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แยกแบคทีเรียยอยไคตินจากรากขาวซึ่งสุมเก็บจากแหลงปลูกตามธรรมชาติดวยวิธี tissue 
transplanting บนอาหารจําเพาะ chitin agar ไดรวม 75 ไอโซเลท เปนแบคทีเรียแกรมบวก 49 ไอโซเลท         
เมื่อนําไปทดสอบการยอย colloidal chitin และการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา Rhizoctonia solani สาเหตุ
โรคกาบใบแหงของขาว สามารถแบงแบคทีเรียที่ยอยไคตินได 2 กลุม คือ กลุมที่ยอย colloidal chitin ไดสูงและ
ยับยั้งเชื้อรา R. solani ในชวง 57.8-64.9 เปอรเซ็นต จํานวน 10 ไอโซเลท และกลุมแบคทีเรียที่ยอย colloidal 
chitin ไดปานกลางและยับยั้งเชื้อรา R. solani ในชวง 23.3-57.1 เปอรเซ็นต จํานวน 10 ไอโซเลท แบคทีเรียที่
คัดเลือกไวบางไอโซเลทสงเสริมการเจริญเติบโตของขาวและการเจริญครอบครองรากของเชื้อสามารถคัดเลือก
แบคทีเรียสายพันธุกลายที่พัฒนาใหตานทานตอสารปฏิชีวนะ rifampicin ที่ 100 ppm ได 10 ไอโซเลท โดยทุก
ไอโซเลทยังคงประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani  

   

ศึกษาการเกิดโรคและการเปลี่ยนแปลงของคา specific activity ของเอนไซมไคติเนสทุกวันในชวง    
0-10 วัน หลังจากปลูกเชื้อรา R. solani  ที่กาบใบบริเวณโคนกอขาวอายุ 45 วัน พบวากิจกรรมของเอนไซม      
ไคติเนสเพิ่มขึ้นในชวงวันที่ 2-7 และมีคากิจกรรมของเอนไซมอยูระหวาง 15.9-47.5 U/mg protein 

 

การชักนําใหขาวตานทานตอโรคกาบใบแหงดวยการรดดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอย 
ไคตินไอโซเลทพันธุกลายไอโซเลท PT1-3M, PT7-1M, PT9-1M, PT10-9M, PT20-10M, PT24-3M, PT25-6M,   
PT49-9M, PT56-4M และ PT70-8M กอนปลูกเชื้อรา R. solani พบวาแบคทีเรียไอโซเลทพันธุกลายเกือบทุก 
ไอโซเลทสามารถลดความรุนแรงของโรคกาบใบแหงหลังการปลูกเชื้อโรคที่ 7 วัน โดยมีคาความรุนแรงของ
โรคอยูระหวาง 62.4-68.3 เปอรเซ็นต ซึ่งต่ํากวากรรมวิธีควบคุม (70.4 เปอรเซ็นต) อยางมีนัยสําคัญ แบคทีเรีย
ยอยไคตินทุกไอโซเลทสามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของตนขาวไดโดยเพิ่มความสูงตน ความยาวรากและ
ผลผลิตขาว โดยแบคทีเรียไอโซเลทพันธุกลาย PT56-4M มีประสิทธิภาพชักนําใหพืชสรางเอนไซมไคติเนส 
ไดสูง สงเสริมการเจริญเติบโตของตนขาว และชวยใหผลผลิตของขาวเพิ่มขึ้นดวย 
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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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ตารางที่  หนา 
   

1 จํานวนของแบคทีเรียยอยไคตินซึ่งแยกไดจากผิวรากขาวในระยะตางๆ ซ่ึง
ปลูกในสภาพแวดลอมตามธรรมชาติดวยการใชอาหารแยกเชื้อ 33 

2 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการยอย colloidal chitin  บนอาหารจําเพาะ  
chitin agar selective medium 35 

3 จํานวนของเชือ้แบคทีเรียแกรมบวกที่แยกไดจากรากขาวในการยับยั้งการเจริญ
ของเสนใยเชื้อรา Rhizoctonai solani ดวยวธีิ Dual culture บนอาหาร Potato 
Dextrose Agar 37 

4 รัศมีโคโลนีและเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยของเชื้อรา 
Rhizoctonia solani โดยแบคทีเรียปฏิปกษบนอาหาร Potato Dextrose Agar   38 

5 เปอรเซ็นตการงอก คาเฉลี่ยความยาวรากและคาเฉลี่ยความสูงตนกลาขาวเมื่อ
นําเมล็ดที่ผานการแชในเซลลแขวนลอยแบคทีเรียที่ยอยไคติน เพาะลงบน
กระดาษเพาะเมล็ด  7 วัน 43 

6 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียยอยไคตนิสายพันธุตานทาน rifampicin ในการ
ยับยั้งการเจรญิของเสนใยเชื้อรา Rhizoctonia solani บนอาหาร PDA 
เปรียบเทียบกบั wild type 46 

7 ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษตอความรุนแรงของโรคกาบใบแหง
หลังปลูกเชื้อรา Rhizoctonia solani และรดเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเมื่อทําการ
ปลูกเชื้อโรคและหลังปลูกเชือ้โรค 7วัน 55 

8 คาเฉลี่ยน้ําหนกัผลผลิตตอรวง น้ําหนักเฉลี่ยของเมล็ดตอ 1,000 เมล็ด หลังจาก
รดเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษลงบนตนและรวงของขาวจํานวน 3 คร้ัง หลังปลูก 56 

9 ปริมาณประชากรของแบคทีเรียที่ยอยไคตนิและเปอรเซน็ตการครอบครอง
รากหลังจากรดดวยแบคทีเรียยอยไคตินสายพันธุตานทานสารปฏิชีวนะ 
rifampicin (50 ppm) เมื่อตนขาวมีอายุ 120 วัน 57 
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เปนเวลา 7 วัน 95 
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ง4 แสดงประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่ยอยไคตินสายพันธุตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะ rifampicin 100 ppm ในการเจรญิของเสนใยเชื้อรา Rhizoctonia 
solani เปรียบเทียบกับสายพนัธุดั้งเดิม (wild type) 99 
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พนดวยแบคทีเรียที่ยอยไคตนิไดต่ํา 52 
7 แสดงคา specific activity ของเอนไซมไคตเินสในใบและยอดขาวเมื่อปลูก

เชื้อรา   Rhizoctonia solani 58 
8 คา specific activity ของเอนไซม ไคติเนสในใบและยอดขาวเมื่อรดดวย 

 แบคทีเรียที่ยอยไคตินไดสูง และปลูกเชื้อรา Rhizoctonia solani                 61 
9 คา specific activity ของเอนไซม ไคติเนสในใบและยอดขาวเมื่อรดดวย 

แบคทีเรียที่ยอยไคตินไดต่ําและปลูกเชื้อรา Rhizoctonia solani                 63 
   

ภาพผนวกที ่   
   
ค1 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ BSA กับคาการดูดกลืน

แสงที่ 750 นาโนเมตร (A 750 nm) 86 
ค2 แสดงกราฟมาตรฐานระหวาง N-acetylglucosamine กับคาการดูดกลืน 

แสงที่ 550 นาโนเมตร (A 550 nm) 88 
   



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

A = คาดูดกลืนแสง (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 = สวนในลานสวน (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 
% = เปอรเซ็นต 
 
 

(5) 



บทบาทของแบคทีเรียท่ีผลิตเอนไซมยอยไคตินในการควบคุม 
โรคกาบใบแหงของขาวโดยชีววิธี 

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

คํานํา 
 

ขาว (Oryza sativa L.) เปนพชืในตระกูล Gramineae จัดเปนอาหารหลกัที่ใชในการบริโภค 
นอกจากนี้ยังจดัเปนสินคาสงออกสําคัญที่ทํารายไดเขาประเทศไทยเปนมูลคาสูงมาก จากการสํารวจ
พื้นที่ปลูกขาวในปเพาะปลูก 2552/53 พบวาประเทศไทยมีพื้นที่ปลูกขาวประมาณ 57.26 ลานไร 
ประมาณการสงออกขาวของประเทศไทย ตั้งแตวนัที่ 1-12 มีนาคม 2553 มีปริมาณ 1,691,425 ตัน 
(http://www.ricethailand.go.th ) แตการผลิตขาวยังประสบปญหาซึ่งสงผลกระทบตอปริมาณและ
คุณภาพของผลผลิต โดยปญหาเรื่องโรคเปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหผลผลิตขาวลดลง โรคที่สําคัญที่มัก
พบไดแก โรคไหม (Pyricularia oryzae) โรคถอดฝกดาบ (Fusarium moniliforme) โรคขอบใบแหง 
(Xanthomonas oryzae pv. oryzae) โรคเมล็ดดางซึ่งเกิดจากเชื้อราหลายชนิดเปนตน โดยโรคที่
สําคัญและพบระบาดในภาคกลางและภาคอีสาน คือโรคกาบใบแหงของขาว (สมคิด, 2540) 

 
โรคกาบใบแหงของขาว (Sheath blight disease of rice) เปนโรคที่เกิดจากเชื้อรา 

Rhizoctonia solani (สมบัติ และ นิตยา, 2527) สามารถพบระบาดทั่วไปในประเทศทีป่ลูกขาว เชน 
ญี่ปุน ไตหวัน ฟลิปปนส มาเลเซีย เวียดนาม อินเดีย อเมริกาและไทย (ศิริวรรณ, 2521) มีรายงาน
ความเสียหายที่เกิดจากโรคนี้ซ่ึงทําใหผลผลิตของขาวลดลง 20-40 เปอรเซ็นต และโรคนี้มีแนวโนม
วาจะมีการแพรระบาดมากยิง่ขึ้นเนื่องจากปจจุบันยังไมมีพันธุขาวที่ตานทานโรคแมจะพบวาบาง
พันธุมีความตานทานโรคแตคอนขางต่ํา เชื้อราชนิดนี้มีความสามารถในการอยูรอดในดินไดเปน
เวลานานในรปูของเม็ดสเคลอโรเทียม (sclerotium) และสามารถเขาทําลายขาวไดอีกเมื่อมีสภาพ     
แวดลอมที่เหมาะสมสําหรับการปองกันและรักษาทําไดโดยการใชสารเคมีซ่ึงนอกจากจะมีราคาแพง
ทําใหตนทนุการผลิตขาวสูงขึ้นแลวยังกอใหเกิดผลกระทบตอส่ิงแวดลอมทั้งในระยะสั้นและระยะ
ยาวนอกจากนีย้ังเกดิผลเสียตอสุขภาพของชาวนา อาจเกดิพิษแบบเฉียบพลันหรือสารเคมีอาจสะสม
ในรางกายได ผลกระทบที่เกดิขึ้นจากการใชสารเคมีจึงทําใหมีแนวความคิดในการควบคุมโรคดวย
ชีววิธี (Biological Control) เชน การใชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ ซ่ึงเปนทางเลือกหนึ่งทีน่าสนใจ
สําหรับควบคุมโรคกาบใบแหงของขาว (Cook,1993) ในประเทศไทยมรีายงานการทดสอบ
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คุณลักษณะทางชีวเคมีของเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา R. solani 
พบวาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่แยกไดคือเชือ้ Bacillus megaterium สายพันธุ No. 16 มีคุณสมบัติใน
การยับยั้งการเจริญของเชื้อรา R. solani โดยการสรางสารปฏิชีวนะที่ทนตอความรอน (Pengnoo     
et al., 2000) นอกจากนีย้ังมีการศึกษาการควบคุมโรคโดยชีววิธีอยางแพรหลายและพบวา
เชื้อจุลินทรียปฏิปกษหลายชนิด เชน Bacillus cereus, Trichoderma harzianum, Gliocladium 
virens, Serratia marcescens, Serratia plymuthica และ Streptomyces sp. (Kishore et al., 2005) 
สามารถผลิตเอนไซมไคติเนสยับยั้งเชื้อราไดสูง โดยเอนไซมไคติเนสจะยอยสารไคตินที่เปน
โครงสรางสําคัญของเชื้อราสาเหตุโรคพืชและแมลงไดเปน N-acetyl-D-glucosamine ซ่ึงเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษสามารถนําไปใชประโยชนเปนสารชวีภาพควบคุมเชื้อโรคพืช เชน เอนไซม     
ไคติเนสจากเชือ้แบคทีเรีย S. marcescens ใชควบคุมเชื้อรา Sclerotium rolfsii สาเหตุการเกิดโรคใน
ถ่ัว และ Rhizoctonia solani สาเหตุการเกดิโรคในฝาย (Ordentlich et al., 1988) เปนตน การใชเชื้อ
ราเชน Trichoderme spp. ที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสและไคติเนส ในการควบคุมเชื้อรา Pythium 
aphanidermatum (Edson) FITZP. (วารุณี, 2546) เปนตน นอกจากนี้ยังพบวาเอนไซมไคติเนสในพชื
จะถูกกระตุนใหสรางเพิ่มขึ้นเมื่อมีการชักนาํใหพืชเกิดความตานทานแบบ ISR (indused systemic 
resistance) เพื่อปองกันการรกุรานของเชื้อโรคซ่ึงเปนกลไกหนึง่ในการควบคุมโรคโดยชีววิธี  

 
ดังนั้นในการวจิัยครั้งนี้จึงมุงที่จะศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียทีย่อยไคตนิในการ

ชักนําการสรางเอนไซมไคตเินสในตนขาวเพื่อใชประโยชนในการเปนจุลินทรียปฏิปกษที่สามารถ
ชักนําความตานทานในพืชตอตานการเขาทําลายของเชื้อรา R. solani สาเหตุโรคกาบใบแหงของ
ขาวโดยชวีวิธีตอไป 

  
 
 
 



วัตถุประสงค 
 
  1.  เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียยอยไคตินซึง่แยกไดจากรากขาวใน        
การยับยั้งการเจริญของเสนใย Rhizoctonia solani สาเหตุโรคกาบใบแหงของขาว 
 
  2.  เพื่อศึกษาอิทธพิลของเชื้อแบคทีเรียที่ยอยไคตินตอการสงเสริมการเจริญเติบโตและ            
การครอบครองรากขาว  
 

3. เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลง specific activity ของเอนไซมไคติเนสในตนขาวเมื่อไดรับ
การกระตุนดวยเชื้อแบคทีเรียยอยไคตนิ 
 

4. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียยอยไคตินตอการลดการเกิดโรค และชักนํา
ใหตนขาวตานทานตอการเกดิโรคกาบใบแหงจากเชื้อรา R. solani 
 
 
 



การตรวจเอกสาร 
 
 ขาว (Oryza sativa L.) เปนพชืในตระกูล Gramineae เปนอาหารหลักที่ใชในการบริโภค 
นอกจากนี้ยังเปนสินคาสงออกสําคัญที่ทํารายไดเขาประเทศไทยเปนมลูคาสูงมาก จากการสํารวจ
พื้นที่ปลูกขาวในปเพาะปลูก 2552/53 พบวาประเทศไทยมีพื้นที่ปลูกขาวประมาณ 57.26 ลานไร 
ประมาณการสงออกขาวของประเทศไทย ตั้งแตวนัที่ 1- 12 มีนาคม 2553 มีปริมาณ 1,691,425 ตัน 
(http://www.ricethailand.go.th ) โดยการผลิตขาวในประเทศไทย แบงออกเปน ขาวนาป และ       
ขาวนาปรัง และสามารถจําแนกพื้นที่ปลูกขาวตามประเภทของขาว เชน ขาวหอมมะลิมีแหลงปลูกที่
สําคัญอยูในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ขาวเจาพันธุอ่ืนๆ มีแหลงปลูกทีสํ่าคัญอยูในภาคเหนือและ
ภาคกลาง สวนขาวเหนียวมแีหลงปลูกที่สําคัญอยูในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ 
 
  ปญหาที่สําคัญของเกษตรกรในการปลูกขาวทุกชนดิ คือ โรคของขาวซึ่งเปนผลอันเนือ่ง   
มาจากการขยายพื้นที่ปลูกขาวและนําเทคโนโลยีใหมๆมาใชเพื่อชวยเพิม่ผลผลิตซ่ึงเปนการ
เปลี่ยนแปลงสภาพนิเวศทางการเกษตร ทําใหโรคขาวที่มอียูเกิดการปรับตัวและกอใหเกิดปญหา
โรคขาวระบาดทําใหเกิดความสูญเสียผลผลิตซ่ึงพบวาการปลูกขาวเกิดปญหาโรคพืชรบกวน ตั้งแต
ระยะเริ่มปลูกไปจนถึงระยะการเก็บรักษาผลผลิตโดยจัดกลุมโรคของขาวได 3 กลุมคือ 
  
  1.โรคที่เร่ิมระบาดจากเมด็ขยายพนัธุ (sclerotia) เชน โรคกาบใบแหง (Rhizoctonia 
solani) และโรคลําตนเนา (Helminthosporium sigmoideum) 
 
  2.โรคที่ติดกับเมล็ด เชน โรคถอดฝกดาบ (Fusarium fujiculoi) โรคกาบใบเนา 
(Sarocladium oryzae) และโรคเมล็ดดางซึ่งมีสาเหตุจากเชื้อราหลายชนดิ 
  
  3.โรคที่เกิดแผลที่ใบ เชน โรคไหม (Pyricularia grisea) และโรคใบจุดสีน้ําตาล 
(Helminthosporium oryzae) (สมคิด, 2540) 
   
  โรคกาบใบแหงของขาวซึ่งมีสาเหตุจากเชื้อรา Rhizoctonia solani ระบาดในแหลงปลูกที่
สําคัญทั่วทุกภาคของประเทศ นับเปนโรคหนึ่งที่กอใหเกดิความเสียหายมากที่สุดตอการเพาะปลูก
ขาว  การติดเชือ้จะรุนแรงที่สุดในระยะตนขาวแตกกอ สงผลใหผลผลิตของขาวเสียหายประมาณ 
20-40% ปจจุบันการปองกนัและควบคุมโรคนี้ใชสารเคมีกําจัดเชื้อราฉีดพน ซ่ึงมีขอเสียคือสารเคมี
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ตกคางในเมลด็ขาว ในน้ําและดินเกิดผลกระทบตอเกษตรกรผูบริโภค และระบบนเิวศในระยะสั้น
และระยะยาวรัฐบาลไดมีนโยบายลดการใชสารเคมีทางการเกษตรตั้งแตแผนพัฒนาเศรษฐกิจและ
สังคมแหงชาตฉิบับที่ 7 (พ.ศ. 2535-2539) เปนตนมาโดยสนับสนุนการวิจัยเพื่อหาสิ่งทดแทนเพื่อ
ลดการใชสารเคมีกําจัดศัตรูพืช การควบคมุโรคพืชโดยชีววิธี เชน การใชเชื้อจุลินทรียปฏิปกษเปน
วิธีการหนึ่งทีน่าสนใจและควรไดรับการสงเสริมอยางยิ่งเพื่อแกปญหาดังกลาว 
 
โรคกาบใบแหง (Sheath blight)   
           
  โรคกาบใบแหงที่พบในขาวเกิดจากเชื้อรา Rhizoctonia solani Kühn [telomorph: 
Thanatephorus cucumeris (Frank.) Donk.] โรคนี้พบไดทั่วไปในทุกภาคของประเทศ พบมากและ
เปนรุนแรงที่เขตจังหวดัทางภาคกลาง เชน จังหวดัปทุมธานี นนทบุรี สุพรรณบุรี นครปฐม 
ฉะเชิงเทรา โรคนี้จะระบาดรนุแรงในแปลงที่มีการปกดําถ่ี เมื่อขาวแตกกอมากๆ จะเหมาะแกการ
เกิดโรคนี้ไดเปนอยางดี จากการทดลองพบวาขาวทีแ่ตกกอมากเปนโรคนี้ไดงาย เชื้อราท่ีเปนสาเหตุ
ของโรคนี้เขาทําลายตนขาวในระยะที่ขาวแตกกอ โดยเมด็ขยายพันธุสเคลอโรเทีย (sclerotia) ซ่ึง
ลอยไปติดกับตนขาวในชวงระดับน้ําแลวงอกเสนใยแทงผานกาบใบ กอใหเกดิแผลทีก่าบใบและ
ลุกลามขึ้นไปขางบน อาจกอใหเกดิแผลทีใ่บได เชื้อราสามารถสรางเม็ดสเคลอโรเทียที่แผลและ 
มีชีวิตอยูขามฤดู (กรมวิชาการเกษตร, 2531) ในชวงฤดูฝนจะพบการระบาดโรคนี้ไดมาก (Saha and 
Dutta, 2007) นอกจากนี้มีรายงานวาอุณหภูมิและความชืน้สูงเหมาะตอการเกิดโรคกาบใบแหง 
สงเสริมความกวางของแผลและอัตราการหายใจของตนขาวใหเพิ่มขึ้น (Sarker et al., 2003) 
  
