62 C C F R U + + ND 
PT63 C C F R U  + + ND 
PT64 W R C S En - - ND 
PT65 C C F R U + + ND 
PT66 C C F R U + + ND 
PT67 W P C S En - - ND 
PT68 C C F R L + + ND 
PT69 C C C S U  + + ND 
PT70 C C C S U  + + ND 
PT71 W P R S En - - ND 
PT72 W P C S En - - ND 
PT73 W P C S En - - ND 
PT74 W C F R U  + + ND 
PT75 W C F R U  + + ND 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

93 

ตารางผนวกที่ ง1  (ตอ) 
 

1/  สีของโคโลนี 
 Cream (C) : สีครีม 
 Orange (O) : สีสม 
 White (W) : สีขาว 
 Yellow (Y) : สีเหลือง 
2/    รูปรางของโคโลนี (form) 
       Punciform (P)     :  โคโลนีขนาดเล็ก เสนผาศูนยกลางไมเกิน1 มิลลิเมตร 
     Circular (C)       :   โคโลนีรูปรางกลม  
     Filamentous (F) :   โคโลนีเปนเสนสาย ลักษณะคลายเสนใยรา รูปรางไมแนนอน 
     Irrigular (I)         :   โคโลนีมีรูปรางไมแนนอน 
     Rhizoid (R)        :    โคโลนีเปนเสนหยาบกวา filamentous แผขยายคลายราก 
     Spindle (S)         :    โคโลนีบุมตรงกลาง 
3/   ความนูนของโคโลนี (elevation)  
 Flat (F)               :    โคโลนีแบนราบไปตามผิวหนาอาหาร 
 Raised (R)          :    โคโลนีเจริญสูงจากผิวหนาของอาหาร แตสวนบนของโคโลนีจะเรียบ 
 Convex(C)         :    โคโลนีกลมและนูน โคงสูงจากผิวหนาอาหาร 
 Pulvinate (P)      :    โคโลนีกลมนูนโคงจากผิวหนาอาหารมากกวา convex 
 Umbonate (Un)  :    โคโลนีโคงนูนมีปุมตรงกลาง 
     Umbilicate (Ul) :    โคโลนีบุมตรงกลาง 
 4/  ลักษณะผวิโคโลนี (surface)  
     Smooth (S)        :    ผิวโคโลนีเรียบ 
     Routh (R)          :    ผิวโคโลนีขรุขระ 
     Concentrically (Cc)   :    มีลักษณะเปนวงแหวน ซอนกันหลายชัน้ 
     Contoured (Ct)  :    ผิวโคโลนีเกลี้ยงแตเปนคล่ืน ลักษณะของคลื่นไมแนนอน 
     Rugose (Ru)      :    ผิวโคโลนีเปนรอยยน 
     Granular(G)      :    ผิวโคโลนีเปนเม็ด ๆ 
5/    ริมหรือขอบโคโลนี (margin) 
       Entire (E)        :    ขอบเรียบ 
 Undulate (U)   :    ขอบไมเรียบ โคงเวาเพียงเล็กนอย 
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ตารางผนวกที่ ง1  (ตอ) 
 
 Lobate (L)       :    ขอบเปนคล่ืนที่เวามาก ลักษณะเปนชอ 
 Erose (E)         :    ขอบหยักเปนฟนสม่ําเสมอ 
 Filamentous (F) :    ขอบเปนเสนสาย แบบเสนใยของรา 
 Curled (C)       :    ขอบโคง เปนเสนซอน ๆ กันและหยกัไปมา 
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ตารางผนวกที่ ง2  แสดงประสิทธิภาพในการยอย colloidal chitin บนอาหารคัดเลือกเชื้อเปนเวลา  
  7 วัน 

 

ไอโซเลท 
เสนผาศูนยกลาง 
บริเวณใส 1/ (ซม) 

เสนผาศูนยกลาง 
โคโลนี 2/ (ซม) 

สัดสวนการยอย 
colloidal chitin (cz/cs) 

PT1 1.5 1.1 1.36 
PT7 1.9 0.9 2.10 
PT8 1.9 1.0 1.90 
PT9 2.3 0.8 2.87 
PT10 2.7 1.0 2.70 
PT12 - 1.5 - 
PT17 2.2 1.5 1.47 
PT19 0.6 0.4 1.50 
PT20 2.5 1.2 2.08 
PT22 2.7 1.1 1.55 
PT23 0.6 0.3 2.00 
PT24 3.1 1.8 1.70 
PT25 2.2 1.2 1.83 
PT26 1.4 0.7 2.00 
PT27 0.7 0.3 2.33 
PT28 2.8 1.1 2.54 
PT29 3.2 2.4 1.33 
PT31 3.0 1.3 2.31 
PT32 3.0 2.0 1.50 
PT33 2.4 1.2 2.00 
PT34 3.5 2.3 1.52 
PT36 0.6 0.3 2.00 
PT37 2.5 1.3 1.92 
PT38 3.0 2.0 1.50 
PT39 1.8 1.4 1.29 
PT40 2.0 1.5 1.33 
PT41 2.2 1.6 1.35 
PT43 1.7 1.5 1.13 
PT44 2.3 1.5 1.53 
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ตารางผนวกที่ ง2  (ตอ) 
 