   ลักษณะของเชือ้สาเหตุโรคกาบใบแหงของขาวเกิดจากเชือ้รา Rhizoctonia solani เปน    
เชื้อราที่จัดอยูในพวก Fungi imperfecti อยูใน Class Deuteromycetes Order Mycelia sterilia ไม
สราง spore แตสรางเฉพาะเสนใยสีขาวฟแูละ resistance structure ที่เรียกวา sclerotium perfect 
stage ของเชื้อรานี้คือ Thanatephorus cucumeris จัดอยูใน Class Basidiomycetes เชื้อรานี้ในระยะที่
ยังออนอยูเสนใยไมมีสี แตเมือ่มีอายุมากขึ้นจะเปลี่ยนเปนสีน้ําตาลแกมเหลือง เสนผาศูนยกลาง 8-
12 ไมโครเมตร เสนใยมีผนังกั้นมี 3 ลักษณะ คือ แบบแรกเปนเสนใยทีม่ีลักษณะยาวตรง มีแขนงสั้น
แตกออกจากเสนใย แบบทีส่องเปนแบบ lobats mycelium สราง penetration pegs เขาทําลายเนื้อเยือ่
พืชและทําใหเกิดจุดแผลเปนหยอมๆ มีขนาดรูปรางของแผลแตกตางกันไป บนลําตนขาวที่เชื้อรา
เขาทําลายพบเสนใยขาวปกคลุมเกือบทั่วลําตน เสนใยแบบที่สามมีลักษณะเปน moniloid cell ซ่ึง
เจริญรวมกันสรางเปน sclerotium มีลักษณะดานบนกลมหรือคอนขางกลม ระยะแรกมีสีออนและ
จะมสีีน้ําตาลหรือน้ําตาลเขมในระยะตอมา Bandyopadthay and Mukhopdhyay (1980)  รายงานวา 
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การเจริญของเชื้อราในระยะ perfect stageเชื้อราสราง basidia ที่มีขนาด 10-15x7-9 ไมโครเมตร 
sterigma ขนาด 4.5-7x2-3 ไมโครเมตร และ basidiospores มีขนาด 8-11x5-6.5 ไมโครเมตร  
การพัฒนาของ sclerotium ในระยะแรกไมสามารถลอยน้ําไดตองใชระยะเวลา 15-30 วัน เซลล
รอบๆ เม็ด sclerotium จึงพัฒนาเปนชองวาง   ทําใหมีคณุสมบัติในการลอยน้ําไดและ sclerotium  
นี้จะเปน primary inoculum ทั้งในฤดูปลูกและอยูขามฤดปูลูกขาวได (สิริวัฒน, 2536) ขาวที่ไดรับ
ปุยไนโตรเจนมากทําใหเกดิสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมเนื่องจาก ขาวแตกกอเบยีดกันหนาแนน 
ซ่ึงเปนผลทําใหความชื้นสูงขาวออนแอตอการทําลายของโรคและเสนใยลุกลามจากตนหนึ่งไปยงั
อีกตนหนึ่งงายขึ้นเสนใยที่โคนตนจะลุกลามขึ้นขางบนเกดิแผลลุกลามถึงกันทําใหกาบใบแหงทั้ง
กาบใบและทําใหเปนโรค 
 
ลักษณะอาการของโรคกาบใบแหงของขาว 
  
  ในระยะแตกกอเต็มที่ และระยะออกรวงอาการของโรคนี้จะเริ่มครั้งแรกที่บริเวณตนกลา
ระดับน้ํา เนื่องจากวาเม็ดขยายพันธุของเชื้อโรคจะลอยไปตามน้ําและตดิอยูตามกาบใบของตนขาว 
อาการที่กาบใบ พบวาเมื่อเร่ิมจะเกิดเปนแผลช้ําๆ รูปไข สีเขียวปนเทากวาง 1-4 มิลลิเมตร  
ยาว 2-10 มิลลิเมตร ตรงกาบใบบริเวณระดบัน้ําตอมาแผลขยายใหญขึ้นยาว 1-3 เซนติเมตร ความ
กวางของแผลมักเปนครึ่งหนึ่งของความยาว เมื่อมีความชื้นสูงจะมีเสนใยปกคลุมอยูทั่วไปบนสวน 
ที่เปนโรค ตอมาแผลจะเปลีย่นเปนสีขาวปนเทาหรือสีฟางขาว ขอบมีสีน้ําตาลไหม เมือ่เปนมากขึ้น 
แผลจะลุกลามถึงกัน ทําใหรูปรางไมแนนอน กาบใบแหงและพบเมด็สเคลอโรเทียรูปไขหรือกลม
บนสวนทีแ่หงนั้น บนใบเกิดอาการขึ้นเมื่อเชื้อทําลายกาบใบหมดแลวรูปรางของแผลไมแนนอนเมือ่
เปนมากๆ แผลลุกลามถึงกัน แผลสีฟางขาวขอบสีน้ําตาลแดง เมื่อใบแหงก็พบสเคลอโรเทียบนใบ
เชนกัน อาการบนเมล็ด นอกจากทําลายกาบใบและใบแลว เชื้อรายังทาํลายเมล็ดทําใหเมล็ดเสีย 
เมล็ดลีบ 
 
การแพรระบาดของโรคกาบใบแหงของขาว 
 
  ดังกลาวแลววาเชื้อที่เปนสาเหตุของโรคกาบใบแหงของขาวอยูในรูปเม็ดขยายพันธุ         
ซ่ึงอยูไดนานในตอซังหรือวชัพืช จากการศึกษาของ Sarker et al. (2003) พบวาในสภาพแวดลอมที่
มีความชื้นสูงนั้นเหมาะตอการเกิดโรคกาบใบแหง สังเกตไดจากพัฒนาของแผลที่กวางและยาวขึ้น
ในสภาพหองปฏิบัติการ   
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 เมื่อฝนเริ่มตกเม็ดขยายพันธุซ่ึงมีชีวิตอยูขามฤดูจะเขาทําลายวัชพืชในนาหรือตามคนันาและ
เมื่อปลูกขาว เม็ดขยายพันธุเหลานั้นก็ลอยไปติดกับตนขาว และเขาทําลายตนขาวที่มนัเกาะอยู เสน
ใย เจริญอยางรวดเร็วบนผิวใบ หรือในเนือ้เยื่อของขาว เมื่อขาวอายุมากขึ้นเสนใยที่อยู บนผิวของ
กาบใบเจริญเรว็ขึ้น เพราะวาความชื้นภายในกอขาวมากขึน้และกอใหเกดิแผลไดมากขึน้ เชื้อราจะ
สรางเม็ดขยายพันธุขึ้นที่แผล และติดอยูกับตอซังหรือรวงลงสูพื้นนา และมีชีวิตขามฤดจูนถึงฤดูทํา
นาตอไปใหมไดอีก 
  
  ในนาปรังพบโรคนี้นอยและอาการของโรคก็ไมรุนแรงเทานาป นอกจากนีย้ังพบอกีวาขาว
พันธุตนสูงแสดงอาการของโรครุนแรงนอยกวาขาวพนัธุเตี้ย และขาวเบาเปนโรคกาบใบแหงรุนแรง 
ขาวพันธุกข แสดงปฏิกิริยาไมตานทานตอโรคนี้โดยเฉพาะพันธุกข7 จะแสดงอาการไดรุนแรงถึงใบ
ธงพันธุกข13 ตานทานโรคกาบใบแหงของขาวได (กรมวิชาการเกษตร, 2531) Sarker and Gupta 
(2002) รายงานเกี่ยวกับความรุนแรงของโรคกาบใบแหงมีความสัมพันธกับดินทรายโดยพบวาโรค
เกิดมากในดินที่มีคาความสามารถในการอุมน้ํา (water holding capacity; WTC) ที่ 50-60% WTC 
และเกดิโรคกาบใบแหงต่ําในสภาพดนิที่มคีา 100% WTC 
 

โรคกาบใบแหงพบมากและรนุแรงในภาคกลาง โดยมีงานวิจัยการใชจุลินทรียปฏิปกษ    
ใชเชื้อแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพ (วิจิตรา และคณะ, 2542; พากเพยีร และคณะ, 2543) ปจจุบันมี
การวิจยันําสารพวกซิลิกอนมาศึกษาการปองกันกําจดั ซ่ึงพบวาเมื่อนําไปใชกับพนัธุที่เปน partial 
resistant จะสามารถควบคุมโรคไดระดับหนึ่ง 
 
การควบคุมโรคกาบใบแหงของขาวและเชื้อรา Rhizoctonia solani 

 
การควบคุมดวยวิธีเขตกรรม  
   
  การปลูกพืชหมุนเวยีนเปนวธีิการที่ไดผลนอย เนื่องจากเชื้อรา R. solani มีพืชอาศัยที่
กวางขวางและสามารถอาศัยกับเศษซากพืชได จากงานทดลองของ Belmar et al. (1987) พบวาการ
ปลูกพืชหมุนเวียน ขาว-ถ่ัวเหลือง-ขาว เปนโรคกาบใบแหงเฉลี่ยมากกวาการจดัระบบการปลูกพืช 
ถ่ัวเหลือง-ถ่ัวเหลือง-ขาว และทุงหญา-ทุงหญา-ขาว รวมทั้งไมมีการปลูกขาวในพื้นที่ 1-2 ป  
ลดปริมาณ inoculum เพราะสวนของเชื้อทัง้ที่ติดกับตอซงัขาวและเมด็สเคลอโรเทีย เมื่อมีการไถ
พรวนจะฝงจมอยูในดินซึ่ง Mew and Rosales (1986) พบวาเม็ดสเคลอโรเทีย จะตายไปหลังการไถ
พรวนดนิ 14 วัน ซ่ึงเกิดจากการที่เชื้อราอยูในสภาพขาดออกซิเจน (สิริวัฒน, 2536) การเกิดโรคกาบ
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ใบแหงในนานั้นขึ้นอยูกับวธีิการปลูกและความหนาแนนของพืชปลูกซึ่งขอมูลการสํารวจจากแปลง
ของเกษตรกรและแปลงทดลองพบวาวิธีการยายปลูกทําใหผลผลิตขาวมีดัชนีพื้นทีใ่บสูงขึ้นและ
ผลผลิตน้ําหนักแหงดี โดยสงเสริมความตานทานโรคกาบใบแหงและเปนการเพิ่มผลผลิตขึ้น (Yang 
et al., 2008) 
 
การควบคุมดวยการใชพนัธุพืชตานทาน 
 
  จากการศึกษาของ พากเพียร และคณะ (2526) บนขาวพนัธุกข7 ในสภาพนาดําโดยการปลูก
เชื้อรา R. solani พบวาถาโรคนี้มีแผลลุกลามขึ้นไปถึงกาบหุมใบธงและใบธงของตนขาว จะทําให
ผลผลิตของขาวลดลง 40% ในป 2528 พากเพียรและคณะ พบวาขาวพันธุกข21 ถาเปนโรคกาบใบ
แหงและมีระดบัความสูงของแผล 60 เซนติเมตร จะมีผลทําใหผลผลิตของขาวลดลง 22.8%  
ในปจจุบนัยังไมมีรายงานพันธุขาวตานทานโรคกาบใบแหง พันธุขาวที่ปลูกในอเมริกาใตมีตั้งแต
พันธุออนแอจนถึงพันธุที่มีความตานทานบาง มีรายงานผลผลิตลดลง 8% ในขาวพันธุที่ออนแอปาน
กลาง และผลผลิตลดลงมากกวา 30% ในพนัธุที่ออนแอมาก ในสภาพแปลงนาที่มีการปลูกโรค 
(Groth, 2008)  
 
การควบคุมดวยสารเคมี  
  
  ในระหวางป ค.ศ. 1970 สารเคมีที่ใชกันอยางแพรหลายและมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง
การเกิดโรคกาบใบแหง คือ benomyl (Kannaiyan and Prasad, 1976; Roy and Saikia, 1976) และยัง
มีการใชสารปฏิชีวนะในการชวยยับยั้งการเกิดโรคเชน Validamycin, Polyoxin ซ่ึงมีความ
เฉพาะเจาะจงตอเชื้อรา Rhizoctonia solani และยังมีสารที่ใชทั่วๆไป คอื Kitazin, Hinosan และ 
Dithane M-45  จากการรายงานของ IRRI (1978) พบวา Iprodione มีประสิทธิภาพดีทีสุ่ดในการ
ยับยั้งและควบคุมการเกิดโรคนี้ Suryadi and Sukamandi (1989) พบวาการใชสาร Triazole มี
ประสิทธิภาพสูงสุดในการยบัยั้งและลดการขยายแผลของโรคกาบใบแหง รองลงมาไดแก 
chlorothalonil, mancozeb และ maneb+zineb การใช Vitavax คลุกเมล็ดปอแกวสามารถลดการเกิด
โรคเนาคอดินที่เกิดจากเชื้อรา R. solani ไดผลดี นอกจากนี้ยังมีการใชสารเคมีปองกันกําจัดเชื้อรา 
เชน วาลิดามยัซิน, โปรพิโคนาโซล เพนไซคูรอน (25% WP) หรือเอดิเฟนฟอส พนบริเวณที่เร่ิมพบ
โรคระบาด ไมจําเปนตองพนทั้งแปลงนา เพราะโรคกาบใบแหงเกิดเปนหยอมๆ  
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การควบคุมโรคโดยใชหลายวิธีรวมกัน (Integrated disease management: IDM) 
  
  การจัดการโรคกาบใบแหงโดยใชวิธี IDM ซ่ึงเปนการใชหลายวิธีรวมกนั โดยมีการใช
สารเคมีรวมกับการใชวิธีทางธรรมชาติ การควบคุมโรคโดยชีววิธีและการใชพืชตานทาน ทําใหวิธี 
IDM มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรค (Groth and Bond, 2007)  
 

การควบคุมโรคโดยใช Plant Growth Promoting Rhizobacteria หรือ PGPR ซ่ึงเปนกลุม
ของแบคทีเรียหลากหลาย species และหลากหลายสายพนัธุ สวนใหญอยูในสกุล Pseudomonas, 
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Burkholderia, Gluconacetobacter และ Serratia เปนตน    
โดย PGPR จะสามารถแบงไดเปน 2 ประเภทคือ 

 
1.  พวกที่มีความสัมพันธแบบพึ่งพาอาศัยกนักับพืช หรือที่เรียกวาความสัมพันธแบบ 

Symbiosis  
 
2.  พวกที่อาศยัแบบอิสระในดิน (Free-living form) และพบอยูใกลๆบริเวณรากพืช โดย

แบคทีเรียจําพวก PGPR ชวยกระตุนการเจริญเติบโตของพืช และชวยใหผลผลิตของพืชสูงขึ้น 
(Mew and Rosales, 1992) 
 
การควบคุมโรคโดยชีววิธี  
 
  การควบคุมโรคโดยชีววิธี (biological control) หมายถึง การลดปริมาณของ inoculum หรือ
การลดปฏิกิริยาการเกิดโรคของเชื้อสาเหตทุี่อยูในระยะทีม่ีปฏิกิริยาหรือระยะพักตวัดวยการใช       
จุลินทรียชนิดหนึ่ง หรือมากกวา 1 ชนิด ใหบรรลุผลสําเร็จในสภาพธรรมชาติหรือดวยการจัดการ
สภาพแวดลอมของพืชอาศัย หรือเชื้อจุลินทรียปฏิปกษ  กลไกของเชื้อจุลินทรียปฏิปกษในการ
ควบคุมเชื้อโรคพืชมีดังนี้ 1. การสรางสารปฏิชีวนะ (antibiosis) กลไกนี้เกิดจากการตอตาน        
ของจุลินทรีย antibiotic bacterium และผลิตสาร secondary metabolite ซ่ึงมีฤทธิ์ไปทําลายเชื้อโรค
เปาหมายได 2. การแกงแยงอาหาร (competition) 3. การเปนปรสิต (parasitism) (สุดฤดี และคณะ, 
2541)  
 
  เชื้อจุลินทรียในธรรมชาติที่สามารถยับยั้งการเจริญ และควบคุมเชื้อรา R. solani ไดแก 
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
เร่ิมจากการพนัรัดเสนใย ซ่ึงเกิดขึ้นได 3 ลักษณะคือ 1. ลักษณะการแตกแขนงสั้นๆ จากเสนใยแลว
ไปพันรัดเสนใยเชื้อราอื่น 2. ลักษณะเสนใยพันรัดโดยตรง 3. ลักษณะทีเ่ชื้อราเจริญขนานกันไปกับ
เชื้อราอ่ืนๆ แลวแตกแขนงเปนชวงๆ พันรัดเสนใยเชื้อราเหลานั้น Harder et al., 1979; Chet and 
Baker, 1980 พบวา T. harzianum ผลิตน้ํายอยสองชนิด คือ เอนไซมไคติเนสและเอนไซม ß-1-3 
glucanase เมื่อยอยสลายผนังเซลลของเชื้อราอื่นแลวกเ็อาไปใชเปนแหลงธาตุอาหารคารบอนตอไป  
 
  นอกจากนี้สภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญของ T. harzianum ขึ้นอยูกับสภาพความ
เปนกรด-ดางของดิน pH ที่เหมาะสมคือ5.5 อุณหภูมิที่เหมาะสมมากกวา 27 องศาเซลเซียส ความชื้น
ในดินคอนขางสูงชวยสงเสริมการเจริญของ T. harzianum Chet et al. (1983) ไดทดลองใช                  
T. harzianum กับตนไอริส พบวาสามารถลดการเกิดโรคเนื่องจากเชื้อ Sclerotium rolfsii และ         
R. solani ได   
 

การใชจุลินทรยีอ่ืนๆ นอกจากเชื้อรา เชน เชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. คลุกเมล็ดขาวโพด
กอนนําไปปลกูในดินที่มีเชือ้ R. solani และ S. rolfsii 3 isolate พบวาเชื้อ Bacillus sp. ลดการเกิด
โรคตนกลาเนาได ลักษณะพเิศษของเชื้อ Bacillus sp. คือสามารถสรางสปอรที่พักตัวได ทนความ
รอนและการอบดินเชื้อเจริญเติบโตไดอยางรวดเร็วและการยอยสลายผนงัเซลลของเชื้อรา             
ซ่ึง Bacillus sp. สามารถนําไคตินและสารที่ยอยสลายไปเปนองคประกอบของตัวเองได (Mitchell 
and Alexander, 1963) นอกจากนีย้ังพบเชือ้ Streptomyces sp. สายพันธุ PM5 ที่แยกไดจากดิน
สามารถผลิตสารได 2 ชนิด คือ SPM5C-1 และ SPM5C-2 ซ่ึงเปนสารประกอบ lactone  และ ketone 
carbonyl ตามลําดับ เมื่อนําสารทั้ง 2 ชนิดมาทดสอบประสิทธิภาพในระดับหองปฏิบัติการโดยวิธี 
agar diffusion พบวาสาร SPM5C-1 สามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยของเชื้อรา Pyricularia 
oryzae และเชือ้รา R. solani สวน SPM5C-2 สามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยของเชื้อรา  P. oryzae 
ไดเพยีงอยางเดียว เมื่อนําไปทดสอบประสิทธิภาพการควบคุมโรคในสภาพโรงเรือน พบวาการพน
ดวย SPM5C-1 ความเขมขน 500 μg/ml สามารถลดโรคไหม และโรคกาบใบแหงได 76.1% และ 
82.3% ตามลําดับ เมื่อเทียบกบักรรมวิธีควบคุม และชวยเพิ่มผลผลิตของขาวโดยสูงกวากรรมวิธี
ควบคุมอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (Prabavathy et  al., 2006) 
 

จุลินทรียควบคุมโรค (BCAs) ในระบบการปลูกขาวพบวามีหลายชนิด เมื่อคลุกเมล็ดดวย
แบคทีเรียปฏิปกษ (BCAs) พบวากระตุนการเจริญมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคกาบใบแหง 
(Rhizoctonia solani AG1) แตขอมูลที่ไดไมสอดคลองกันถาใชจุลินทรียเพียงอยางเดียวในแปลงที่  
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มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคอยูในระหวาง 50-90 เปอรเซ็นต ดังนั้นเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพใน
การควบคุมโรคจึงมีการใชสารเคมีรวมดวยเชน Jingangmycin ที่มีใชในประเทศจีนและ 
Validamycin ที่ใชในประเทศเวียดนาม ถูกนํามาผสมรวมกับ BCAs พบวามีประสิทธิภาพและลด
ความแปรปรวนในสภาพแปลงทดลอง หนาที่ของ BCAs ในการจดัการโรค ไดแก สงเสริมการงอก
ของเมล็ดขาวและเพิ่มความแข็งแรงของตนกลาขาว เปนตน (Mew et al., 2004) พบวา B. cepacia  
สายพันธุ In-b-6854 ลดการเกิดโรคกาบใบแหงซ่ึงพบมากในชวงขาวแตกกอและระยะเก็บเกี่ยวโดย
ดูจากผลผลิตขาว  

 
อยางไรก็ตามนอกจากเชื้อราปฏิปกษแลว ยังพบเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษซ่ึงเปนจุลินทรียที่มี

การนํามาใชในการควบคุมโรคอยางแพรหลาย เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียมีกลไกในการควบคุมเชื้อ
สาเหตุโรค 4 ลักษณะ (นพินธ, 2546) ดังนี้ 

 
 1.  การแขงขันกับเชื้อโรค (Competition) เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษมีความสามารถในการ
แขงขันกับเชื้อสาเหตุโรคพืชในดานตางๆ เชน การใชธาตอุาหาร อากาศ และการครอบครองพื้นที่
ไดดีกวา ทําใหเชื้อสาเหตุโรคพืชไมสามารถเจริญ หรืออาศัยอยูในบรเิวณที่มเีชื้อปฏิปกษ สงผลให
พืชเจริญเติบโตแข็งแรง มีผลผลิตสูงขึ้น สําหรับการแขงขันที่พบมากคอืการที่เชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
สามารถนําธาตุอาหารหรือสารตางๆ ที่มีอยูในดินหรือในสภาพแวดลอมนั้นมาใชประโยชนในการ
เจริญไดดกีวาเชื้อโรค ทําใหเชื้อโรคขาดสารอาหาร ไมสามารถเจริญขาทําลายพืช เชน การที่เชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษ P. fluorescens ผลิตสาร siderophore ที่ชวยในการจบัยึดธาตุเหล็ก (Iron, Fe+3) จงึ
ทําใหเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ P. fluorescens สามารถใชธาตุเหล็กไดดีกวาเชื้อรา Gaeumannomyces 
graminis var. tritici สาเหตุโรค Take-all ของขาวสาลี ทําใหเชื้อรานี้ไมสามารถเขาทําลายรากของ
ขาวสาลีได สงผลใหขาวสาลีเจริญเติบโต และมีผลผลิตดีขึ้น ซ่ึงนิยมเรยีกแบคทเีรียปฏิปกษที่มี
ลักษณะนีว้า แบคทีเรียสงเสริมการเจริญเตบิโตของพืช (Plant Growth Promoting Rhizobacteria, 
PGPR) โดยแบคทีเรียนี้ชอบอาศัยอยูในดนิบริเวณผิวราก (rhizoplane) หรือบริเวณรอบราก 
(rhizospere) (Schippers et al., 1987) 
 
 2.  การผลิตสารปฏิชีวนะ (Antibiosis) เชื้อแบคทีเรียเปนจุลินทรียที่พบวามีการผลิตสาร
ปฏิชีวนะไดหลากหลายมากที่สุด ซ่ึงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่ไดรับความสนใจคัดเอามาใชในการ
ควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีนัน้ จะเนนคณุสมบัติการทําลายชีวิตของเชื้อโรคเปนสวนใหญ และนับวา
เปนกลไกชนดิแรกที่นํามาศกึษา โดยเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษสามารถผลิตสารที่มีคุณสมบัติยับยั้งหรอื
ทําลายเชื้อโรค หรือจุลินทรียชนิดอื่นได ดวยสารพิษ (toxin) หรือสารปฏิชีวนะ (antibiotic) ที่นํามา



 

12 

ผลิตใชเปนยารักษาโรคกับมนุษย สัตว และพืชมากมายในปจจุบัน นอกจากนี้กลไกนี้ยังเปนกลไก
แรกที่ประสบความสําเร็จในการควบคุมโรคพืชโดยชีววธีิ นั่นคือการใชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
Agrobacterium radiobacter สายพันธุ K84 ซ่ึงผลิตสาร bacteriocin ที่มีช่ือวา agrocin 84 ไปยับยั้ง
หรือทําลายเชือ้แบคทีเรีย A. tumefaciens  biotype 1 และ 2 สาเหตุโรค crown gall ของพืช ชวย
ปองกันการเกดิโรคกับตนพชืได (Thomson, 1987; Penyalver et al., 2000) หรือในกรณีที่ใชเชื้อ
แบคทีเรีย P. fluorescens สายพันธุ 2-79 ที่ผลิตสารปฏิชีวนะ phenazine-1-carboxylate ซ่ึงสามารถ
ยับยั้งการเกิดโรค Take-all ของขาวสาลีไดถึง 50-90 เปอรเซ็นต (Cook, 1993) 
 
 3.  การเปนปรสิต (Parasitism) เชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบตัิเปนปรสิต (parasite) สามารถเขา
ไปเจริญอาศัยทําลายสิ่งมีชีวติอ่ืนนั้นปจจุบนัพบไมมากนกั และการใชเพื่อควบคุมโรคพืชยังไม
ประสบความสําเร็จเหมือนกลไกการผลิตสารปฏิชีวนะ แตยังมีรายงานการเปนปรสติของเชื้อ
แบคทีเรีย Erwinia urediniolytics ที่เขาทําลาย pedicel ของสปอรเชื้อราสนิม (rust) เชื้อแบคทีเรีย 
Bdellovibrio bacteriovorus ที่เปนปรสิตของเชื้อแบคทีเรีย P. syringae pv. glycinnea สาเหตุโรคใบ
ไหมของถ่ัวเหลือง หรือเชื้อแบคทีเรีย Pasteuria penetrans (Syn. B. penetrans) ที่เปนปรสิตของ
ไสเดือนฝอย Meloidogyne incognita สาเหตุโรครากปม (Cook and Baker, 1983) เชื้อแบคทีเรีย
เหลานี้ยังไมไดรับความสนใจศึกษาปรับปรุงใหเกดิประโยชนอยางจริงจังจึงนับวาเปนสวนหนึ่งที่
นาศึกษาพัฒนานํามาใชในการควบคุมโรคตอไป 
 
 4.  การชักนําใหเกิดความตานทานโรค (Induce disease resistance) เปนกลไกทีก่ําลังไดรับ
ความสนใจศกึษากันอยางแพรหลายในปจจบุัน ทั้งนี้เนื่องจากเชื้อรา หรือเชื้อแบคทีเรียบางชนิดที่
เปนเชื้อสาเหตโุรค เมื่อนํามาทําใหสูญเสียความสามารถในการกอใหเกดิโรคแลว สามารถชักนํา
หรือกระตุนใหพืชสรางความตานทานตอการทําลายของเชื้อโรคได เชน การเกดิการกลายพันธุใน
ยีนเดยีวของเชือ้รา Colletotrichum magna สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของพวกแตง (cucurbit) จะไม
กอใหเกิดโรค แตจะเจริญอยูในพืช และชวยใหพืชทนตอการเขาทําลายของเชื้อโรคดั้งเดิม (wild 
type) ได หรือในกรณีของเชือ้แบคทีเรีย P. solanacearum สายพันธุไมรุนแรง (avirulent) สามารถ
ชักนําใหพืชสรางสาร tomatine แลวปลดปลอยออกมาที่บริเวณรากทาํใหมะเขือเทศตานทานตอการ
เขาทําลายของเชื้อแบคทีเรีย P. solanacearum สายพันธุดัง้เดิมได (Arwiyanto et al., 1994) 
 

เชื้อแบคทีเรียที่ใชในการควบคุมโรคเปนจํานวนมากคือ เชื้อแบคทีเรียในกลุม 
Pseudomonas spp. และ Bacillus sp. เนื่องจากสามารถเพิ่มปริมาณไดอยางรวดเร็ว และผลิตสาร
ปฏิชีวนะไดหลายชนิด สวนใหญเปนสารจาํพวกเปปไทด 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 นั้นมีรายงานวาสามารถผลิตสารปฏิชีวนะไดถึง 65-70 

ชนิด (Lee and Jame, 1985) โดยสารที่ผลิตขึ้นและสามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคพืชได ไดแก 
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) นอกจากนีย้งัพบวาเชื้อแบคทีเรีย B. thuringiensis ก็สามารถผลิตเอนไซม 
chitinase ไดเชนกัน (Reyes-Ramίrez  et al., 2004) 

มานะ และคณะ (2536) ไดแสดงใหเห็นวาเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ที่แยกจากธรรมชาติ 
สามารถผลิตสารปฏิชีวนะทีส่ามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อราสาเหตุโรคขาวหลายชนิด เชน
เชื้อรา R. solani สาเหตุโรคกาบใบแหง เชือ้รา P. oryzae สาเหตุโรคไหม (blast) และเชื้อรา            
C. lunata สาเหตุโรคเมล็ดดางของขาวได และจากรายงานในตางประเทศพบวา เชื้อแบคทีเรีย            
P. fluorescens ไอโซเลท PfMDU2 ที่แยกจากดินบริเวณ rhizosphere ของตนขาวมีการผลิต 
chitiinase, ß-1,3-glucanase, siderophore, salicylic acid และ hydrogen cyanide ในปริมาณสูง และ
สามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อ R. solani ไดดีที่สุด (Nagarajkumar et al., 2004)  

และยังพบวาเชื้อแบคทีเรีย P. fluorescens สายพันธุนี้สามารถเจริญไดบนอาหารที่มี oxalic 
acic และสามารถลดความเปนพิษของสารชนิดนี้ที่เชื้อรา R. solani สรางขึ้น เพื่อใชในการกอใหเกดิ
โรคกาบใบแหงในขาว รวมทั้งไดทําการศกึษาวา gene ที่เกี่ยวของกับการลดความเปนพิษของ 
oxalic acic อยูบน plasmid หรือไม ซ่ึงพบวาในสายพนัธุที่ไมมี plasmid (PfMDU2P) นั้นไม
สามารถเจริญไดบนอาหารที่มี oxalic acic และไมสามารถควบคุมโรคกาบใบแหงไดเลย และพบวา
กรรมวิธีที่ treat เมล็ดขาวดวยสายพันธุ PfMDU2 รวมกบัการใสลงดินมีประสิทธิภาพในการ
ควบคุมโรคกาบใบแหงไดสูงที่สุด (Nagarajkumar et al., 2005) 
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นอกจากนี้ยังพบเชื้อแบคทีเรีย Serratia marcescens สายพันธุ B2 ที่แยกจากบริเวณผิวใบ
ของมะเขือเทศ มีประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญของเชื้อราหลายชนิดในระดับหองปฏิบัติการ 
และสามารถควบคุมโรค cyclamen soil-borne สาเหตุจากเชื้อรา R. solani AG4 และ Fusarium 
oxysporum f. sp. cyclaminis โรคกาบใบแหงที่เกิดจากเชือ้รา R. solani และโรคไหมของขาวที่เกิด
จากเชื้อรา P. oryzae ในสภาพเรือนปลูกพชืทดลอง (Someya et al., 1997; Someya et al., 2000; 
Someya et al., 2002) และพบวาเชื้อแบคทเีรีย S. marcescens สายพันธุ B2 สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเสนใย และการงอกของเม็ด sclerotium ของเชื้อรา R. solani (Someya et al., 1997; 2000)  

 
เชนเดยีวกับสุภาณี และคณะ (2539) ที่ไดทาํการทดลองและพบวาเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis 

สายพันธุ No.26 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการยับยั้งการงอกของเม็ด sclerotium เมื่อนําเม็ด 
sclerotium ไปสองใตกลองจลุทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (SEM) พบวาเสนใยที่เปน
สวนประกอบของเม็ด sclerotium ถูกทําลายเสียหาย เมื่อนําเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ 
No.26 ไปทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเกดิโรคกาบใบแหงโดยวิธีราดดนิพบวาเชื้อสาย
พันธุดังกลาวสามารถลดเปอรเซ็นตการเกดิโรคกาบใบแหงของขาวได 

 
นอกจากนี้นลินี และคณะ (2534) ทําการทดสอบการควบคุมโรคโดยวธีิการคลุกเมล็ด 

พบวา B. subtilis สายพันธุ NSRS 89-26 ชวยลดอัตราการเกิดโรคของเมล็ดพันธุและตนกลาไดด ี 
ไมมีผลกระทบตอเปอรเซ็นตการงอกและความแข็งแรงของเมล็ด ตนกลาเจริญเติบโตไดดกีวาเมลด็
ที่ไมมีการคลุกเชื้อแบคทีเรีย และมีความเหมาะสมที่จะใชในสภาพทีม่ีโรคระบาดหรือมีโรคที่ติดมา
กับเมล็ดสูงขณะที่ พากเพยีร และคณะ (2544) ศึกษาประสิทธิภาพของชีวภณัฑ B. subtilis ในการ
ควบคุมโรคกาบใบแหงของขาว พบวาชีวภัณฑ 4 ชนิด คือ TRF สูตร A, TRF สูตร B, Larminar WP 
และ Agroguard Liq. มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคกาบใบแหงของขาวไดด ี

 
ตอมา Someya et al. (2003) ไดนําเชื้อแบคทีเรีย S. marcescens สายพันธุ B2 มาทดสอบ

ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคกาบใบแหงของขาวที่เกดิจากเชื้อรา R. solani AG-1 IA พบวา
สามารถยับยั้งการเกิดโรคไดเมื่อปลูกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษกอนการปลูกเชื้อสาเหตโุรค 1 ช่ัวโมง 
แตไมสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดเมื่อปลูกเชื้อปฏิปกษกอนเชื้อโรค 28 วัน และพบวาสามารถตรวจ
พบเชื้อปฏิปกษจากดินบริเวณเขตอิทธิพลรอบราก เมื่อปลูกเชื้อปฏิปกษไปแลว 28 วนั  
 

 นอกจากการนําจุลินทรียปฏิปกษมาใชในการควบคุมโรคของขาวแลว ยังพบวาการใส      
ภูไมท ซ่ึงเปนผลิตภัณฑสารประกอบซิลิกอนสามารถลดโรคกาบใบแหง และเพิ่มผลผลิตของขาว
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ได (วิชชุดา และคณะ, 2548) รัศมี และคณะ (2542) ศึกษาเชื้อจุลินทรียปฏิปกษที่มีประสิทธิภาพใน
การปองกันโรคที่เกิดจากเชื้อราและแบคทีเรียหลายชนดิในนาขาว เชน Bacillus subtilis, 
Rhizoctonia solani เปนตน สวนสารสกัดจากพืชม ีไพล วานน้ํา ทองพนัชั่ง และขา ที่ใชไดผลในพชื
หลายชนิด สวนสารสกัดจากธรรมชาติ มีการศึกษาการใชภูไมท ซีโอไลท สเม็คไทต สารประกอบ 
ซิลิกา ปุยอินทรียน้ํา (Bacteria-Mineral-Water) ในการลดความเสียหายจากโรคพืช 

 
  จึงเห็นไดวาเชือ้รา Trichoderma spp. และเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. มีประสิทธิภาพในการ
ควบคุมโรคกาบใบแหงของขาว ดังนัน้การทดลองครั้งนี้จึงมีการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่
แยกไดจากรากขาวที่มีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมโรคกาบใบแหง 
 
การปองกันกําจัดโรคกาบใบแหงของขาวโดยใชแบคทีเรียปฎปิกษ 
  
 นลินี และคณะ (2534) ไดศกึษาปองกนักําจัดโรคขาวที่สําคัญโดยใชเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษ 
(antagonistic bacteria) Bacillus subtilis 2 สายพันธุ ที่ไดจากเมล็ดพนัธุขาวในป 2530 และทดสอบ
ความสามารถในการปองกนักําจัดโดยชีววธีิในหองปฏิบตัิการ และโรงเรือนทดลองที่ศูนยวิจัยขาว
พัทลุงโดยทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราสาเหตุโรคพืชพบวา B. subtilis สามารถ
ควบคุมการเจริญของเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราสาเหตุโรคขาวได สวนการทดสอบความสามารถใน
การเปน root colonizer โดยใชวิธีการคลุกเมล็ดพันธุขาวพบวาทั้งสองสายพันธุเปน root colonizer 
ที่ดีซ่ึงไมมีผลเสียหายตอการงอกและความแข็งแรงของเมล็ด 
 
 Pengnoo et al. (2000) ศึกษาการใชแบคทีเรียปฏิปกษเพือ่ควบคุมโรคกาบใบแหงของขาว 
โดยเริ่มตั้งแตการทดสอบและคัดเลือกเชือ้แบคทีเรียปฏิปกษที่มีประสทิธิภาพในการยับยั้งเชื้อรา 
Rhizoctonia solani จากจํานวน 323 ไอโซเลท ที่ไดจากดนิในนาขาวของจังหวดัตางๆในภาคใต 
พบวา B. megaterium มีฤทธิ์ในการเปนปฏิปกษไดสูงสุด นอกจากนีก้ารใช Pseudomonas 
fluorecens และ Bacillus sp. มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคกาบใบแหง สงเสริมการเจริญ 
เติบโตและกระตุนกลไกความตานในทานในพืช โดยพบสายพันธุเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดจากเมล็ด
ขาวและในแปลงนามีประสิทธิภาพในการยับยั้งโรคกาบใบแหงชวงเวลาใชเชื้อแบคทีเรียเปนชวงที่
ขาวอยูในระยะขาวแตกกอ ซ่ึงเปนระยะทีม่ีความรุนแรงของโรคมากที่สุด (Lai Van E et al., 2001) 
 
 ลัดดา และคณะ (2536) พบเชื้อแบคทีเรีย P. fluorescens สายพันธุ PTLR 9218และเชื้อรา 
Trichoderma konigii สายพนัธุ PTLS 9201 ที่แยกไดจากรากขาวและดินแปลงทดลองโรคขาว
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ศูนยวิจัยขาวพทัลุงมีประสิทธิภาพในการยบัยั้งเชื้อรา R. solani สาเหตุโรคกาบใบแหงของขาวใน
ระดับหองปฏิบัติการ   
 
 กลุมงานวิจยัโรคขาวและธัญพืชเมืองหนาว ทดสอบการปองกันกําจดัโรคกาบใบแหงของ
ขาวโดยสํารวจและแยกเชื้อแบคทีเรียจากดินบริเวณรากขาวในนา และสวนของตนขาวทั้งที่เปนโรค
และไมเปนโรคกาบใบแหง ซ่ึงเกิดจากเชื้อราสาเหตุคือ R. solani เชื้อแบคทีเรียที่แยกไดเหลานี้ซ่ึง
สวนใหญอยูในกลุม Bacillus sp. และ Pseudomonas spp. มีคุณสมบัติยบัยั้งหรือตอตานการ
เจริญเติบโตของเสนใยเชื้อรา เมื่อนํามาทดสอบโดยการแชเมล็ดขาวในแบคทีเรีย (bacterization) 
ประมาณ 24 ช่ัวโมง กอนนําเมล็ดไปปลูกในดินที่คลุกเชือ้รารวมกับการพน suspension ของเชื้อ
แบคทีเรียบนตนขาวในโรงเรือนพบวามีแบคทีเรียบางไอโซเลท ที่สามารถลดความรุนแรงของโรค
กาบใบแหงบนตนขาวไดในฤดูนาปและฤดูนาปรัง ป พ.ศ. 2536 ไดคัดเลือกแบคทเีรียจํานวน          
3 ไอโซเลท ไปทดสอบกับขาวพันธุ กข.23 ในแปลงทดลองที่ศูนยวจิัยขาวปทุมธานีโดยเปรียบเทยีบ
กับสารปองกันกําจัดโรคพชื 2 ชนิดคือ เบนโนมิลและวาลิดามัยซิน พบวาแมเปอรเซ็นตความ
รุนแรงของโรคกาบใบแหงในกรรมวิธีที่ใชแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลท ไมแตกตางจากแปลง
เปรียบเทียบอยางมีนัยสําคัญทางสถิติก็ตาม แตตัวเลขคาเฉลี่ยมีแนวโนมวาใหผลดีกวาแปลง
เปรียบเทียบคอืเปนโรคนอยกวาใหผลผลิตสูงกวา (สมคิด, 2540) 

 
การใชแบคทีเรียบริเวณรากพืช (rhizobacteria) ในการกระตุนใหพืชเกดิความตานทานตอ

โรค เชน P. putida และ Serratia marcescens ในการชักนําใหแตงกวาตานทานตอโรค Fusarium 
wilt สาเหตุจากเชื้อรา Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Liu et al., 1995a) และโรคแอนแทรค
โนส สาเหตุจากเชื้อรา Colletotrichum orbiculare ได โดยพบวายังมีความตานทานของโรค 
(induced systemic resistance) ของตนแตงกวาอยู ถึงแมวาปริมาณของแบคทีเรียทั้งสองชนิดที่ใชใน
การทดสอบจะลดปริมาณลงไปแลวกต็าม (Liu et al., 1995b) และพบวาการใช Plant growth 
promoting rhizobacteria (PGPR) คลุกเมล็ดอยางเดยีวหรือใชรวมกบัการรดดิน สามารถชักนําให
ตนแตงกวาเกดิความตานทานตอโรคแอนแทรคโนส (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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แหลงของไคตนิ 
  
  ไคตินพบไดทัว่ไปในธรรมชาติ ในพืชบางชนิดอาจมีไคตินแทนเซลลูโลสหรือเกิดรวมกับ
เซลลูโลส (วิสิฐ และ ลูกจนัทร, 2533) สวนใหญในสัตวพบไคตินอยูกบัคิวติเคิล (cuticle) ที่ผิวหนัง
ของอิพิธีเลี่ยม (epithelium) ในยีสตพบในสวนที่กําลังแตกหนอของยีสตที่ใชทําเบียรและไวน แต
สวนมากจะพบไคตินมากในเปลือกของสัตวที่ไมมีกระดูกสันหลัง เชน กุง ปู ปลาหมึก หอย โปรโต
ซัว และ nematode (Cody et al., 1990) ในโครงสรางชั้นนอกของแมลง เชื้อรา ในสาหรายบางชนิด 
นอกจากนี้ยังพบในเห็ดหลายชนิด (อุดมชัย, 2535)  
 
แหลงของเอนไซมไคติเนส 
 
 เอนไซมไคติเนส (EC 3.2.1.14) เปนเอนไซมในกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลส ที่เรงปฏิกิริยา
การยอยสลายไคติน จัดเปน PR โปรตีน ที่พืชสรางขึ้นตอบสนองตอการบุกรุกของเชื้อโรค และ
สภาวะกดดันตางๆ ยังสามารถถูกสรางขึ้นมาตอบสนองตอฮอรโมน และการเจริญเตบิโตภายในพชื
ปกติ (healthy plants) Mathieu และคณะ (1989) ศึกษา PR โปรตีน สรางอะโพพลาส (apoplast) 
ของใบมะเขือเทศ พบวามีการสรางเอนไซม 2 ชนิด คือเอนไซม ß-1, 3-กลูคาเนส และ                  
เอนไซมไคติเนสเพื่อปองกนัตนเองจากการบุกรุกของเชื้อโรค 
 
 เอนไซมไคติเนสพบไดในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดทั้งพืช สัตว และจุลินทรียในพืช (Monreal 
และ Reese, 1969) จุลินทรียเปนแหลงเอนไซมไคติเนสที่สําคัญ พบเอนไซมนี้ในจุลินทรียหลาย
ชนิด ทั้งในแบคทีเรีย รา และยีสต จากรายงาน Deshpane (1986) พบไคติเนสในแบคทีเรียหลาย
ชนิด เชน Serratia, Chrimobacterium, Klebsiella, Pseudomonas, Clostridium, Vibrio, 
Arthrobacter, Beneckea, Aeromonas และ Streptomyces พบไคติเนสในเชื้อราเชน Trichoderma, 
Penicillium, Verticillium, Neurospora, Mucor, Beauveria, Lycopodon, Aspergillus, Mrothecium, 
Conidiobolus และ Agaricus ในยีสตพบใน Saccharomyces cerevisiae (Correa et al., 1982)  
 
 Vyas and Deshpande (1989) พบวาจุลินทรยีสวนใหญผลิตเอนไซมไคตเินสแลวปลอย
ออกมานอกเซลล (extracellular enzyme) ยกเวนจุลินทรียบางชนิดผลิตเอนไซมไคติเนส               
อยูภายในเซลล (intracellular enzyme) เชน M. mucedo และ S. cerevisiae เปนตน 
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ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตเอนไซมยอยไคตนิของจุลินทรยี 
 