ไอโซเลท 
เสนผาศูนยกลาง 
บริเวณใส 1/ (ซม) 

เสนผาศูนยกลาง 
โคโลนี 2/ (ซม) 

สัดสวนการยอย colloidal 
chitin (cz/cs) 

PT45 2.2 1.6 1.38 
PT46 - 2.0 - 
PT47 2.5 1.2 2.08 
PT48 1.9 1.3 1.46 
PT49 3.0 1.9 1.58 
PT51 1.5 1.0 1.50 
PT53 1.5 1.0 1.50 
PT56 2.4 1.0 2.40 
PT59 - 1.3 - 
PT60 1.4 1.2 1.17 
PT61 1.6 1.3 1.36 
PT62 1.5 1.1 1.36 
PT63 1.5 1.0 1.50 
PT65 2.0 0.7 2.86 
PT66 1.8 1.2 1.50 
PT68 2.5 1.4 1.79 
PT69 1.3 1.0 1.30 
PT70 1.6 1.4 1.14 
PT74 - 2.0 - 
PT75 - 2.5 - 

 
1/  เสนผาศูนยกลางบริเวณใส = CZ 
2/  เสนผาศูนยกลางโคโลนี = CS 
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ตารางผนวกที่ ง3  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่ยอยไคตินซึ่งแยกไดจากผิวรากขาวในการยับยั้งการ
เจริญของเสนใยเชื้อรา Rhizoctonia solani 

 

ไอโซเลท 
รัศมีของเสนใย 
เช้ือรา R. solani 

การยับยั้งการเจริญ1/ (%) รูปแบบการยับยั้ง2/ 

PT1 2.5 44.2 cz 
PT7 1.9 58.9 cz 
PT8 2.7 40.9 cz 
PT9 1.9 58.9 cz 
PT10 1.7 62.2 cz 
PT12 4.5 0.0 cp 
PT17 3.0 33.3 cz 
PT19 3.4 25.1 cz 
PT20 1.7 62.2 cz 
PT22 3.7 17.3 cz 
PT23 1.6 64.4 cz 
PT24 2.7 39.1 cz 
PT25 2.5 44.9 cz 
PT26 2.3 50.0 cz 
PT27 1.9 58.4 cz 
PT28 1.6 63.6 cz 
PT29 3.9 14.4 cz 
PT31 1.9 57.8 cz 
PT32 4.1 8.0 cp 
PT33 2.1 53.1 cz 
PT34 3.3 26.2 cz 
PT36 2.0 55.1 cz 
PT37 3.8 16.4 cz 
PT38 3.7 17.6 cz 
PT39 4.5 0.0 cp 

PT40 3.4 25.3 cz 

PT41 4.1 8.9 cp 
PT43 4.5 0.0 cp 
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ตารางผนวกที่ ง3  (ตอ) 

 

ไอโซเลท 
รัศมีของเสนใย 
เช้ือรา R. solani 

การยับยั้งการเจริญ1/ (%) รูปแบบการยับยั้ง2/ 

PT44 3.4 25.3 cz 
PT45 4.2 5.8 cp 
PT46 4.2 6.7 cp 
PT47 2.2 52.0 cz 
PT48 3.3 26.9 cz 
PT49 2.3 50.0 cz 
PT51 3.9 13.3 cz 
PT53 3.6 21.1 cz 
PT56 1.6 64.9 cz 
PT59 4.5 0.0 cp 
PT60 4.5 0.0 cp 
PT61 2.5 45.6 cz 
PT62 3.6 20.4 cz 
PT63 3.9 12.7 cz 
PT65 1.7 62.2 cz 
PT66 3.6 20.4 cz 
PT68 3.5 22.0 cz 
PT69 3.5 23.3 cz 
PT70 2.1 54.2 cz 
PT74 4.5 0.0 cp 
PT75 4.5 0.0 cp 

Control 2.1 54.2 cp 
 

1/ เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใย   =    [(R1 – R2)/R1] x100 
     R1 = ความยาวรัศมีการเจริญของเสนใย R. solani ในกรรมวิธีควบคุม 
     R2 = ความยาวรัศมีการเจริญของเสนใย R. solani ในกรรมวิธีทดสอบ 
2/ รูปแบบการยับยั้ง cz = เช้ือทดสอบสามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani ในจาน   
    เลี้ยงเชื้อไดและสรางบริเวณใส (clear zone) 
                       cp = เช้ือทดสอบไมสรางบริเวณยับยั้งการเสจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani ในจานเลี้ยงเช้ือ 
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ตารางผนวกที่ ง4  แสดงประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่ยอยไคตินสายพนัธุตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
rifampicin 100 ppm ในการเจริญของเสนใยเชื้อรา Rhizoctonia solani เปรียบเทียบ
กับสายพันธุดัง้เดิม (wild type) 

 