 ปจจัยที่มีผลตอการผลิตเอนไซมยอยไคตนิ มีหลายประการที่สําคัญ คือ แหลงคารบอน 
ไนโตรเจน คา pH และอุณหภูมิ ซ่ึงผลของปจจัยเหลานี้จะตางกันไปขึน้กับชนิดของจุลินทรีย 
Monreal and Reese (1969) ไดรายงานวาเชื้อจุลินทรียจะผลิตเอนไซมไคติเนสไดดีทีสุ่ด เมื่ออาหาร
เล้ียงเชื้อมีไคตนิเปนสับสเตรท โดยปริมาณไคตินที่เหมาะสมสําหรับแบคทีเรีย คือ 1.5 เปอรเซ็นต  
และ 2 เปอรเซ็นตเหมาะสําหรับรา Aspergillus fumigatus ปริมาณเอนไซมจะเพิ่มขึน้อีกเมื่อใส yeast 
extract ซ่ึงเปนแหลงไนโตรเจนลงไปในปริมาณ 0.02 เปอรเซ็นต สวนคา pH ที่ทําใหกิจกรรม      
ไคติเนสของ Serratia marcescens ดีที่สุดคือ 7.0 และ คา pH 4.5 เหมาะสําหรับเชื้อรา และกลูโคส
สาร metabolites บางชนิดกม็ีผลตอการผลิตไคติเนสของ S. marcescens โดยพบวาเมือ่ใสกลูโคสลง
ในอาหารเลี้ยงเชื้ออาจเกิดการยับยั้งการผลิตเอนไซมได เนื่องจากกลูโคสที่ใสทําใหคา pH ลดลงมี
ผลตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียและเกดิ catabolite repression ทําใหมีการผลิตเอนไซมนอยลง 
 
 Sherief et al. (1991) รายงานวา A. carneus ใหกจิกรรมเอนไซมสูงสุดเมื่อเล้ียงในอาหารที่
มีคา pH เร่ิมตนเทากับ 5.0 ซ่ึงใกลเคียงกันกับคา pH ที่เหมาะสมของ A. fumigatus ที่ Monreal and 
Reese (1969) ไดรายงานไว และ Trichoderma harzianum ที่ Elad et al. (1982) ไดรายงานไว แหลง
คารบอนที่สําคัญคือ ไคตินปริมาณ 1 เปอรเซ็นต แหลงไนโตรเจน คือ yeast extract หรือ peptone, 
meat extract, corn steep, soybean, (NH4)2SO4, ยูเรียและ NaNO3 แตแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุด
สําหรับ A. carneus คือ yeast extract รองลงมาคือ peptone และ meat extract ตามลําดบั สวน
surfactant เชน tween 80 หรือ tween 20 ปริมาณ 1 เปอรเซ็นต ไมมีผลในการเพิ่มการสังเคราะหของ
เอนไซมแตชวยใหมกีารสงผานของเอนไซมออกนอกเซลลเพิ่มขึ้น 
 
คุณสมบัตขิองเอนไซมยอยไคติน 
  
 จุลินทรียแตละสายพันธุ มีความสามารถในการผลิตเอนไซมไคติเนสไดแตกตางกันและ
คุณสมบัติของเอนไซมที่ไดกม็ีความแตกตางกันโดยพบวา พบวาชวง pH ที่เหมาะสมตอการผลิต
เอนไซมไคติเนสของ Streptomyces sp. คือ pH 6.5-7.5 แต pH ที่ใหกจิกรรมเอนไซมไคติเนสสูงสุด
คือ pH 7.0และ อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 37 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ยังพบวาชวง pH และอุณหภูมิ
ที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมไคติเนสที่ไดจาก Serratia marcescens คือ pH 6.4 และ          
50 องศาเซลเซียส แตกจิกรรมเอนไซมจะลดลง 50 เปอรเซ็นตเมื่อบมที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา       
1 ช่ัวโมง โดยที่ pH ต่ํากวา 4.8 หรือมากกวา 7.2   
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 Yabuki et al. (1986) ศึกษาการแยกเอนไซมไคติเนสและลักษณะของเอนไซมที่ไดจากเชื้อ 
Aeromonas hydrophila subsp anaerogenes A52 โดยวิธี affimity adsorption ของไคติเนสบนไคติน 
จากนั้นทาํไคตนิเนสใหบริสุทธิ์ตอดวย ion-exchang chromatography (CM-Sephadex C50) แลวนํา
เอนไซมที่ไดไปทดสอบความบริสุทธิ์ดวย polyacrylamide gel electrophoresis หาคา isoelectric 
point ของไคติเนสได 4.6 อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับกจิกรรมของไคติเนส คือ 45 องศาเซลเซียส  
  
 Ueda and Arai (1992) ศึกษาไคติเนสจาก Aeromonas sp. โดยผาน filtration column ดวย 
gel ตางๆ คือ Sp-Sephadex C-50, Sp-Sephadex S-200 และใช chromatofocusing ion exchang แยก
เอนไซมได 0.6 และ 0.7 เปอรเซ็นต  
 
 Ohtakara et al. (1979) รายงานการแยกเอนไซมจาก Vibrio sp. โดยผาน DEAE-Sephadex 
A-25, Hydroxylapatite และ gel filtration (Sephadex G-100) ดูความบรสุิทธิ์บน gel electrophoresis 
พบวา pH ที่เหมาะสมคือ 6.0-8.0 เมื่อใช colloidial chitin เปนสับสเตรทและ 10.5 สําหรับ glycol 
chitin 
 

การสกัดเอนไซมไคติเนสเพือ่ใชเปนสารชีวภาพควบคุมเชื้อโรคพืช จากการศึกษาพบวา
การใชเอนไซมไคติเนสจาก S. marcescens ควบคุมเชื้อ Sclerotium rolfsii ที่ทําใหเกดิโรคในถั่ว 
และ Rhizoctonia solani  ที่ทําใหเกิดโรคในฝาย (Ordentlich et al., 1988) เอนไซมไคติเนสจาก 
Arthrobacter sp. สามารถยับยั้งการเจริญของ Fusarium moniliforme var. subglutinans ซ่ึงเปน
สาเหตุโรคเนาในสน (Barrow  Broaddus and Kerr, 1981) และ Trichoderma harzianuma  มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคพืชทางเศรษฐกิจ (Ridout et al., 1988) เชื้อราที่เปนโรคตอแมลง
เชน Beauveria bassiana และ Verticillium lecanii เปนปรสิตที่พบในเพลี้ย แมลงปกแข็งที่ทําลาย
มะเขือเทศและออย โดยตนพืชเหลานี้มีไคตินอยูในสวนของ cuticle และเอนไซมทีม่ีบทบาท คือ
เอนไซมไคติเนสและเอนไซมโปรติเอส นอกจากนี ้PGPR บางชนิดสามารถผลิตเอนไซมที่ชวย
ปองกันเชื้อราสาเหตุโรคพืชไดโดยไปยอยผนังเซลลของเชื้อราเหลานั้นโดยมีรายงานวา Plant 
Growth Promoting Rhizobacteria บางสายพันธุเชน Pseudomonas stutzeri  สามารถผลิตเอนไซม 
extracellular chitinase และเอนไซม laminarinase ซ่ึงยอยเสนสายของเชื้อรา F. solani สาเหตุของ
โรครากเนาได (Lim et al.,1991) มีรายงานวาPGPR สายพันธุ P..cepacia สามารถผลิตเอนไซม      
ß-1,3-glucanase ซ่ึงเปนเอนไซม ที่ยอยเสนสายของเชื้อราสาเหตุโรคพืชเชน R. solani, S. rolfii และ 
Pytium ultimum ได (Fridlender et al., 1993) 
 



อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 
สําหรับตรวจสอบเอนไซม 
 

- โกรงบดตัวอยางพืช 
- 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 สาเหตุโรคกาบใบแหงของขาว 
 

1.1  การแยกเชื้อรา Rhizoctonia solani   
 

 แยกเชื้อรา R. solani จากกาบใบขาวบริเวณที่แสดงอาการของโรคกาบใบแหงดวยวธีิ 
tissue transplanting technique (ดัดแปลงจาก Agrios, 1997) โดยตดัชิ้นสวนของพืชทีแ่สดงอาการ
ของโรคคาบเกี่ยวกับสวนพชืปกติขนาดประมาณ 0.5 x 0.5 เซนติเมตร นําสวนพืชดังกลาวแชใน
สารละลาย sodium hypochlorite 0.525% เปนเวลา 5 นาที กอนนําไปลางดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อจํานวน  
3 คร้ัง ซับชิ้นสวนพืชใหแหงดวยกระดาษทิชชูที่สะอาด แลวนําไปวางบนอาหาร potato dextrose 
agar (PDA) จํานวน 5 ช้ินตอจานเลี้ยงเชื้อ ทําการทดลอง 3 ซํ้า (จานเลีย้งเชื้อ) กอนนาํจานเลี้ยงเชื้อที่
มีช้ินสวนของพืชเก็บที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 วัน และแยกเชื้อรา R. solani ใหบริสุทธิ์       
(ไพโรจน, 2525) 
 

1.2  การเก็บรักษาเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
 

ใช cork borer เจาะชิ้นวุนที่มเีสนใยของเชื้อสาเหตุโรคพืชเจริญอยู จากนัน้ใชเข็มเขีย่
เชื้อ ตักชิ้นวุนอาหารและนําไปวางบนอาหารเอียง potato dextrose agar (PDA slant) บมเชื้อไวใน
อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 วันและเก็บในตูเยน็อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อเก็บไวใชในการทดลอง
ตอไป (Intana, 2003) 
 

1.3  การพิสูจนโรคตามวิธีของ Koch (Koch’s postulation) 
  

เล้ียงเชื้อรา R. solani บนอาหาร PDA เปนเวลา 2 วัน ตดัช้ินวุนเปนชิ้นเล็กๆ จากนั้นนาํ  
เชื้อรา R. solani ใสในถุงพลาสติกที่บรรจุดวยเมล็ดขาวเปลือกตมที่ผานการนึ่งฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ   
121 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที บมเชื้อไวเปนเวลา 7 วัน ใหเชื้อราเจริญสรางเสนใยจนเต็มถุง     
นําเชื้อรา R. solani ที่เจริญจนเต็มถุง บรรจุในถุงซองชาขนาดเล็กถุงละ 2 กรัม ปลูกเชื้อรา R. solani  
ดวยการเหน็บหอเชื้อไวกลางกอขาวอายุ 45 วัน จากนั้นตรวจดูอาการโรคที่เกิดขึ้นและแยกเชื้อซํ้า
อีกครั้งเพื่อพิสูจนวาเปนเชื้อโรคชนิดเดียวกัน  
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2.  การแยกแบคทีเรียยอยไคตินจากรากขาวในแหลงปลูกตามธรรมชาต ิ  
 

2.1  การแยกแบคทีเรียยอยไคตินจากรากขาว 
 

 แยกแบคทีเรียจากบริเวณรากของขาวตามแหลงปลูกธรรมชาติในขาว 3 ระยะ คือ ขาว
ระยะตนกลา (seedling stage) ขาวระยะแตกกอ (tillering stage) และขาวระยะตั้งทอง (booting 
stage) มาตัดใหมีขนาดเล็กประมาณ 1.0 เซนติเมตร นําสวนรากขาวทกุระยะดังกลาว แชใน sodium 
hypochlorite 0.525% เปนเวลา 3 นาที กอนนําไปลางดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อจํานวน 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาที 
ซับชิ้นสวนรากใหแหงดวยกระดาษทิชชูนึง่ฆาเชื้อ จากนัน้นํารากขาววางบนอาหารจาํเพาะ (chitin 
agar selective medium) (วาสนา, 2539) จาํนวน 10 ช้ินตอจานเลี้ยงเชื้อ ทําการทดลอง 3 ซํ้า (จาน
เล้ียงเชื้อ) บมเชื้อไวที่อุณหภมูิหอง 24-72 ช่ัวโมง กอนแยกเชื้อแบคทีเรียในจานเลี้ยงเชื้อใหบริสุทธิ์ 

 
2.2  การแยกเชื้อแบคทีเรียใหบริสุทธิ์และการเก็บรักษา 

 
 นําเชื้อแบคทีเรียที่แยกได มาทําใหบริสุทธิ์โดยวิธีการ streak plate ดวยการใช loop 

แตะเซลลแบคทีเรียแตละไอโซเลทมา streak บนอาหาร nutrient glucose agar (NGA) เพื่อใหได
โคโลนีเดี่ยวกอนบมจานเลี้ยงเช้ือไวในอุณหภูมหิองเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง จากนั้นใช loop แตะ
โคโลนีเดี่ยวๆ ของแบคทีเรียไป streak บนอาหารเอียง nutrient glucose agar (NGA) บมไวที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 48 ช่ัวโมงและเก็บในตูเย็นเพื่อเกบ็ไวใชในการทดลองตอไป (ภาควิชาจุล
ชีววิทยา, 2544) 
 

2.3  การศึกษาคณุสมบัติบางประการของเชื้อแบคทีเรียยอยไคติน 
 

 ศึกษาดูลักษณะและรูปรางของเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่แยกได ทดสอบแกรมของ
แบคทีเรียดวย 3% KOH (potassium hydroxide) และการยอมสีแกรมแบคทีเรีย การสรางสปอร
ภายใตกลองจลุทรรศน ยอมแกรมและจัดจาํแนกชนิดโดยใชระบบการจําแนกเชื้อแบคทีเรียอยาง
รวดเร็ว (Biolog Microlog System, Hayward, CA, USA) (วิชัย, 2537) 
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3.  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียในการผลิตเอนไซมยอยไคตินในระดบัหองปฏิบตัิการ 
 
 การคัดเลือกเชือ้แบคทีเรียในการผลิตเอนไซมยอยไคตินบนอาหารจําเพาะ (chitin agar 
selective medium) (ภาคผนวก ก) โดยนําแบคทีเรียจากรากขาวที่แยกไดบริสุทธิ์มา cross streak   
บนอาหาร nutrient glucose agar (NGA) เปนเวลา 2 วัน เพื่อใหไดโคโลนีเดี่ยว จากนัน้ใชเข็มเขีย่
แตะโคโลนีเดีย่วของแบคทเีรียมาจุดบนอาหารคัดเลือกเชือ้ในลักษณะ point inoculation บนอาหาร
จําเพาะ (วาสนา, 2539) เพื่อใชคัดเลือกเชื้อแบคทเีรียยอยไคตินโดยบมเชื้อที่อุณหภูมหิองเปนเวลา  
7 วัน วัดขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนี และขนาดเสนผาศนูยกลางบริเวณใสบันทกึผลและ  
หาสัดสวนการยอย colloidal chitin บนอาหารแข็งโดย 

สัดสวนการยอย colloidal chitin บนอาหารแข็งจากสูตร =  CZ/CS  
CZ = ขนาดเสนผาศูนยกลางบริเวณใส (clear zone = cz)

 

CS = ขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนี (colony size = cs) 
 
4.  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียยอยไคตนิในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา 

Rhizotonia solani สาเหตุโรคกาบใบแหงของขาวในระดบัหองปฏิบตัิการ 
 
 นําแบคทีเรียยอยไคตินมาทดสอบการเปนปฏิปกษกับเชือ้รา R. solani ดวยวิธี dual culture 
โดยใชเข็มเขีย่แตะเซลลของเชื้อแบคทีเรียทดสอบที่มีอาย ุ48 ช่ัวโมง แตะบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
PDA จํานวน 4 จุด ตรงขามกันในแนวกากบาท บมไว 1 วัน กอนตัดเสนใยเชื้อรา R. solani ที่เล้ียง
บนอาหาร PDA เปนเวลา 3 วัน ดวย cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 8 มิลลิเมตร นาํไปวางไวที่
จุดศูนยกลางของจานเลี้ยงเชือ้อาหาร PDA บมจานเลี้ยงเชือ้ไวที่อุณหภูมหิองวัดรัศมกีารเจริญของ
เชื้อราที่ออกมาจากจดุศูนยกลางทุกวันเปนเวลา 3-5 วัน คดัเลือกแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพยอย    
ไคตินไดดีและสามารถยับยัง้การเจริญของเชื้อรา R.  solani ไดดีดวยเพือ่ใชในการทดสอบตอไป 
(วรรณวิไล และ จิระเดช, 2543) บันทึกการเจริญของเสนใยเชื้อราและนาํไปคํานวณเปอรเซ็นตการ
ยับยั้งการเจรญิของเสนใยเชื้อราจากสูตร         
 

เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใย   =             R1 – R2 x100 
                                                                                                     R1 

R1 = ความยาวรัศมีการเจริญของเสนใย R. solani ในกรรมวิธีควบคุม 
R2 = ความยาวรัศมีการเจริญของเสนใย R. solani ในกรรมวิธีทดสอบ 
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 จากนั้นนําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหทางสถิติเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อรา R. solani สาเหตุโรคกาบใบแหงของขาววิเคราะหผลการทดลองที่ไดทั้งหมดและ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธีทางสถิติโดย Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) (P=0.05)  
เพื่อทําการทดลองตอไป 
 
5.  อิทธิพลของเชื้อแบคทีเรียยอยไคตินตอการงอกของเมล็ดขาว และการเจริญเติบโตของตนกลา
ขาวในระดับหองปฏิบตัิการ 
 
 5.1  การเตรียมเมล็ดขาว 
  

ฆาเชื้อที่ผิวเมล็ดขาวพันธุชัยนาท 1 ดวยสารละลาย sodium hypochlorite 0.525% กอน
ผ่ึงเมล็ดขาวใหแหงแลวนําไปทดสอบตอไป 
 

5.2  การเตรียมเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคติน 
  

เตรียมเซลลแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษโดยการเลี้ยงเชื้อจุลินทรียบนอาหาร 
nutrient glucose broth (NGB) นําไปเขยาบนเครื่อง rotary shaker ความเร็ว 200 รอบตอนาทีเปน
เวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปปรับใหมีความเขมขน 108 หนวยโคโลนี/มิลลิลิตร (CFU/ml) ดวยการ
วัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ใหมีคาเทากับ 0.2 (OD600 nm = 0.2)  
 

5.3  การทดสอบอิทธิพลของเชื้อแบคทีเรียยอยไคตนิตอการงอกของเมล็ดขาว 
  

หอเมล็ดขาวเปลือกที่สมบูรณซ่ึงผานการฆาเชื้อแลวดวยผาดิบใหมีลักษณะเปนตุม 
ขนาดตุมละ 10 กรัม กอนแชในน้ํานึง่ฆาเชื้อ 12 ช่ัวโมง ยกขึ้นใหสะเดด็น้ําแลวนํามาแชตอในเซลล
แขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียยอยไคตินที่คัดเลือก (เตรียมเซลลแขวนลอยเชื้อแบคทีเรียตามขอ 5.2)  
กรรมวิธีตางๆ จํานวน 20 ไอโซเลท สวนกรรมวิธีควบคุมแชเมล็ดขาวในน้ําที่ผานการนึ่งฆาเชื้อ  
แชเมล็ดขาวไวในเซลลแขวนลอยเปนเวลา 30 นาที ยกขึน้ใหสะเด็ดน้ําเชื้อจากนัน้บมเมล็ดขาวใน
หอผาที่ช้ืนไว 12 ช่ัวโมง กอนตรวจนับเปอรเซ็นตความงอกจากเมล็ดขาว 10 กรัม ในแตละกรรมวิธี 
จากนั้นนํามาเพาะลงบนกระดาษเพาะเมล็ด (tissue towel) เพื่อศึกษาการเจริญของตนกลาขาว 
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โดยในแตละกรรมวิธีแบงออกเปน 4 ซํ้า ใชเมล็ดขาว 100 เมล็ด/ 1 ซํ้า เติมน้ําใหกระดาษเพาะมี
ความชื้นตลอดการทดลองวางไวที่อุณหภมูิหอง เปนเวลา 7 วัน ตรวจนบัเมล็ดที่มีรากและลําตนงอก
ออกมาจากเปลือกของเมล็ดขาวโดยสมบูรณ วดัความยาวราก โดยวัดจากโคนรากถึงปลายราก วัด
ความสูงของกลาขาวโดยวดัจากโคนตนทีต่ิดกับเมล็ดจนถึงยอดสูงสุด (จิระเดช, 2548) 
 
6.  การพัฒนาแบคทีเรียยอยไคตินใหตานทานสารปฎิชีวนะ 
 

คัดเลือกแบคทเีรียยอยไคตินที่มีประสิทธิภาพมาพัฒนาใหไดสายพันธุที่ตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะเพื่อติดตามตรวจสอบปริมาณประชากรของแบคทีเรียโดยเตรยีมเซลลแขวนลอยของเชื้อ
แบคทีเรียยอยไคติน (ตามวิธีการในขอ 5.2) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร นําไปหยดและเกลี่ยบนอาหาร 
NGA ที่ผสมสารปฏิชีวนะ rifampicin 1 มิลลิกรัมตอลิตร (ppm) บมเชื้อที่อุณหภูมิหอง 24-48 
ช่ัวโมง นําเชื้อที่เจริญไดบนอาหารดังกลาว มาเพิ่มปริมาณบนอาหาร NGA ที่ผสมสารปฏิชีวนะ 
rifampicin 1 มิลลิกรัมตอลิตร (ppm) กอน 2-3 ครั้ง แลวจงึนําไปเตรียมเปนเซลลแขวนลอย       
เพื่อนําไปเกลี่ยบนอาหาร NGA ที่ผสมสารปฏิชีวนะ rifampicin 5, 10 และ 100 มิลลิกรัมตอลิตร 
(ppm) (จิรัสสา, 2546) คัดเลือกแบคทีเรียยอยไคติน 10 ไอโซเลท นํามาพัฒนาใหตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะ rifampicin ที่ความเขมขน 100  มิลลิกรัมตอลิตร (ppm) โดยแบคทีเรียในแตสายพันธุก็จะ
มีการคัดเลือกโคโลนีที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะมาทดสอบการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา    
R. solani  เปรียบเทียบกับโคโลนีที่เปน wild type อีกครั้งและเลือกโคโลนีที่ยังคงมีประสิทธิภาพใน
การยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา เพื่อนาํไปทดสอบอิทธิพลของแบคทีเรียยอยไคตินตอการงอก
และการเจริญเติบโตของขาวในระยะตนกลาตอไป โดยคัดเลือกโคโลนีที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
rifampicin ของแบคทีเรียยอยไคตินมาสายพันธุละ 10 โคโลนี เพื่อใชทดสอบประสิทธิภาพการ
ยับยั้งการเจรญิของเสนใยเชื้อรา R. solani เปรียบเทียบกับโคโลนีสายพันธุดั้งเดิม (wild type) 
 
7.  การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียยอยไคตินในการชักนําการสรางเอนไซมไคติเนส 
 

7.1  การเตรียมเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคติน 
 

เล้ียงเชื้อแบคทีเรียยอยไคตนิซึ่งผานการพฒันาใหตานทานสารปฏิชีวนะ 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  เขยาเลี้ยงในอาหาร NGB  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง กอนนํามาใช 
(ตามขอ 5.2)  
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7.2  การเตรียมตนขาว   
 

นําเมล็ดพันธุขาวพันธุชัยนาท 1 มาหอดวยผาดิบแลวแชในน้ําสะอาด 12 ช่ัวโมง ยกขึน้
ใหสะเด็ดน้ําแลวบมเมล็ดขาวในหอผาชื้นเปนเวลา 12 ช่ัวโมง กอนนําไปเพาะในกระบะเพาะ 
จํานวน 20 หลุม ซ่ึงบรรจุวัสดุเพาะดินเหนยีวนึง่ฆาเชื้อทีค่วามดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121°C เวลา 30 นาที 2 คร้ัง หางกนัครั้งละ 24 ช่ัวโมง โดยเพาะ 1 เมล็ด/หลุม ยายปลูกลง
ในกระถางดํากนกระถางไมมีรูขนาด 10 นิว้ (ปริมาตร 6 ลิตร) เมื่อกลาขาวมีอายุได 15 วัน ดแูลจน
ตนขาวอายุ 20 วัน จึงพนเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตินและเก็บตัวอยางตนขาวที่ 0-10 วัน 
มาวิเคราะหปริมาณโปรตีนและตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมไคติเนสตอไป 
 

7.3  การตรวจสอบ specific activity ของเอนไซม chitinase และวิเคราะหปริมาณโปรตีน
ในตนขาว (อายุ 20 วัน) 
 

7.3.1  การเตรียมตัวอยางพืชสําหรับวิเคราะห specific activity ของเอนไซมและ
วิเคราะหปริมาณโปรตีน 

 
เลือกเก็บตวัอยางสวนใบและยอดของตนขาวอายุ 20 วนั ภายหลังการพนเซลล

แขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตินไปแลวท่ี 0-10 วัน นําไปชั่งน้ําหนกัใบ กอนบดดวยโกรง แลว
เติมสารละลาย 0.05 M sodium acetate buffer pH 5.5 (อัตราสวนตัวอยางพืช 0.5 กรัมตอ acetate 
buffer 2 มิลลิลิตร) ดูดสารแขวนลอยพืชใส micro tube ขนาดบรรจุ 2  มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดวยเครื่อง centrifuge ที่ 10,000 rpm เปนเวลา 10 นาที เก็บของเหลวสวน
ใส (crude enzymes) ไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกระทั่งนาํไปตรวจสอบกจิกรรมของ
เอนไซม 

 
7.3.2  การวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม chitinase 
 

เจือจางสารละลายตัวอยางดวยน้าํนึ่งฆาเชือ้ในอัตรา 1:10 ใช pipette  
ดูดสารละลายตัวอยางปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร ใสใน Micro tube โดยใชน้ํากลั่นเปนตวัเปรียบเทียบ 
เติมสารละลาย colloidal chitin 1 มิลลิลิตร กอนนําไปบมในอางน้ําที่ควบคุมอุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส (water bath shaker) เพื่อใหเกดิปฏิกิริยาของเอนไซมเปนเวลา 1 ช่ัวโมง หยดุปฏิกิริยาโดย
การนําไปตมในน้ําเดือด 5 นาที ปนเหวี่ยงดวยความเรว็รอบ 2000 x g นาน 5 นาที ดดูสารละลายใส
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สวนบน 1 มิลลิลิตร ใสในหลอดแกวเติมสารละลาย Copper reagent 1 มิลลิลิตร นําหลอดแกวไป
ตมในน้ําเดือด 20 นาที ทําใหเยน็โดยแชในน้ําเยน็อุณหภูมิ 10-15 °C เติมสารละลาย Nelson’s 
reagent 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน วางไวทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 15 นาที เติมน้ํากลัน่ 9.5 มิลลิลิตร 
ผสมใหเขากัน วัดคาการดดูกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร 
เปรียบเทยีบคาที่ไดเพื่อหาปริมาณของ เอนไซม chitinase ในสารละลายตัวอยางกับกราฟมาตรฐาน
โดยใชสารละลาย N-acetylglucosamine เปนสารละลายมาตรฐาน (ขวัญเนตร, 2550) 

 
1 หนวยของกจิกรรมเอนไซม (unit; U) คือ ปริมาณเอนไซมที่สามารถทําใหเกิด                  

N-acetylglucosamine 1 ไมโครกรัม ใน 1 นาที ที่อุณหภมูิ 50 องศาเซลเซียส  
specific activity ของเอนไซม คือ ปริมาณ unit ของเอนไซมตอมิลลิกรัมโปรตีน           

(U/mg protein) 
 

7.3.3  การวิเคราะหปริมาณโปรตีน 
 

เจือจางสารละลายตัวอยางดวยน้าํนึ่งฆาเชือ้ในอัตรา 1:5 ใช pipette ดูด
สารละลายตัวอยางปริมาณ 0.5 มิลลิลิตรใสในหลอดแกวโดยใชน้ํากลัน่เปนตวัเปรียบเทียบเติม
สารละลาย Alkaline Copper 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันตั้งไวที่อุณหภมูิหองเพื่อใหเกิดปฏิกิริยา
เปนเวลา 10 นาที แลวเติม สารละลาย Folin-ciocalteu phenol reagent ที่เจือจางดวยน้ํากลั่นใน
อัตราสวน 1:1 แลว ปริมาณ 0.25 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันอยางรวดเรว็ตัง้ไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 
30 นาที เพื่อใหเกิดปฏกิิริยาอยางสมบูรณวัดคาการดดูกลืนแสงดวยเครื่อง spectrophotometer ที่
ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร เปรียบเทียบคาที่ไดเพื่อหาปริมาณโปรตีนในสารลายตัวอยางกับ
กราฟมาตรฐานโดยใช Bovine serum albumin (BSA) เปนสารมาตรฐาน  

 
8.  การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียยอยไคตินในการลดการเกิดโรคและชักนําใหตนขาว

ตานทานตอการเกิดโรคกาบใบแหงสาเหตุจากเชื้อรา Rhizoctonia solani   
 
8.1  การเตรียมตนขาว 
 

เตรียมตนขาวเชนเดียวกับขอ 7.2 ยายปลูกในกระถางดําขนาด 10 นิว้ (ปริมาตร 6 ลิตร) 
โดยปลูกขาวกระถางละ 1 ตน ดูแลจนตนขาวจนอายุ 45 วันจึงนําตนขาวมาทดสอบ 
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8.2  การเตรียมแบคทีเรียทดสอบ 
 

เล้ียงเชื้อแบคทีเรียยอยไคตนิซึ่งผานการพฒันาใหตานทานสารปฏิชีวนะ 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 เขยาเลี้ยงในอาหาร NGB เปนเวลา 48 ช่ัวโมง กอนนํามาใช 
(ตามขอ 5.2)  

 
8.3  กรรมวิธีที่ใชในการทดลอง 

 
การทดลองนี้วางแผนการทดลองแบบ RCD กรรมวิธีละ 3 ซํ้าๆ ละ5 ตน ทั้งหมด 12 

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

 
8.4  การตรวจความรุนแรงของโรคกาบใบแหงของขาว 

 
หลังจากปลูกเชื้อรา R. solani เปนเวลา 7 และ 14 วัน วัดความสูงของแผล โดยวัดจาก

โคนตนที่ระดบัความสูงของน้ําถึงจุดสูงสุดที่แผลลุกลาม และความสูงของกาบใบ โดยวัดจากโคน
ตนที่ระดับน้ําถึงรอยตอระหวางกาบใบและแผนใบ (ขอตอใบ) แลวคํานวณความรุนแรงของโรค  
(นิชากร, 2551) 
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  ดังสมการความรุนแรงของโรค (%)      =      ความสูงของแผล    x 100 
                                                                                         ความสูงของกาบใบ 

 
8.5  การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม chitinase  

 
ทดสอบตนขาวอายุ 45 วัน โดยนําเชื้อรา R. solani ที่เล้ียงบนขาวเปลือก (ตาม

ภาคผนวก ก) บรรจุในซองชาหอละ 2 กรัม ปลูกเชื้อโดยตรงดวยการเหน็บหอเชื้อไวที่กลางกอขาว 
จากนั้นใชไหมพรมผูกไวบริเวณที่ปลูกเชือ้เก็บตัวอยางพืช รวมกับการรดแบคทีเรียยอยไคตนิตาม
กรรมวิธีทดสอบ (ขอ 8.3) หลังการปลูกเชื้อรา R. solani ตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงเอนไซมไคติเนส        
วันที่ 0-10 ตามขอ 7.3  

 
8.6  การตรวจนับปริมาณเชือ้แบคทีเรียยอยไคตินในวัสดุปลูกภายหลังการทดลอง 

 
 ตรวจปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษโดยการเก็บน้ําในกระถางแตละกรรมวิธีมาตรวจ
ดวยวิธี serial dilutionแลวหยดลงบนผิวหนาอาหาร NGA ที่ผสมสารปฏิชีวนะ rifampicin 50 ppm 
จํานวน 0.1 มิลลิลิตรตอจานบมไว 2-3 วัน ตรวจนับโคโลนีของแบคทีเรียที่เจริญบนผวิหนาอาหาร 
บันทึกคาปริมาณเชื้อเปนหนวยโคโลนี (colony forming unit) ตอสารละลายธาตุอาหาร 1 มิลลิลิตร 
(CFU/ml) 
 

8.7  การตรวจนบัเปอรเซ็นตการครอบครองรากของเชื้อแบคทีเรียยอยไคตินและการ
สงเสริมการเจริญเติบโตของตนขาวในกรรมวิธีตางๆ  

  
เก็บตนขาวอายุ 120 วันวัดความยาวรากและลําตนจากกรรมวิธีตางๆ การวัดความยาว

รากไดจากการวัดจากโคนรากถึงปลายราก  สวนการวดัความสูงของลําตน วัดจากโคนตนจนถึงยอด
สูงสุด นํารากมาตัดเปนชิ้นเล็กๆ ประมาณ 1 เซนติเมตร ลางดวย sodium hydrochlorite 0.525 % 
นาน 5 นาที ลางดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลวจํานวน3 คร้ัง นํารากมาซับใหแหงดวยกระดาษทิชชู นึ่ง
ฆาเชื้อ จากนัน้นํารากที่ไดในแตละกรรมวิธีมาวางบนอาหาร NGA ผสมสารปฏิชีวนะ rifampicin 
100 ppm กรรมวิธี 3 ซํ้าๆละ 10 ช้ิน บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1-2 วัน ตรวจนับปริมาณการ
ครอบครองรากของเชื้อแบคทีเรียที่ยอยไคตินทั้ง 10ไอโซเลท โดยดูจากการเจริญของเชื้อรอบ
บริเวณราก 
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8.8  การเก็บเกีย่วผลผลิต 
 

เมื่อตนขาวอายุ 120 วัน ทําการเก็บเกีย่วผลผลิตเมื่อรวงขาวแกเต็มที่ นํามาตากแดดให
รวงขาวและเมล็ดขาวเปลือกแหงสนิท สุมเก็บรวงขาวกรรมวิธีละ 3 ซํ้าๆ ละ10 รวง เพื่อนําไปชั่งหา
คาเฉลี่ยน้ําหนกัผลผลิตตอรวง แยกเมล็ดขาวเปลือกออกจากรวงโดยฝดขาวและนําเมล็ดขาวเปลือก
ที่ไดแยกออกเปนแตละกรรมวิธี นําเมล็ดขาวเปลือกไปชั่งน้ําหนกัของกรรมวิธีตางๆ 
 

สถานที่ทําการทดลอง 
 

 หองปฏิบัติการควบคุมโรคพืชโดยชีวภาพ และเรือนปลูกพืชทดลอง ภาควิชาโรคพืช  
คณะเกษตร กาํแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน อ.กําแพงแสน 
จ.นครปฐม 
 

ระยะเวลาที่ทําการทดลอง 
 

ดําเนินการทดลองระหวางเดอืน กุมภาพันธ 2549 – ธันวาคม 2552 
 



ผลและวิจารณ 
 

1.  การแยกเชื้อรา Rhizoctonia solani สาเหตุโรคกาบใบแหงของขาว 
 

จากการแยกเชือ้สาเหตุโรคกาบใบแหงของขาว พบวาลักษณะแผลบนกาบใบ เร่ิมแรกเกิด
แผลช้ําๆ รูปไข สีเขียวปนเทาตรงกาบใบบริเวณระดับน้ํา ตอมาแผลขยายขึ้นและเปลี่ยนเปนสีขาวปน
เทาหรือสีฟางขาว ขอบมีสีน้ําตาลไหม เมื่อเปนมากๆ แผลลุกลามถึงกันทําใหรูปรางไมแนนอน (ภาพ
ที่ 1) เมื่อแยกเชื้อสาเหตุโดยวิธี tissue transplanting technique บนอาหาร PDA (potato dextrose agar) 
พบวามีเชื้อราเจริญออกมาจากบริเวณชิ้นสวนกาบใบขาวที่แสดงอาการเปนเสนใยเปนสีขาว เมื่อเจริญ
เต็มที่เสนใยจะเปลี่ยนเปนสเีหลืองอมน้ําตาล สามารถเจริญและสรางเสนใยไดอยางรวดเร็ว จาก
การศึกษาพบวาเชื้อรา R. solani สาเหตุโรคเจริญเต็มจานอาหารเลี้ยงเชื้อภายใน  
48 ช่ัวโมง ยิ่งตนกลาขาวมีการแตกกอมาก ตนขาวเบยีดเสียดกันมาก ทาํใหเกิดโรครุนแรง ปรากฏ
อาการตามกาบใบตรงบริเวณใกลระดับน้าํ แผลลุกลามขยายใหญขึ้นจนมีขนาดไมจํากัด และลุกลาม
ขยายขึ้นถึงใบขาว ถาเปนพนัธุขาวที่ออนแอ แผลสามารถลุกลามถึงใบธงและกาบหุมรวงขาว ทําให
ใบและกาบเหีย่วแหงผลผลิตลดลงอยางมาก (ดารา และคณะ, 2545) จากการตรวจดูภายใตกลอง
จุลทรรศน พบวาเสนใยเชื้อรานี้ในระยะยังออน เสนใยจะไมมีสี เมื่ออายุมากขึ้นจึงเปลี่ยนเปนสี
น้ําตาลแกมเหลือง และมีผนังกั้นเซลล (septa) กั้นบริเวณใกลจุดทีแ่ตกแขนง เสนใยเชื้อราที่เล้ียงบน
อาหาร PDA เปนเวลา 7-10 วัน มีการสรางเม็ด sclerotium ที่ประกอบดวยเสนใยประสานกันเปนกลุม
อยางหลวมๆ ลักษณะเปนกอนคอนขางแบน ขนาดไมสม่ําเสมอ มีสีน้ําตาล (Ou, 1985; วิจยั, 2551)  
  

จากการนําเชื้อรา R.  solani ที่แยกไดไปปลูกเชื้อใหกบัตนขาวอายุ 45 วัน ที่ปลูกในกระถาง
ขนาดเสนผาศนูยกลางปากกระถาง 10 นิ้ว เพื่อพิสูจนโรคตามวิธีการของ Koch (Koch’s postulation) 
พบวาหลังจากปลูกเชื้อแลว ประมาณ 3-5 วัน ตนขาวเริ่มแสดงอาการ ระยะแรกเกิดแผลช้ําๆ เปนรูป
ไข สีเขียวปนเทา ตรงกาบใบบริเวณระดบัน้ํา ตอมาแผลขยายโตขึ้น เมื่อนําบริเวณที่แสดงอาการของ
โรคมาแยกเชือ้ซํ้าอีกครั้งบนอาหาร PDA พบวามีเสนใยของเชื้อรา R. solani เจริญออกมาจากชิน้กาบ
ใบขาวที่แสดงอาการและมีลักษณะเหมือนกับเชื้อราที่ไดปลูกเชื้อลงไปในตนขาว 
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ภาพที่ 1  ก. กาบใบขาวทีแ่สดงอาการโรคกาบใบแหงโดยเกดิแผลเปนรูปไขขอบสีน้ําตาลไหม 
  ข. เชื้อรา Rhizoctonia solani ที่เจริญบนอาหาร PDA เปนเวลา 2 วัน ที่อุณหภูมิหอง 
 
2.  การแยกแบคทีเรียยอยไคตินจากรากขาวในแหลงปลูกตามธรรมชาต ิ  
 

จากการแยกแบคทีเรียยอยไคตินบริเวณรอบผิวรากของตนขาวที่ปลูกในสภาพแวดลอมตาม
ธรรมชาติ จากขาวที่มีระยะการเจริญ 3 ระยะ คือ ระยะตนกลา (seedling stage) ระยะแตกกอ (tillering 
stage) และระยะตั้งทอง (booting stage) ดวยวิธีการลางรากขาวดวยสารละลาย sodium hypochlorite 
0.525% แลวแยกบนอาหารจาํเพาะ (chitin agar selective medium) พบวาสามารถแยกแบคทีเรียได
ทั้งหมด 75 ไอโซเลท โดยไดจากขาวระยะตนกลา 28 ไอโซเลท ไดจากขาวระยะแตกกอ 22 ไอโซเลท 
และไดจากระยะตั้งทอง 25 ไอโซเลท (ตารางที่ 1) ซ่ึงในการแยกเชื้อแบคทีเรียนั้นสามารถพบเชื้อ
แบคทีเรียบริเวณรากขาวไดในทุกระยะการเจริญของตนขาวเชื้อแบคทเีรียที่แยกไดมลัีกษณะ
คลายคลึงกันในขาวทุกระยะ นอกจากนี้พบวาเชื้อแบคทีเรียที่พบในสวนรากขาวนั้นมีความ
หลากหลายของชนิดแบคทีเรียนอยแตมีปริมาณเชื้อที่พบมาก เนื่องมาจากบริเวณสวนของรากนั้นมี
ความชื้นและธาตุอาหารอยูมากสงผลตอความสามารถในการมีชีวิตรอดของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได 

 
การแยกเชื้อแบคทีเรียในแตละสภาพแปลงปลูกสามารถแยกเชื้อแบคทเีรียปฏิปกษไดทุก

แหลงและมีความหลากหลาย เนื่องจากเชือ้แบคทีเรียนัน้สามารถพบไดทั่วไปในสภาพตามธรรมชาติ 
ทุกสภาพแวดลอมเพราะสปอรที่แบคทีเรียสรางมีความทนทานตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมได
โดยพบวาสภาพแวดลอมที่แตกตางกันทําใหจํานวนและชนิดของแบคทีเรียที่แยกไดมีความ
หลากหลายเพิม่ขึ้น จากการแยกเชื้อแบคทเีรียโดยการเลี้ยงบนอาหารจาํเพาะ chitin agar selective 

 ก  ข 
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medium นั้นพบวาแบคทีเรียที่แยกไดสวนใหญเปนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยอยสลาย 
colloidal chitin และสามารถเจริญบนอาหารคัดเลือกจากสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวทํา
ใหไมสามารถแยกเชื้อแบคทเีรียที่มีอยูทั้งหมดได  

 
 สําหรับจํานวนเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดพบวามีปริมาณของเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดไมเทากัน 
เหตุที่เปนเชนนั้นอาจเปนเพราะความแตกตางของสภาพแวดลอมในแหลงที่เก็บตวัอยางรากขาว 
ความอุดมสมบูรณของดินซึง่มีผลตอการเจริญของจุลินทรียในดนิและบริเวณรอบผิวรากดวยเชนกัน  
 