กรรมวิธี 
การยับยั้งการเจริญของ

เสนใย Rhizoctonia solani 
(%) 

กรรมวิธี 
การยับยั้งการเจริญของ

เสนใย Rhizoctonia solani 
(%) 

PT1/1 17.8 PT9/1 65.6 
PT1/2 11.1 PT9/2 51.1 
PT1/3 57.8 PT9/3 60.7 
PT1/4 21.1 PT9/4 64.4 
PT1/5 22.2 PT9/5 55.1 
PT1/6 32.2 PT9/6 41.6 
PT1/7 0.0 PT9/7 64.4 
PT1/8 55.6 PT9/8 49.8 
PT1/9 4.2 PT9/9 63.6 
PT1/10 0.0 PT9/10 64.4 

PT1 wild type 44.2 PT9 wild type 58.9 
PT7/1 64.9 PT10/1 10.9 
PT7/2 56.7 PT10/2 52.0 
PT7/3 64.9 PT10/3 0.0 
PT7/4 55.6 PT10/4 0.0 
PT7/5 64.4 PT10/5 57.6 
PT7/6 63.6 PT10/6 25.8 
PT7/7 63.3 PT10/7 62.2 
PT7/8 50.7 PT10/8 33.3 
PT7/9 62.2 PT10/9 63.3 
PT7/10 64.4 PT10/10 55.6 

PT7 wild type 58.9 PT10 wild type 63.1 
PT20/1 62.2 PT49/1 46.2 
PT20/2 52.7 PT49/2 33.8 
PT20/3 60.7 PT49/3 44.4 
PT20/4 56.7 PT49/4 32.7 

 



 

100 

ตารางผนวกที่ ง4  (ตอ) 
 

กรรมวิธี 
การยับยั้งการเจริญของเสนใย 

Rhizoctonia solani (%) 
กรรมวิธี 

การยับยั้งการเจริญของเสนใย 
Rhizoctonia solani (%) 

PT20/5 44.4 PT49/5 51.1 
PT20/6 45.6 PT49/6 36.0 
PT20/7 52.0 PT49/7 46.7 
PT20/8 50.0 PT49/8 38.2 
PT20/9 63.1 PT49/9 54.9 

PT20/10 64.0 PT49/10 13.3 
PT20 wild type 62.2 PT49 wild type 50.0 

PT24/1 22.2 PT56/1 55.6 
PT24/2 0.0 PT56/2 59.8 
PT24/3 42.2 PT56/3 55.6 
PT24/4 33.3 PT56/4 65.3 
PT24/5 40.0 PT56/5 47.1 
PT24/6 35.8 PT56/6 60.9 
PT24/7 0.0 PT56/7 61.8 
PT24/8 33.3 PT56/8 56.9 
PT24/9 17.8 PT56/9 36.4 

PT24/10 15.6 PT56/10 61.6 
PT24 wild type 39.1 PT56 wild type 64.9 

PT25/1 10.9 PT70/1 15.6 
PT25/2 6.7 PT70/2 55.6 
PT25/3 0.0 PT70/3 51.1 
PT25/4 10.9 PT70/4 61.6 
PT25/5 42.0 PT70/5 44.4 
PT25/6 44.9 PT70/6 36.4 
PT25/7 43.3 PT70/7 41.8 
PT25/8 9.6 PT70/8 60.0 
PT25/9 33.8 PT70/9 0.0 

PT25/10 0.0 PT70/1 0.0 
PT25 wild type 44.9 PT70 wildtype 54.2 
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ภาคผนวก จ 
การจําแนกเชือ้แบคทีเรียดวยเครื่อง BioLog system 
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การวิเคราะหจําแนกเชื้อแบคทีเรียดวยเคร่ือง BioLog system 
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การวิเคราะหจําแนกเชื้อแบคทีเรียดวยเคร่ือง BioLog system 
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การวิเคราะหจําแนกเชื้อแบคทีเรียดวยเคร่ือง BioLog system 
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การวิเคราะหจําแนกเชื้อแบคทีเรียดวยเคร่ือง BioLog system 
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การวิเคราะหจําแนกเชื้อแบคทีเรียดวยเคร่ือง BioLog system 
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จังหวดันครศรธีรรมราช   (พ.ศ. 2548) 
ทุนการศึกษาที่ไดรับ วิทยานิพนธนีไ้ดรับการสนบัสนุนจากศนูย

เทคโนโลยีชีวภาพเกษตรโดยงบประมาณของโครงการ
ยอยบณัฑิตศึกษาและวิจยัสาขาเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร
ภายใตโครงการบัณฑิตศึกษาและวจิัยสาขาวิทยาศาสตร
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กระทรวงศกึษาธิการ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร   
วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวดั นครปฐม 73140  (พ.ศ. 
2548-2552) 
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อิทธิพลของเชื้อแบคทีเรียที่ยอยไคตินตอการเจริญของ 
เช้ือรา Rhizoctonia solani สาเหตุโรคกาบใบแหงของขาว
การงอกและการเจริญครอบครองรากของกลาขาว 
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