ตารางที่ 1  จํานวนของแบคทีเรียยอยไคตนิซึ่งแยกไดจากผิวรากขาวในระยะตางๆ ซ่ึงปลูกใน

สภาพแวดลอมตามธรรมชาติดวยการใชอาหารแยกเชื้อ 1/  
 

ขาวระยะตางๆ จํานวนไอโซเลท แกรมบวก แกรมลบ 

ระยะตนกลา PT1 – PT28 = 28 16 12 

ระยะแตกกอ PT29 – PT50 = 22 18  4 

ระยะตั้งทอง PT51 – PT85 = 25 15 10 

รวม 75 49 26 

 
1/  อาหารที่ใชในการแยกเชือ้แบคทีเรียยอยไคติน คือ chitin agar selective medium 
 

จากตารางที่ 1 แบคทีเรียทั้งหมดที่แยกไดจากผิวรากของตนขาวที่ปลูกในสภาพธรรมชาติ75 
ไอโซเลท เมื่อทดสอบแกรมดวยสารละลายดาง 3% KOH โดยแบคทีเรียแกรมลบมปีฏิกิริยาเปนบวก 
มีลักษณะยดืและแกรมบวกมีปฏิกิริยาเปนลบมีลักษณะไมยืดเมื่อทดสอบดวยสารละลายดาง (Schaad 
et al., 1980) พบวาเปนแบคทีเรียแกรมบวก 49 ไอโซเลท แกรมลบ 26 ไอโซเลท ซ่ึงสอดคลองกับ
รายงานของ Jager et al. (2001) อธิบายเกีย่วกับการใชสารเคมีปองกันกาํจัดโรคและแมลง มีผลตอการ
เปลี่ยนแปลงประชากรของเชือ้จุลินทรีย และพบวาแบคทีเรียที่เปนแกรมบวกจะสามารถทนตอ
สารเคมีไดมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ การแยกแบคทีเรียจากผวิรากขาวในระยะตางๆ สามารถแยก
แบคทีเรียซ่ึงมคีวามหลากหลายของลักษณะโคโลนี เชน กลุมที่มีสีครีม ลักษณะกลม ขอบโคโลนี
เรียบ กลุมที่มสีีขาว ลักษณะกลม ขอบโคโลนีไมเรียบ กลุมที่มีสีขาว รูปรางไมแนนอน (ตาราง
ภาคผนวกที่ 1) เนื่องจากแบคทีเรียที่เปนสาเหตุโรคพชืสวนใหญมักเปนแบคทีเรียแกรมลบ (วิชัย, 
2549) และพบวาแบคทีเรียที่เปนแกรมบวกซึ่งแยกไดจากกรรมวิธีการใชสารละลาย sodium 
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hypochlorite 0.525% ฆาเชื้อที่อยูบริเวณผิวรากดานนอก แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียแกรมบวกที่แยกได
นั้นสามารถเจริญครอบครองผิวของรากขาวดานในได จดัเปนสิ่งมีชีวิตที่เปนเอนโดไฟท (endophyte) 
เชนเดยีวกับรายงานของ Hallman และคณะ (1997) ที่ใหคาํจํากัดความของแบคทีเรียทีเ่ปนเอนโดไฟท 
(endophytic bacteria) คือแบคทีเรียที่สามารถพบไดภายในเนื้อเยื่อของพืชและที่อาจเปนอันตรายหรือ
เกื้อกูลประโยชนใหกับพืชอาศัย 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2  เชื้อแบคทีเรียที่ streak บนอาหาร NGA อายุ 48 ช่ัวโมง 
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3.  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียในการผลิตเอนไซมยอยไคตินในระดบัหองปฏิบตัิการ 
  
 จากการแยกและคัดเลือกแบคทีเรียที่ยอยไคติน ทั้งหมด 49 ไอโซเลท ซ่ึงเปนแบคทีเรียแกรม
บวก เล้ียงบนอาหารจําเพาะ chitin agar selective medium โดยปลูกเชือ้แบบ point inoculation บน
อาหารจําเพาะ บมไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน พบวาสามารถจัดกลุมแบคทีเรียยอยไคตินซึ่งมคีา
สัดสวนระหวางขนาดเสนผาศูนยกลางบริเวณใสตอขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีมากกวา 2.0  
มีจํานวน 14 ไอโซเลท และแบคทีเรียยอยไคตินซึ่งมีสัดสวนระหวางเสนผาศูนยกลางบริเวณใสตอ
ขนาดเสนผาศนูยกลางโคโลนีในชวง 1.0-2.0 มีจํานวน 30 ไอโซเลท และแบคทีเรียยอยไคตินซึ่งมคีา
สัดสวนนอยกวา 1.0 มีจํานวน 5 ไอโซเลท ดังแสดงตามตารางที่ 2  
 
ตารางที่ 2  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการยอย colloidal chitin บนอาหารจําเพาะ   
     chitin agar selective medium 
 

สัดสวน CZ/CS 1/ ไอโซเลท (จํานวน) 
มากกวา 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 

นอยกวา 1.0 PT12, PT46, PT59, PT74 และ PT75 
Total = 5 

 
1/  สัดสวนการยอย colloidal chitin บนอาหารแข็งจากสูตร =  CZ/CS  
    CZ = ขนาดเสนผาศูนยกลางบริเวณใส (clear zone = cz) 
    CS = ขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนี (colony size = cs)  
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เชื้อแบคทีเรียยอยไคตินที่มีสัดสวนการยอย colloidal chitin มากกวา 2 มีจํานวน  
14 ไอโซเลท แสดงถึงแนวโนมของการผลิตเอนไซมไคตเินสไดด ีเชื้อแบคทีเรียที่สามารถยอย 
colloidal chitin ทุกไอโซเลทกอใหเกิด clear zone มีขนาดแตกตางกันไป แสดงถึงความสามารถของ
เชื้อในการผลติเอนไซมไคติเนส แบบสงออกนอกเซลลเพือ่ยอย colloidal chitin ที่แตกตางกัน (สายพณิ 
และคณะ, 2551)  
 
 การศึกษาเชื้อแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมยอยไคตนิไดสูงในการทดสอบ
เบื้องตนดวยการใชอาหารที่มีซับสเตรทของเอนไซมไคติเนส (colloidal chitin) เปนองคประกอบนั้น
สามารถพบบริเวณใสในจานอาหารทดสอบไดแตกตางกันอาจเนื่องมาจากสภาพในจานอาหารทดสอบ
ที่มีความเหมาะสมตอเชื้อแบคทีเรียยอยไคตินแตละไอโซเลทไดตางกนัของ สามารถสังเกตเห็นบริเวณ
ใสในจานอาหารทดสอบแบคทีเรียไอโซเลท PT9 ไดมากที่สุดโดยมีสัดสวนระหวางเสนผาศูนยกลาง
บริเวณใสตอขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนีเทากับ 2.89 จากรายงานของ Zhang (2000) พบวาการเจริญ
ของเชื้อจุลินทรียโดยปกตินัน้อาจไมจําเปนตองสรางเอนไซมหรือสรางไดในปริมาณที่นอยมาก ซ่ึงจาก
งานทดลองที่ใชผนังเซลลของเชื้อราสาเหตโุรคเปนสวนประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อกระตุนให
เชื้อจุลินทรียสรางเอนไซมทําใหสามารถสกัดหรือแยกเอนไซมไดในปริมาณที่มากขึน้ 
 
4.  ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียยอยไคตินในการยับยัง้การเจริญของเสนใยเชื้อรา Rhizotonia 

solani สาเหตุโรคกาบใบแหงของขาว 
 

การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani ดวยวิธี dual culture 
พบวาแบคทเีรียแกรมบวกแตละไอโซเลทจากทั้งหมด 49 ไอโซเลท มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการ
เจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani ไดแตกตางกันโดยสามารถแบงออกไดเปน 3 กลุม คือ กลุมที่มี
เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา ในชวง 0-30, 31-60 และมากกวา 60 เปอรเซ็นต จํานวน 
25, 18 และ 6 ไอโซเลท ตามลําดับ (ตารางที่ 3)  
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ตารางที่ 3  จํานวนของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกทีแ่ยกไดจากรากขาวในการยับยั้งการเจริญของเสนใย
เชื้อรา Rhizoctonia solani ดวยวิธี Dual culture บนอาหาร Potato Dextrose Agar  

 
เปอรเซ็นตการยับยั้ง 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/   เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใย R. solani เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม   
    คํานวณจากเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใย   =      R1 –  R2  x 100 
                                                                                                        R1 
       R1 คือ รัศมีการเจริญของเสนใย R. solani ในกรรมวธีิควบคุม 
       R2 คือ รัศมีการเจริญของเสนใย R. solani ในกรรมวธีิทดสอบ 
 

พบวาแบคทเีรีย 20 ไอโซเลท สามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani ไดโดยมี
เปอรเซ็นตการยับยั้งอยูในชวง 23.3-64.9 เปอรเซ็นต แบคทีเรียไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งการเจรญิของเสนใยเชื้อราไดดีที่สุด คือไอโซเลท PT56  (64.9 เปอรเซ็นต) แตกตางกับกรรมวิธี
ควบคุมอยางมนีัยสําคัญ แตไมแตกตางกับ PT28 (63.6 เปอรเซ็นต) ซ่ึงมีเปอรเซ็นตยับยั้งรองลงมา 
และแบคทีเรียไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อราไดต่ําที่สุด คือ 
ไอโซเลท PT69 (23.3 เปอรเซ็นต) (ตารางที่ 4) โดยเสนใยของเชื้อราหยุดการเจริญบริเวณที่พบกับ
โคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย (ภาพที่ 3 ) ซ่ึงแบคทีเรียยอยไคตินในแตละไอโซเลทที่สามารถยับยั้งการ
เจริญของเชื้อราสาเหตุโรคกาบใบแหงไดนัน้มีลักษณะการยับยั้งในแนวทางที่สรางสารปฏิชีวนะโดย
พบวารอบๆ โคโลนีมีลักษณะเปน clear zone ทําใหเชื้อสาเหตุโรคไมสามารถเจริญไดในบริเวณ
ดังกลาว  
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ตารางที่ 4  รัศมีโคโลนีและเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจรญิของเสนใยของเชื้อรา Rhizoctonia solani  
เมื่อทดสอบดวยวิธี dual culture บนอาหาร Potato Dextrose Agar   

 

ไอโซเลท 
รัศมีโคโลนีของเชื้อรา 

R. solani 1/     (ซม.) 

การยับยั้งการเจริญของ 
เสนใย 2/   (%) สัดสวน 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/ 
 

 

 

 

 



 

39 

ตารางที่ 4  (ตอ) 
  

    1/  รัศมีของเสนใยเชื้อรา R .solani วัดจากกึ่งกลางของโคโลนีถึงปลายเสนใย (เซนติเมตร)   
คาเฉลี่ยคิดจาก 4 ซํ้า หลังจากวางเชื้อราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA 2 วัน   

   2/  เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใย R. solani เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม   
คํานวณจากเปอรเซ็นตการยบัยั้งการเจริญของเสนใย   =     R1-R2  x 100 
                                                                                                R1 
       R1 คือ รัศมีการเจริญของเสนใย R. solani ในกรรมวธีิควบคุม 
       R2 คือ รัศมีการเจริญของเสนใย R. solani ในกรรมวธีิทดสอบ 

   3/  สัดสวนการยอย colloidal chitin บนอาหารจําเพาะ chitin agar selective medium 
จากสูตร =  CZ/CS                                                                                                       
 CZ = ขนาดเสนผาศูนยกลางบริเวณใส (clear zone = cz) 
 CS = ขนาดเสนผาศูนยกลางโคโลนี (colony size = cs)  

   4/  คาเฉลี่ยที่กาํกับดวยตวัอักษรที่เหมือนกนัในแนวตั้งไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญ
ทางสถิติตามวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (P = 0.05) 

   5/  ND = ไมไดตรวจสอบ (not- determined) 
 
จากการแยกและทดสอบแบคทีเรียที่ยอย colloidal chitin บนอาหารคัดเลือกเชื้อแลวทดสอบ

ประสิทธิภาพของจุลินทรียที่แยกไดในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา Rhizoctonia solani บน
อาหาร PDA พบวามีการยับยั้ง 2 ลักษณะคือ แบบที่สรางสารปฏิชีวนะออกมายับยั้งทาํใหเกิดบริเวณ
ใส (clear zone) และแบบแขงขัน (competition) ซ่ึงเปนชนิดที่มีการเจริญอยางรวดเรว็และมีการ
แขงขันการใชอาหารมีผลใหเชื้อสาเหตุโรคเจริญไดชาลงหรือหยดุการเจริญได (Whipps, 1987) จาก
การทดลองวัดรัศมีเสนใยเชื้อรา R. solani จากจุดกึ่งกลางของจานอาหารเลี้ยงเชื้อจนถึงปลายเสนใย
แลวเปรียบเทยีบกับกรรมวธีิควบคุม แลวนํามาคํานวณเปนเปอรเซ็นตยับยั้งการเจรญิ สามารถคัดเลือก
จุลินทรียที่แสดงใหเห็นบริเวณใสและยับยั้งการเจริญของโคโลนีของเชื้อรา R. solani ได จุลินทรยีที่
ไดจากการคัดเลือกมีการสรางสารปฏิชีวนะทั้งหมด และมโีอกาสที่จะควบคุมโรคไดดี เนื่องจากคาด
วามีกลไกในการยับยั้งเชื้อมากกวา 1 กลไก จึงไดคัดเลือกแบคทีเรียยอยไคตินไดสูงและสามารถยับยั้ง
การเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani ได จํานวน 10 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท   PT7, PT9, PT10, PT20, 
PT23, PT27, PT28, PT31, PT56 และPT65 และแบคทีเรียที่ยอยไคตินไดต่ําแตสามารถยับยั้งการเจริญ
ของเสนใยเชื้อรา R. solani ได จํานวน10 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท PT1, PT8, PT17, PT19, PT24, 
PT25, PT48, PT49, PT69 และ PT70 เพื่อใชในการศึกษาตอไป 
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การศึกษาเชื้อแบคทีเรียที่ยอยไคตินไดสูงพบวามีความสามารถในการยังยั้งการเจริญของ 
เสนใยเชื้อรา R. solani ไดดซ่ึีงสอดคลองกับรายงานของ Kamil et al. (2007) ที่พบวาแบคทีเรียที่มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมไคติเนสและยอยไคตนิใชเปนแหลงพลังงาน เชน ยีนchiA ที่ผลิต
จาก Serratia marcescens มีความสามารถในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคพืชนอกจากนี้ยังพบวา
แบคทีเรียยอยไคตินไดต่ําแตมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani ไดดี
เนื่องมาจากแบคทีเรียยอยไคตินเมื่อไดรับการกระตุนดวยเชื้อสาเหตุโรคทําใหมีการผลิตเอนไซมใน
กระบวนการเปนปรสิตได ซ่ึงในสภาพการเจริญตามปกติของแบคทีเรียอาจไมจําเปนตองสราง
เอนไซมหรือสรางไดในปรมิาณที่นอยมาก 

 
แบคทีเรียปฏิปกษตอเชื้อรา R. solani บางไอโซเลทที่คัดเลือกไวสามารถผลิตสารยับยั้งการ

เจริญของเชื้อรา R. solani ได สารที่สรางปลดปลอยออกนอกเซลลมีผลใหเชื้อราไมสามารถเจริญเขา
ไปในบริเวณนั้นได โดยสารดังกลาวอาจเปนไดทั้งเอนไซมหรือ bioactive compound (สายพิณ และ
คณะ 2551) อ่ืนที่ไมใชเอนไซม แตอยางไรก็ตามถาเอนไซมที่แบคทีเรียสรางสัมผัสกับเสนใยของรา 
R. solani ซ่ึงมีโครงสรางหลักคือไคตินยอมสรางความเสียหายใหกับเชื้อรา R. solani ได จากการที่
โครงสรางของเชื้อราโดยสวนใหญพบวาสวนที่เปนผนังเซลลประกอบดวยไคตินเปนหลักและไคตนิ
ถูกยอยสลายดวยเอนไซมไคติเนส มีจุลินทรียหลายชนดิผลิตไคติเนสได เชน แบคทีเรีย S. 
marcescens  Aeromonas sp.  และ Pseudomonas aeruginosa และActinomycetes หลายชนิดที่สราง
ไคติเนสไดโดยเฉพาะพวกทีพ่บมากในดินคือ Streptomyces (Gupta et al., 1995) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 PT9  PT7  Control 

 PT20  PT1  PT56 
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ภาพที่ 3  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการยบัยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา  
   Rhizoctonia solani บนอาหาร PDA เปนเวลา 3 วัน โดยวิธี Dual culture 
 
5.  อิทธิพลของเชื้อแบคทีเรียยอยไคตินตอการงอกของเมล็ดขาวและการเจริญเติบโตของตนกลาขาว
ในระดับหองปฏิบตัิการ 

 
จากการตรวจนับเปอรเซ็นตการงอกของเมล็ดขาวหลังจากแชในเซลลแขวนลอยของ

แบคทีเรียที่ยอยไคตินเปนเวลา 30 นาที แลวบมเชื้อเปนเวลา 12 ช่ัวโมง กอนนําไปเพาะในกระดาษ
เพาะ พบวากรรมวิธีที่แชเมลด็ในเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคติมีคาเปอรเซ็นตการงอกอยู
ในชวง 92.50-99.75 เปอรเซ็นต โดยไอโซเลท PT10 มีคาเปอรเซ็นตการงอกสูงสุดคือ 99.75 
เปอรเซ็นต รองลงมาคือไอโซเลท PT56, PT9, PT23 และPT28 มีคาเปอรเซ็นตการงอก 99.50, 99.25, 
99.00 และ 98.75 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ไอโซเลทสวนใหญไมมีความแตกตางกับกรรมวิธีควบคุมซ่ึง
มีคาเปอรเซ็นตการงอก 98.75 เปอรเซ็นต ในขณะที่ไอโซเลท PT24 มีคาเปอรเซ็นตการงอกต่ําที่สุด
คือ 92.50 เปอรเซ็นต แตกตางจากกรรมวิธีควบคุมอยางมนีัยสําคัญ (ตารางที่ 5)                                                             

 
 

 PT9  PT7  Control 

 PT20  PT1  PT56 
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การวัดความยาวรากและความสูงของสวนยอดตนกลา อายุ 7 วัน พบวาคาเฉลี่ยความยาวราก
ของตนกลาพบอยูระหวาง 9.08-12.48 เซนติเมตร โดยเมล็ดขาวที่ผานกรรมวิธีการแชในเซลล
แขวนลอยของแบคทีเรียที่ยอยไคตินไอโซเลท PT31 จะพบคาเฉลี่ยความยาวรากที่สูงที่สุด คือ 12.48 
เซนติเมตร รองลงมาคือ PT9, PTPT20, PT56 และ PT10 มีคาเฉลี่ยความยาวรากที่ 12.74, 12.46, 
12.36 และ 12.33 เซนติเมตร ตามลําดับโดยไมแตกตางทางสถิติกับกรรมวิธีควบคุมซ่ึงมีคาความยาว
ราก 12.35 เซนติเมตร  

 
สวนความสูงของสวนกลาขาวพบวามีคาเฉลี่ยความสูงของสวนยอดตนกลาอยูระหวาง 2.57-

6.33 เซนติเมตร โดยกรรมวิธีการแชเมล็ดในเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตนิไอโซเลท PT25 
พบคาเฉลี่ยความสูงของสวนยอดยาวที่สุดคอื 6.33 เซนติเมตรรองลงมาคือ PT 65 ซ่ึงมีคาเฉลี่ยความ
สูง 6.31 เซนติเมตร แตกตางทางสถิติกับกรรมวิธีควบคุมในขณะที่ไอโซเลท PT19 พบวามีคาเฉลีย่
ความสูงของตนกลานอยที่สุดคือ 2.57 เซนติเมตร แตกตางอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับ
กรรมวิธีควบคมุ (ตารางที่ 5) 
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ตารางที่ 5  เปอรเซ็นตการงอก คาเฉลี่ยความยาวรากและคาเฉลี่ยความสูงตนกลาขาวเมื่อนําเมล็ดที่
ผานการแชในเซลลแขวนลอยแบคทีเรียทีย่อย เพาะลงบนกระดาษเพาะเมล็ด 7 วัน 

 
ไอโซเลท การงอกบนกระดาษเพาะ (%) ความยาวราก1/ (ซม.) ความสูงลําตน2/ (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  (ตอ) 
 

   1/  ความยาวรากวัดจากสวนโคนรากที่ติดกับเมล็ดขาวถึงสวนปลายสดุของรากจากนั้น
นํามาหาคาเฉลี่ย 

   2/  ความสูงตนกลาขาววัดจากสวนโคนของลําตนที่ติดกับเมล็ดขาวจนถึงสวนปลายใบขาว 
จากนั้นนํามาหาคาเฉลี่ย 

    3/  คาเฉลี่ยที่กํากับดวยตวัอักษรเดยีวกันในแนวตั้งของตารางไมมีความแตกตางกันทาง
สถิติเปรียบเทียบทางสถิติโดย Duncan’s Multiple Range Test (P=0.05) 

 
จากการทดสอบการแชเมล็ดขาวดวยเซลลแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียยอยไคติน พบวา

แบคทีเรียยอยไคตินบางไอโซลทชวยใหตนขาวมีความยาวรากและความสูงตนกลาเจริญดีกวาปกติ 
อาจเนื่องมาจากเชื้อแบคทีเรียสามารถสรางสารบางชนิดไปกระตุนการเจริญของตนขาวไดซ่ึง
สอดคลองกับการทดลองของ จิระเดช และคณะ (2548) ที่ใชเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. (B-03)   
แชเมล็ดกอนนําไปทดสอบเปอรเซ็นตการงอกและการเจริญของตนกลาขาว พบวาเมล็ดมีเปอรเซ็นต
การงอกเร็วสูงเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม นอกจากนี้ยังพบวาตนกลาขาวมีการเจริญยืดยาว
ของรากและสวนสูงของตนกลามากกวาการเพาะดวยวิธีการปกติ นอกจากนี้ Kleifield and Chet 
(1992) พบวาการตอบสนองการเจริญของพืชโดยการใชจุลินทรียที่อยูบริเวณรอบรากนั้นมาจากการที่
จุลินทรียที่ใชมีชีวิตรอดและพัฒนาตวัเองในบริเวณรากพืช สามารถครอบครองรากพืชจึงสงเสริมการ
เจริญของพืชได แบคทีเรียทีอ่าศัยบริเวณดนิรอบรากพืช (plant growth promotion rhizobacteria; 
PGPR) มีประโยชนในการสงเสริมการเจริญเติบโตและเพิ่มความตานทานของพืชตอโรค สามารถ
กระตุนการเจริญของพืชไดโดย PGPR มีการสรางกลไกมากกวา 1 กลไกในการพฒันาการเจริญและ
ความแข็งแรงของตนพืชซ่ึงกลไกเหลานี้อาจเกิดขึน้เปนไปตามลําดับหรือเกิดขึ้นไดพรอมกันใน
ขั้นตอนการเจริญของพืชก็ไดสําหรับกลไกที่สําคัญของเชือ้จุลินทรยีในการสงเสริมการเจริญเตบิโตและ
เพิ่มผลผลิตของพืชมหีลายกลไกแตกลไกทีสํ่าคัญและไดรับการยอมรับกนั คือ การสรางสารสงเสรมิการ
เจริญเติบโตของพืช กลไกการกระตุนใหพืชดูดซึมธาตุอาหารไดดีขึ้น และกลไกการเปลีย่นธาตุอาหาร
ในดินใหอยูในรูปที่พืชสามารถใชประโยชนได (Chaiharn et al., 2008) สอดคลองกับการศึกษาของ 
สุดฤดี และคณะ 2548 ที่ไดวิจัยและคัดเลือกจุลินทรียทีม่ีประโยชนตอระบบการผลิตพืชหลายสาย
พันธุ เชน Bacillus firmus KPS46, B. cereus SPt245 และ Bacillus sp. KS217 โดยแบคทีเรียเหลานี้
สงเสริมใหราก ลําตน และยอดพืชเจริญยดืยาวอยางรวดเร็ว วิธีการใชเชื้อแบคทีเรียดงักลาวสามารถ
ประยุกตไดหลายรูปแบบ ไดแก การคลุกเมล็ด การคลุกเมล็ดรวมกับการราดดิน การผสมในดินหรอื
วัสดุปลูกและการพนดวย cell suspension รวมทั้งการพนดวยสารเหลวที่กรองเอาเซลลแบคทีเรียออก 
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(cell free culture filtrate) ทั้งนี้การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อพบวาเชือ้แบคทีเรียดังกลาวมี
ประสิทธิภาพในการกระตุนการงอกของเมล็ด และสงเสริมการเจริญเตบิโตของตนกลาถ่ัวเหลืองไดดี  
 
6.  การพัฒนาแบคทีเรียยอยไคตนิใหตานทานสารปฏิชวีนะ  

 
 จากการนําแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพดีจํานวน 10 ไอโซเลทไปพัฒนาใหตานทานตอสาร

ปฏิชีวนะ rifampicin เขมขน 100 มิลลิกรัมตอลิตร (ppm) แลวพบวาทุกไอโซเลทสามารถพัฒนาให
ตานทานตอสารปฏิชีวนะไดโดยที่ไอโซเลท PT25-6M แมจะนําไปพัฒนาใหตานทานตอสาร
ปฏิชีวนะแลวยังคงความสามารถในการยบัยั้งการเจริญของเสนใยไดไมแตกตางจาก wild type ใน
ขณะเดียวกนัในไอโซเลท PT1-3M, PT7-1M, PT9-1M, PT10-9M, PT20-10M, PT24-3M, PT49-M, 
PT56-4M และ PT70-8M กลับมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา    R. solani  
เพิ่มขึ้นเมื่อเทยีบกับ wild type (ตารางที่ 6) นอกจากนี้แบคทีเรียบางไอโซเลทยับยั้งเสนใยเชื้อรา  
R. solani ไดลดลง (ขอมูลในภาคผนวก) คุณลักษณะบางประการของแบคทีเรียที่เปลี่ยนแปลงไป เชน 
เจริญชากวาเดมิ ลักษณะโคโลนีเล็กกวาเดิม เมื่อเปรียบเทยีบกับ wild type ช้ีใหเหน็วาสารปฏิชีวนะ 
rifampicin มีอิทธิพลตอคุณสมบัติทางดานพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรียอยางชัดเจน 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B 

D
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ตารางที่ 6  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียยอยไคตินสายพนัธุกลาย (mutant isolate ; M) ที่ตานทาน  
rifampicin ในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา Rhizoctonia solani บนอาหาร PDA 
เปรียบเทียบกบัสายพันธุดั้งเดิม (wild type strain) 

  

กรรมวิธี 
การยับยั้งการเจริญของเสนใย  

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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เมื่อนําแบคทีเรียยอยไคตินทีผ่านการพัฒนาใหมีความตานทานตอสารปฏิชีวนะและผานการ
คัดเลือกเบื้องตนไปยอมสีเพื่อตรวจดกูารสรางเอนโดสปอรพบวาทุกสายพันธุมีการสรางเอนโดสปอร
เนื่องจากเอนโดสปอรของแบคทีเรียยอมตดิสีเขียวของ malachite (ภาพที่ 4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 4  ลักษณะเอนโดสปอรของแบคทีเรียที่ยอยไคตินยอมดวย malachite green  

  
จากการจําแนกแบคทีเรียทีย่อยไคตินโดยใชระบบการจําแนกเชื้อแบคทีเรียอยางรวดเร็ว 

(Biolog System, Hayward, CA, USA) พบวาแบคทีเรียที่ยอยไคตนิไดสูง 5 ไอโซเลทไดแก PT7-1M, 
PT9-1M, PT10-9M, PT20-10M และ PT56-4M จัดเปนแบคทีเรียในกลุม Bacillus sp. (unidentified 
species) (รายละเอียดตามภาคผนวก) 
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7.  การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียยอยไคตินในการชักนําการสรางเอนไซมไคติเนส 
 

 การตรวจกจิกรรมของเอนไซมไคติเนสและวิเคราะหปริมาณโปรตีนในตนกลาขาวหลังการ
ใสแบคทีเรียยอยไคตินที่ 0-10 วัน การเปลี่ยนแปลงของเอนไซมไคติเนสในตัวอยางใบและยอดของ
กลาขาวในกรรมวิธีที่พนดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตินสงูไดแก ไอโซเลท PT7-1M, 
PT9-1M, PT10-9M, PT20-10M และ PT56-4M พบวาสามารถกระตุนใหพืชสรางเอนไซมไคติเนส
ไดโดยแบคทีเรียไอโซเลท PT7-1M กระตุนใหพืชสรางเอนไซมไคติเนสไดเพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆ และสูง
ที่สุดในวนัที่ 4 หลังการพนตนกลาขาวดวยแบคทีเรีย โดยวิเคราะห specific activity ไดเทากับ  
46.1 U/mg protein (ภาพที่ 5 ก) กรรมวิธีที่พนดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท 
PT9-1M กระตุนใหพืชสรางเอนไซมไคตเินสไดสูงในวนัที่ 1 และเพิม่สูงขึ้นเรื่อยๆในวันที่ 6 หลังการ
พนตนกลาขาวโดยวิเคราะห specific activity ไดเทากบั 21.1 และ 34.1 U/mg protein ตามลําดับ (ภาพ
ที่ 5 ข) กรรมวธีิที่พนดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตนิไอโซเลท PT10-9M กระตุนใหพืช
สรางเอนไซมไคติเนสไดสูงในวนัที่ 1 และเพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆในวันที่ 6 หลังการพนตนกลาขาวโดย
วิเคราะหคา specific activity ไดเทากับ 24.1 และ 32.7 U/mg protein ตามลําดับ และลดลงในวนัที่ 7 
(31.2 U/mg protein) (ภาพที่ 5 ค) กรรมวิธีที่พนดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคติน 
ไอโซเลท PT20-10M กระตุนใหพืชสรางเอนไซมไคติเนสไดสูงในวนัที่ 5 และ 7 หลังการพนตนกลา
ขาวดวยแบคทีเรียโดยวิเคราะห specific activity ไดเทากบั 32.7 และ 36.2 U/mg protein ตามลําดับ 
(ภาพที่ 5 ง) และกรรมวิธีทีพ่นดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT56-4M 
กระตุนใหพืชสรางเอนไซมไคติเนสไดสูงที่สุดในวนัที่ 4 และลดลงวันที่ 5 หลังการพนตนกลาขาว
ดวยแบคทีเรียโดยวเิคราะห specific activity ไดเทากับ 49 และ 43.9 U/mg protein (ภาพที่ 5 จ) 
ตามลําดับ  
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ก.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 5  คา specific activity ของเอนไซมไคติเนสในใบและยอดขาวอายุ 20 วัน เม่ือพนดวย 
               แบคทีเรียยอยไคตนิไดสงู  
               ก. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT7-1M เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม 
               ข. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT9-1M เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม 

 ค. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT10-9M เปรียบเทยีบกับกรรมวธีิควบคุม 
 ง. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT20-10M เปรียบเทยีบกับกรรมวธีิควบคุม 
 จ. กรรมวิธีทีใ่สแบคทีเรียไอโซเลท PT56-4M เปรียบเทยีบกับกรรมวธีิควบคุม 
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ภาพที่ 5  (ตอ)  
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การเปลี่ยนแปลงของเอนไซมไคติเนสในตวัอยางใบและยอดของกลาขาวในกรรมวิธีที่พน
ดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคติเนสต่ําที่คัดเลือกมาใชทดสอบไดแกไอโซเลทPT1-3M, 
PT24-3M, PT25-6M, PT49-9M และ PT70-8M โดยแบคทีเรียยอยไคตนิไอโซเลท PT1-3M กระตุน
ใหพืชสรางเอนไซมไคติเนสไดเพิ่มสูงขึ้นเรื่อยๆ และสูงที่สุดในวนัที่ 2 หลังการพนตนกลาขาวดวย
แบคทีเรีย โดยวิเคราะห specific activity ไดเทากับ 15.5 U/mg protein (ภาพที่ 6 ก) จากนั้นเอนไซมมี
การเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กนอยตลอดชวงระยะเวลาการตรวจสอบ กรรมวิธีที่พนดวยเซลลแขวนลอย
ของแบคทีเรียยอยไคตนิไอโซเลท PT24-5M กระตุนใหพืชสรางเอนไซมไคติเนส ไดสูงในวนัที่ 2 
และ หลังการพนตนกลาขาวดวยแบคทีเรียโดยวิเคราะห specific activity ไดเทากบั 15.8  และ 17.9 
U/mg protein ตามลําดับ จากนั้นเอนไซมไคติเนสก็ลดลงในวนัที่ 6 (17.5 U/mg protein ) (ภาพที่ 6 ข) 
กรรมวิธีที่พนดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT25-6M กระตุนใหพืชสราง
เอนไซมไคติเนสไดสูงในวนัที่ 3 หลังการรดตนกลาขาวดวยแบคทีเรีย โดยวเิคราะห specific activity 
ไดเทากับ 16.8 U/mg protein จากนั้นเอนไซมไคติเนสกล็ดลงและมีการเปลี่ยนแปลงของเอนไซมที่
ตรวจพบเพียงเล็กนอย (ภาพที่ 6 ค)  ในขณะที่กรรมวิธีทีพ่นดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไค
ตินไอโซเลท PT49-9 กระตุนใหพืชสรางเอนไซมไคติเนสไดสูงขึ้นเรื่อยๆ และสูงที่สุดในวันที่ 4 หลัง
การพนตนกลาขาวดวยแบคทีเรียโดยวิเคราะหคา specific activity ไดเทากับ 19.2 U/mg protein (ภาพ
ที่ 6 ง) และในกรรมวิธีที่พนดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT70-8M กระตุน
ใหพืชสรางเอนไซมไคติเนสไดนอยเนื่องจากพบวามีการเปลี่ยนแปลงของเอนไซมไคติเนสที่วัดไดใน
แตละวนัเพยีงเล็กนอยและในวันที่ 4 หลังการพนตนกลาขาวดวยแบคทีเรียยอยไคตนิมีการ
เปลี่ยนแปลงโดยวเิคราะหคา specific activity ไดเทากบั 14.7 U/mg protein (ภาพที่ 6 จ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

52 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 6  คา specific activity ของเอนไซมไคติเนสในใบและยอดขาวอายุ 20 วัน เมื่อพนดวย 
   แบคทีเรียที่ยอยไคตินไดต่ํา  
              ก. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT1-3M เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
              ข. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT24-5M เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม 
 ค. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT25-6M เปรียบเทยีบกับกรรมวิธีควบคุม 

ง. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT49-9M เปรียบเทยีบกับกรรมวิธีควบคุม 
              จ. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT70-8M เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม 
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ภาพที่ 6  (ตอ)  
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จากการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซมไคติเนสในตนขาวที่ไดรับการกระตุนดวย
แบคทีเรียยอยที่มีประสิทธิภาพในการยอยไคตินสูง( ภาพที่ 5) และต่ํา(ภาพที่6) พบวาวิเคราะหคา 
specific activity ของเอนไซมไคติเนสระหวาง 49.0-14.7 U/mg protein โดยไอโซเลท PT56-4M มีคา 
specific activity สูงที่สุด(49.0U/mg protein) ซ่ึงสูงกวากรรมวิธีควบคุม (21.2 U/mg protein) และ 
ไอโซเลท PT1-3M และ PT 70-8M มีคา specific activity ต่ําที่สุด (14.7 U/mg protein) ถึงแม 
ไอโซเลท PT1-3M และ PT 70-8M จะมีคา specific activity ต่ําที่สุดที่ต่าํกวากรรมวิธีควบคุมอาจเปน
ผลเนื่องมาจากการที่เชื้อไอโซเลทดังกลาวสามารถสรางเอนไซมชนิดอ่ืนๆ นอกเหนอืจากเอนไซม 
ไคติเนสไดสูงเพราะยังสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา R. solani ได  
 
8.  การศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียท่ียอยไคตนิในการลดการเกิดโรคและชักนําใหตนขาว

ตานทานตอการเกิดโรคกาบใบแหงสาเหตุจากเชื้อรา Rhizoctonia solani 
 

 จากการประเมนิความรุนแรงของโรคกาบใบแหงหลังการปลูกเชื้อรา R. solani ที่ 7 วัน 
รวมกับการรดเซลลแขวนลอยแบคทีเรียยอยไคตินลงบริเวณโคนกอขาว พบวาหลังจากปลูกเชื้อรา  
R. solani โดยวิธีเหน็บซองชาที่ใสเมล็ดขาวเปลือกที่มีเชือ้รา R. solani เจริญอยูไวที่กอขาวกรรมวิธีที่
ใชแบคทีเรียทีย่อยไคตนิ PT10-9M มีเปอรเซ็นตความรุนแรงของโรคต่ําที่สุด คือ 62.4 เปอรเซ็นต ซ่ึง
ต่ํากวากรรมวธีิควบคุมอยางมีนัยสําคัญ แตไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับกรรมวิธีที่ใชแบคทีเรีย 
ไอโซเลท PT7-1M, PT56-4M และ PT9-1M โดยมีความรุนแรงของโรคอยูที่ 63.1, 63.4 และ 64.6 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางที่ 8) ผลที่ไดสอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซม   
ไคติเนสซึ่งพบวามีการเปลีย่นแปลงของคา specific activity สูงในชวงวันที่ 0-7 จากนั้นการ
เปลี่ยนแปลงของเอนไซมไคติเนสจะมแีนวโนมลดลง  
 

ในขณะที่เมื่อตรวจเปอรเซน็ตความรุนแรงแรงของโรคหลังปลูกเชื้อรา R. solani 14 วัน 
พบวาทุกกรรมวิธีที่ใชเชื้อแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT56-4M มีเปอรเซ็นตความรุนแรงของโรค
กาบใบแหงต่ําที่สุดคือ 81.3 เปอรเซ็นต แตไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญกับกรรมวิธีควบคุมซ่ึงมีความ
เปนไปไดที่แบคทีเรียยอยไคตินในทกุไอโซเลทไมสามารถตานทานตอความรุนแรงของโรคหลังปลูก
เชื้อ 14 วันไดสอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซมไคตเินสที่มีแนวโนมการกระตุนที่
ลดลงตั้งแตวันที่ 10 เปนตนไป (ตารางที่ 8) จึงเห็นไดวาในการประยกุตใชแบคทีเรียปฏิปกษในการ
ควบคุมโรคนั้นควรใชอยางตอเนื่องเพื่อใหเกิดประสิทธิภาพสูง 
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ตารางที่ 7  ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษตอความรุนแรงของโรคกาบใบแหงหลังปลูก    
เชื้อรา Rhizoctonia solani และรดเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ เมื่อทําการปลูกเชื้อโรค  
และหลังปลูกเชื้อโรค 7วัน 

 
ความรุนแรงของโรคที่ปลูกเชื้อโดย 
วิธีเหน็บซองชาในกอขาว (%)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/  เปอรเซ็นตความรุนแรงของโรคกาบใบแหงของขาวจากการปลูกเชือ้โดยเหน็บซองชาที่ใสเมล็ด
ขาวเปลือกที่มเีชื้อรา Rhizoctonia solani เจริญอยูถุงละ 2 กรัมไวทีก่อของขาว 

2/  คาเฉลี่ยเปอรเซ็นตความรุนแรงของโรคกาบใบแหงของขาวหลังปลูกเชื้อรา R. solani เปนเวลา 7 
วันและ 14 วัน โดยคํานวณจากสมการ 

         
                                        ความรุนแรงของโรค =   ความสูงของแผล     x 100                            
                                                                               ความสูงของกาบใบ 
 
3/  คาเฉลี่ยที่กํากับดวยตวัอักษรเดียวกนัในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทาง
สถิติจากการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยทางสถิติโดย Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
(P=0.01) 
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 เมื่อพิจารณาน้าํหนักผลผลิตของเมล็ดตอรวง พบวากรรมใชเชื้อแบคทเีรียยอยไคติน 
ไอโซเลท PT7-1Mใหน้ําหนกัเมล็ดตอรวงมากที่สุดเทากบั 2.81 กรัม/รวง สูงกวากับกรรมวิธีควบคมุ
ที่มีคา 1.95 กรัม/รวง อยางมนีัยสําคัญ (ตารางที่ 9) สวนน้ําหนกัเมล็ดขาวเปลือก 1,000 เมล็ดนั้น 
พบวากรรมวิธีใชเชื้อแบคทีเรียที่ยอยไคตินไอโซเลท PT56-4M ใหน้ําหนักเมล็ด 1,000 เมล็ดมากทีสุ่ด 
คือ 33.10 กรัม/1,000เมล็ด รองลงมาคือกรรมวิธีใชแบคทีเรียที่ยอยไคตินไอโซเลท PT70-8M และ
กรรมวิธีที่ใชแบคทีเรียที่ยอยไคตินไอโซเลท PT49-9M โดยมีน้ําหนกัเมล็ด 1,000 เมล็ดเทากับ 31.1 
และ 29.97 กรัม/1,000เมล็ด ตามลําดับโดยมีคาสูงกวากรรมวิธีควบคุม (19.91 กรัม/1,000 เมล็ด) อยาง
มีนัยสําคัญ (ตารางที่ 9)  
 
ตารางที่ 8  คาเฉลี่ยน้ําหนกัผลผลิตตอรวง น้ําหนกัเฉลี่ยของเมล็ดตอ 1000 เมล็ด หลังจากรดเชื้อ

แบคทีเรียปฏิปกษลงบริเวณโคนกอขาวจํานวน 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/  คาเฉลี่ยน้ําหนักเมล็ดขาวเปลือกจากการสุมกรรมวิธีละ 3 ซํ้า ซํ้าละ 10 รวง   
 2/  คาเฉลี่ยน้ําหนักเมล็ดจากการสุมนับจํานวนเมล็ดขาวเปลือก 1,000 เมล็ดในแตละกรรมวิธี กรรมวิธี
ละ 3 ซํ้า (1,000เมล็ด/ซํ้า) 
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ตารางที่ 8  (ตอ) 
 

   3/  คาเฉลี่ยที่กาํกับดวยตวัอักษรเดียวกนัในแตละคอลัมนไมมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญจากการเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยทางสถิติโดย Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
(P=0.05) 
 

 การตรวจปริมาณประชากรในวัสดุปลูกพบวาแบคทีเรียยอยไคตินทุกไอโซเลท สามารถมี
ชีวิตรอดอยูไดในชวง 1.2x102- 4.5x103 CFU/ml (ตารางที่10) และสามารถครอบครองรากขาวได   
ในชวง 83.33-100.00 เปอรเซ็นต (ตารางที่10) ในการตรวจนับปริมาณประชากรของแบคทีเรียยอย 
ไคตินและความ สามารถในการครอบครองรากของแบคทีเรียนั้นพบวาแบคทีเรียยอยไคตินสายพันธุ
ที่ตานทานตอสารปฏิชีวนะ rifampicin 100 ppm ในสภาพหองปฏิบัติการกลับมีคุณสมบัติในการ
ตานทานตอสารปฏิชีวนะ rifampicin ลดลงเมื่อนําแบคทเีรียดังกลาวมาใชในระดับโรงเรือนจึงตอง
ตรวจสอบแบคทีเรียยอยไคตินสายพันธุตานทานสารปฏิชีวนะบนอาหาร NGA ที่ผสมดวย rifampicin 
50 ppm แทน 
 
ตารางที่ 9  ปริมาณประชากรของแบคทีเรียที่ยอยไคตนิและเปอรเซ็นตการครอบครองรากหลังจากรด

ดวยแบคทีเรียยอยไคตนิสายพันธุตานทานสารปฏิชีวนะ rifampicin (50 ppm)       
เมื่อตนขาวมีอายุ 90 วัน 
 

กรรมวิธี ปริมาณเชื้อแบคทีเรีย (CFU/ml) 1/ 
การครอบครอง 
รากขาว2/ (%) 

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  (ตอ) 

 

1/  การตรวจนบัปริมาณประชากรแบคทีเรียยอยไคตินสายพันธุตานทาน rifampicin บนอาหาร NGA    
ผสม rifampicin 50 ppm เมื่อตนขาวอายุ 90 วัน 

2/  การครอบครองราก (%) โดยนํารากขาวอายุ 90 วัน ลางฆาเชื้อดวย sodium hypochlorite 0.525% 
ตัดเปนชิ้นละ 1 เซนติเมตร วางบนอาหาร NGA ผสม rifampicin 50 ppm  

3/   ND = not determined 
  
ผลการทดลองขางตนแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียยอยไคตนิทุกไอโซเลทสามารถเจริญ

ครอบครองรากไดทุกระยะการเจริญของขาวจนถึงเก็บเกีย่ว เมื่อวเิคราะหตัวอยางใบและยอดของขาว
เมื่อปลูกเชื้อรา R. solani พบวาสามารถกระตุนใหคา specific activity ของเอนไซม ไคติเนสในวันที่ 3 
มีคากิจกรรมเทากับ 23.7 U/mg protein ตามลําดับ (ภาพที่ 7) ทั้งนี้เอนไซมไคติเนสจดัเปน  
PR– protein ดังนั้นพืชจึงสรางขึ้นเมื่ออยูในสภาวะไมปกติ เชน มีการรุกรานจากเชื้อสาเหตุโรค 
(Ginnakis et al., 1998) โดย PR-protein ที่เกิดจากการแสดงออกของ PR-gene นั้นจะ มีการสะสมอยู
หลายวนัในพชืที่ไดรับการกระตุนและจะมคีาสูงสุดประมาณวนัที่ 3 ถึงวันที่ 7 หลังจากที่เชื้อโรคเขา
ทําลาย (Rattarasarn, 2003) 
 
 
 
 
 
 
 
 

กรรมวิธี ปริมาณเชื้อแบคทีเรีย (CFU/ml) 1/ 
การครอบครอง 
รากขาว2/ (%) 

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  แสดงคา specific activity ของเอนไซมไคติเนสในใบและยอดขาวเมื่อปลูกเชื้อรา  
              Rhizoctonia solani 
 

กรรมวิธีที่รดดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตนิสูงไอโซเลท PT7-1M รวมกับการ
ปลูกเชื้อรา R. solani มีคา specific activity เพิ่มขึ้นในวันที่ 5 ซ่ึงวิเคราะหคา specific activity เทากับ 
41.7 U/mg protein จากนัน้จะลดลงอยางตอเนื่องแตยังมคีา specific activity ที่สูงกวากรรมวิธีควบคมุ 
(ภาพที่ 8 ก) กรรมวิธีที่รดดวยเซลลแขวนลอยแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT9-1M รวมกับการ
ปลูกเชื้อรา R. solani  มีคากิจกรรมของเอนไซมไคติเนสเพิ่มสูงขึ้นในชวงวนัที่ 5 และ 7 โดยวิเคราะห
คา specific activity ไดเทากบั 25.6 และ 28.7 U/mg protein ตามลําดับ เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
(ภาพที่ 8 ข) กรรมวิธีที่รดดวยเซลลแขวนลอยแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT10-9M รวมกับการ
ปลูกเชื้อรา R. solani  มีคากิจกรรมของเอนไซมไคติเนสเพิ่มสูงขึ้นในชวงวนัที่ 5 และวันที่ 7 โดย
วิเคราะหคา specific activity ไดเทากับ 32.8 และ 32.7 U/mg protein เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
(ภาพที่ 8 ค) กรรมวิธีที่รดดวยเซลลแขวนลอยแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT20-10M รวมกับการ
ปลูกเชื้อรา R. solani  มีคากิจกรรมของเอนไซมไคติเนสเพิ่มสูงขึ้นในวนัที่ 2 โดยวิเคราะหคา specific 
activity ไดเทากับ 38.5.U/mg protein เมื่อเทยีบกับกรรมวธีิควบคุม (ภาพที่ 8 ง) และลดลงเรื่อยๆ 
จากนั้นจะถูกกระตุนอกีในวันที่ 7 ใหมีคา specific activity เทากับ 35.2 U/mg protein ในขณะที่
กรรมวิธีที่รดดวยเซลลแขวนลอยแบคทีเรียยอยไคตนิไอโซเลท PT56-4M รวมกับการปลูกเชื้อรา  
R. solani มีคากิจกรรมของเอนไซมไคติเนสเพิ่มสูงในวนัที่ 4 โดยวิเคราะหคา specific activity ได
เทากับ 47.5 U/mg protein เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม (ภาพที่ 8 จ) 
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 นอกจากนี้กรรมวิธีที่รดดวยเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียยอยไคตินต่ําไดแก ไอโซเลท PT1-
3M พบวามีคากิจกรรมของเอนไซมไคติเนสเพิ่มขึ้นในวนัที่ 5 โดยมีคา specific activity เทากับ15.9 
U/mg protein ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับกรรมวิธีควบคุม (ภาพที่ 9 ก) กรรมวธีิที่รดดวยเซลลแขวนลอย
แบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT24-5M รวมกับการปลกูเชื้อรา R. solani มีคากิจกรรมของเอนไซม
ไคติเนสเพิ่มสูงขึ้นในชวงวนัที่ 6 โดยวิเคราะหคา specific activity ไดเทากับ 22.7 U/mg protein (ภาพ
ที่ 9 ข) กรรมวธีิที่รดดวยเซลลแขวนลอยแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT25-6M รวมกับการปลูกเชื้อ
รา R. solani  มีคากิจกรรมของเอนไซมไคติเนสเพิ่มสูงขึ้นในวันที่ 5โดยวิเคราะหคา specific activity 
ไดเทากับ 20.7 U/mg protein เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม (ภาพที่ 9 ค) กรรมวิธีที่รดดวยเซลล
แขวนลอยแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT49-9M รวมกับการปลูกเชื้อรา R. solani  มีคากิจกรรม
ของเอนไซมไคติเนสเพิ่มสูงขึ้นในวันที่ 3 และ 4 โดยวิเคราะหคา specific activity ไดเทากับ 19.6.
และ 20.3 U/mg protein ตามลําดับ เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุม(ภาพที่ 9 ง ) กรรมวธีิที่รดดวยเซลล
แขวนลอยแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT70-8M รวมกับการปลูกเชื้อรา R. solani  มีคากิจกรรม
ของเอนไซมไคติเนสเพิ่มสูงขึ้นในวันที่ 4 โดยวเิคราะหคา specific activity ไดเทากบั 24.5 U/mg 
protein เมื่อเทยีบกับกรรมวธีิควบคุม (ภาพที่ 9 จ) 
   
 การใชแบคทีเรียยอยไคตินรวมกับการปลกูเชื้อรา R. solani พบวากจิกรรมของเอนไซม 
ไคติเนสมีการเปลี่ยนแปลงในชวงวันที่ 2-7 โดยมีคา specific activity ของเอนไซมระหวาง  
15.9-47.5 U/mg protein หลังจากวันที่ 7 การเปลี่ยนแปลงของเอนไซมมีการเปลี่ยนแปลงลดลงซึ่ง
สอดคลองกับการทดลองขางตนพบวาในชวง 7 วันหลัง การปลูกเชื้อรา R. solani รวมกับการรดเซลล
แขวนลอยแบคทีเรียยอยไคตินสามารถลดความรุนแรงของการเกิดโรคกาบใบแหงได แตไมสามารถ
ลดความรุนแรงของการเกิดโรคที่ 14 วันหลังการปลูกเชื้อโรคได  
 
 จากการทดลองแสดงใหเห็นวาแบคทีเรียยอยไคตินในทกุไอโซเลทสามารถกระตุนใหตน
ขาวมีความตานทานตอโรคกาบใบแหงที่เกิดจากเชื้อรา R. solani ไดดีเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธี
ควบคุมและสงเสริมใหตนขาวมีการเจริญเติบโตไดดี ถึงแมวาในบางไอโซเลทจะมีการเปลี่ยน
กิจกรรมของเอนไซมไคติเนสไดนอยแตขาวยังสามารถเจริญ ผลผลิตขาวอยูในปริมาณที่สูงไดอาจ
เปนผลเนื่องมาจากการที่เชื้อแบคทีเรียยอยไคตินบางไอโซเลทสามารถสรางเอนไซมชนิดอื่นๆ ไดสูง
ดวยเชนกนั  

 
การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมไคติเนส ซ่ึงเปน PR-protein ที่เชื่อวาเปนเอนไซมที่ทํา

หนาที่ยอยสลายไคตินที่เปนองคประกอบสวนหนึ่งของผนังเซลลเชื้อรา (ขวัญเนตร, 2550) ดังนั้นการ
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กระตุนใหพืชสรางเอนไซมไคติเนสจึงมีบทบาทสําคัญสวนหนึ่งเพื่อตอบสนองการปองกันตัวเองของ
พืช และเปนกลไกหนึ่งในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคได 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 8  คา specific activity ของเอนไซมไคติเนสในใบและยอดขาวเมื่อรดดวย 
               แบคทีเรียที่ยอยไคตินไดสูง และปลูกเชื้อรา Rhizoctonia solani                 
               ก. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT7-1M เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม 
               ข. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT9-1M เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม 

  ค. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT10-9M เปรียบเทยีบกับกรรมวธีิควบคุม 
  ง. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT20-10M เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 

                จ. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT56-4M เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม 
 

 
 
 

      ข. 

      ก. 

จํานวนวันหลังปลูกเช้ือรา R. solani (วัน) 
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ภาพที่ 8  (ตอ)  
 
 

      จ. 

      ค. 
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ภาพที่ 9  คา specific activity ของเอนไซมไคติเนสในใบและยอดขาวเมื่อรดดวย 
   แบคทีเรียที่ยอยไคตินไดต่ําและปลูกเชื้อรา Rhizoctonia solani                 
              ก. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT1-3M เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 
              ข. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT24-5M เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุม 
 ค. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT25-6M เปรียบเทยีบกับกรรมวิธีควบคุม 

ง. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT49-9M เปรียบเทยีบกับกรรมวิธีควบคุม 
              จ. กรรมวิธีที่ใสแบคทีเรียไอโซเลท PT70-8M เปรียบเทียบกบักรรมวิธีควบคุ 
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      ก. 

      ข. 

จํานวนวันหลังปลูกเช้ือรา R. solani (วัน) 



 

64 

0

10

20

30

40

50

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

จํานวนวันหลังปลูกเช้ือรา R. solani (วัน)

Sp
ec

ifi
c a

cti
vit

y (
U/

m
g p

ro
tei

n)

PT25-6M+R.solani

Control

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 9  (ตอ) 
                  
 จากการศึกษาพบวาเอนไซมในตนพืชสามารถผันแปรไดตลอดเวลา เนือ่งจากมีปจจยัหลาย
ประการ เชนสภาพแวดลอม การดูแลรักษาตนพืช ทําใหเอนไซมเกิดการเปลี่ยนแปลงไปจึงอาจเปน
สาเหตุหนึ่งทีพ่บวาเอนไซมในตนขาวมีการเปลี่ยนแปลงมาก ดังนัน้การศึกษาการชักนําใหพืช
ตานทานโรคจงึควรมีชวงเวลาที่เหมาะสมตอไป

      ค. 

      ง. 
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       จ. 



สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สามารถแยกแบคทีเรียยอยไคตินที่เจริญครอบครองรากในสภาพธรรมชาติและมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา Rhizoctonia solani ได 2 ลักษณะ คือ 
แบคทีเรียที่มปีระสิทธิภาพในการยอยไคตินไดสูงและสามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา            
R. solani  ไดจาํนวน 5 ไอโซเลท และแบคทีเรียที่มีประสทิธิภาพในการยอยไคตนิไดต่าํแตสามารถ
ยับยั้งการเจรญิเสนใยเชื้อรา R .solani  จํานวน 5 ไอโซเลท เมื่อนําไปทดสอบในระดับแปลงปลูก
ขาว เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมเอนไซมไคติเนสในใบและยอดของกลาขาวที่ไดรับการ
กระตุนดวยแบคทีเรียยอยไคตินไดสูง  พบการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมของเอนไซมไคติเนสเพิ่มขึ้น
ในชวงวันที่ 4-7 โดยแบคทีเรียยอยไคตินไอโซเลท PT56-4M มีคา specific activity  สูงที่สุด (49.0 
U/mg protein) ในขณะที่แบคทีเรียที่ยอยไคตินไดต่ํามกีารเปลี่ยนแปลงของเอนไซมไคติเนสในตน
ขาวเพิ่มขึ้นเพยีงเล็กนอยในชวงวนัที่ 3-8 โดยวเิคราะหคา specific activity  ระหวาง 14.7-19.2 
เปอรเซ็นต สวนประสิทธิภาพของแบคทีเรียยอยไคตินตอการลดการเกิดโรคกาบใบแหงของขาวใน
แปลงปลูกขาว พบวาการชกันําใหตนขาวตานทานตอโรคกาบใบแหงดวยการรดเซลลแขวนลอย
ของแบคทีเรียยอยไคตนิลงบริเวณกอขาวรวมกับการปลกูเชื้อรา R. solani สาเหตุโรคกาบใบแหง
ของขาว สามารถลดการเกิดโรคกาบใบแหงของขาวไดโดยมี specific activity ของเอนไซมไคติเนส
เพิ่มสูงขึ้น ชวงวันที่ 2-7 สามารถยับยั้งความรุนแรงของการเกิดโรคไดในชวง 7 วัน หลังการปลูก
เชื้อราสาเหตุโรค นอกจากนีแ้บคทีเรียยอยไคตินยังสามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของตนขาวได
โดยน้ําหนักผลผลิตตอรวง และน้ําหนักเฉลี่ยของเมล็ดตอ 1,000 เมล็ด เพิ่มมากขึ้นดวย  

 
การศึกษาการเปลี่ยนแปลงกจิกรรมเอนไซมในตนขาวโดยพิจารณาเอนไซมไคติเนส 

เพียงชนดิเดยีวนั้นแมจะไมสามารถอธิบายกลไกของแบคทีเรียปฏิปกษที่เกีย่วของกบัการควบคุม
โรคกาบใบแหงไดทั้งหมด แตก็สามารถแสดงใหเห็นถึงความสัมพันธระหวางกิจกรรมของเอนไซม
กับการสงเสริมการเจริญของขาวและลดความรุนแรงของโรคได ดังนัน้จึงควรศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงกจิกรรมของเอนไซมชนิดอื่นรวมดวย นอกจากนีใ้นการใชแบคทีเรียปฏิปกษที่มี
คุณสมบัติเดนเพียงสายพนัธุเดียวอาจไมใชสายพันธุที่ดีทีสุ่ดในการควบคุมโรคขาวจึงควรมี
การศึกษาคณุสมบัติเดนของแบคทีเรียปฏิปกษสายพนัธุอ่ืน แลวศึกษาความเปนไปไดในการ
นํามาใชรวมกนัเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการควบคุมโรคกาบใบแหงของขาวตอไป 
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ภาคผนวก ก  
สูตรอาหารเลี้ยงจุลินทรีย  
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สูตรอาหารเลี้ยงจุลินทรีย 
 

สูตรอาหารเหลานี้หลังจากเตรียมเสร็จใหนําไปนึ่งฆาเชือ้ดวยหมอนึ่งความดันไอ 
(autoclave) ทีค่วามดันไอน้ําเทากับ 15 ปอนดตอตารางนิว้ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
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 ประกอบดวยสูตรอาหารดังกลาวขางตน แตไมใส colloidal chitin เท
อาหารลงในจานอาหารปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทิ้งไวจนอาหารแข็ง 
 
             1.2 อาหารสําหรับเททับหนา เปนสตูรอาหารเดียวกับขอ 1.1 แตเติม colloidal chitin 30 กรัม
ตอลิตร ลงไปดวย เขยาอาหารใหเปนเนื้อเดียวกันแลวเททับลงไปบน basal medium ที่เตรียมไวแลว
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 อยางชาๆ และคนอยูเสมอๆ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
นาน 24 ช่ัวโมง แลวลางกรดออกดวยน้ําเยน็ แลวปนดวยเครื่องปน (blender) ลางตะกอนไคตินที่
เตรียมดวย NaOH (1N) และตกตะกอนดวยเครื่องหมุนเหวีย่งแลวใชน้าํกลั่นลางตอไป จนกระทั่ง 
pH 7 ทิ้งใหแหงกอนนํามาใช หรือเก็บไวที่อุณหภูมิ 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 บนขาวเปลือก (นิชากร, 2551) 
 
             เล้ียงเชื้อรา R. solani ในถุงพลาสติกที่บรรจุดวยเมล็ดขาวเปลือกตม (เมล็ดเริ่มปริ) ที่ผาน
การนึ่งฆาเชื้ออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที บมเชื้อไวเปนเวลา 7 วัน ใหเชื้อราเจริญ
สรางเสนใยจนเต็มถุงเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 
สีและน้ํายาทีใ่ชยอมเซลลแบคทีเรีย 
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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 
สารเคมีและวธีิวิเคราะหทางเคมี 
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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
ปริมาตรดวยน้าํกลั่นนึ่งฆาเชือ้ใหได 200 มลิลิลิตร และปรับคา pH ดวย 6N HCl ใหได pH เทากับ 
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 ในน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อในอัตราสวน 1: 1 โดยปริมาตร และปรับคา pH ดวย 6N 
HCl ใหได pH เทากับ 5.5   
 
2. การวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน (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 ในอัตราสวน 49:49:1:1 โดยเตรียมกอนนําไปใชทุกครั้ง 
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2.2  การเตรียม standard curve ของ Bovine Serum Albumin (BSA) (ขวัญเนตร, 2550) 
 

เตรียมสารละลาย BSA ที่ความเขมขน 15, 30, 45, 60, 75, และ 90 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตรในน้ํากลั่นบรรจุหลอดทดสอบหลอดละ 0.5 มิลลิลิตร โดยใชน้ํากลั่นเปนตัวเปรียบเทียบ
เติมสารละลาย Alkaline Copper จํานวน 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันตัง้ทิ้งไวที่อุณภมูิหองเพื่อให
เกิดปฏิกิริยาเปนเวลา 10 นาที เติมสารละลาย folin-ciocalteu phenol reagent ( Lowry et al. 1951)
เตรียมโดยเจือจางดวยน้ํากลั่นในอัตราสวน 1:1 โดยปรมิาตร  จาํนวน 0.25 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั
อยางรวดเรว็ตัง้ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที เพื่อใหเกดิปฏิกิริยาอยางสมบูรณ วดัการ
ดูดกลืนแสงที่ 750 นาโนเมตร(Absorbance 750 nm  = A 750 nm)   เขียนกราฟมาตรฐานระหวาง
โปรตีนและคา A 750 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ค1  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ BSA กับคาการดูดกลืนแสงที่    
                        750  นาโนเมตร (A 750 nm) 
 
 
 
 
 
 

y = 258.18x - 1.4727
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3.  การวิเคราะหหาปริมาณน้าํตาลรีดิวซ (กลูโคส) โดยดัดแปลงวิธีวิเคราะหของ 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 ใหเปนสารละลายแลวเติม Potassium Sodium Tartrate 
12 กรัม คนใหละลายจึงเติมสารละลาย CuSO4.5H2Oความเขมขน 10% ลงไป 40 มิลลิลิตร  (เวลา
เติมคอยๆ เติมลงไปชาๆ และคนไปดวย) จากนั้นจึงเติม NaHCO3 16 กรัม คนใหละลาย เติม
สารละลาย Na2SO4 (Na2SO4180 กรัมในน้ํา 500 มิลลิลิตร) ปรับปริมาตรใหไดเทากับ 1 ลิตร เก็บใน
ที่มืด 1 สัปดาห กรองเอาตะกอนออก         
 

3.1.2  Nelson reagent เตรียมสารละลาย Nelson reagent (Nelson Solution) โดยละลาย 
ammonium molybdate 50 กรัมในน้ํา 900 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 42 มิลลิลิตร จากนั้น
เติมสารละลาย sodium arsenate (sodium arsenate 6  กรัมในน้ํา 50 มิลลิลิตร) แลวปรับปริมาตรให
ไดเทากับ 1 ลิตร เก็บในที่มดื 1 คืน กรองเอาตะกอนออก  
 

3.2  การเตรียม standard curve ของ N-acetylglucosamine   
 

3.2.1  เตรียมสารละลาย N-acetylglucosamine เขมขน 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250  
และ 300 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในน้ํากลั่น บรรจุในหลอดทดสอบหลอดละ 1 มิลลิลิตร โดยใชนาํ
กล่ันเปนตวัเปรียบเทียบ เติม copper reagent 1 มิลลิลิตร ตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที ทําเย็น
ทันทีโดยแชน้าํเย็นจดั เติม nelson reagent 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน เติมน้ํา 9.5 มิลลิลิตร ผสมให
เขากัน ตั้งทิ้งไว 30 นาที  นําไปวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร (Absorbance 
550 nm  = A 550 nm) เขียนกราฟมาตรฐานระหวางปริมาณ N-acetylglucosamine และคา A 550
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3.2.2  การวิเคราะหตวัอยาง ใชปเปตตดดูตวัอยางที่มีความเขมขนของน้าํตาลอยาง
เหมาะสมจํานวน 1 มิลลิลิตร ใสหลอดทดสอบ แลวนําไปวิเคราะหตามวิธีการเตรียมกราฟ
มาตรฐานของน้ําตาล N-acetylglucosamine ขางตน คํานวณปริมาณน้ําตาลในตัวอยางจากกราฟ
มาตรฐานนั้น 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ค2  แสดงกราฟมาตรฐานระหวาง N-acetylglucosamine กับคาการดูดกลืน 
                         แสงที่ 550 นาโนเมตร (A 550 nm) 
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 ภาคผนวก ง 
ตารางผลการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ง1  คุณสมบัติบางประการของเชื้อแบคทีเรียที่ยอยไคตินซึ่งแยกไดบริเวณผิวรากขาว   
จากแหลงปลูกขาวตามธรรมชาติ 

  
Gram reaction 

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

การสราง 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  (ตอ) 
 

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

3% KOH Gram strain 
การสราง 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  (ตอ) 
 

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

3% KOH Gram strain 
การสราง 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 
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ตารางผนวกที่ ง1  (ตอ) 
 

1/  สีของโคโลนี 
 Cream (C) : สีครีม 
 Orange (O) : สีสม 
 White (W) : สีขาว 
 Yellow (Y) : สีเหลือง 
2/    รูปรางของโคโลนี (form) 
       Punciform (P)     :  โคโลนีขนาดเล็ก เสนผาศูนยกลางไมเกิน1 มิลลิเมตร 
     Circular (C)       :   โคโลนีรูปรางกลม  
     Filamentous (F) :   โคโลนีเปนเสนสาย ลักษณะคลายเสนใยรา รูปรางไมแนนอน 
     Irrigular (I)         :   โคโลนีมีรูปรางไมแนนอน 
     Rhizoid (R)        :    โคโลนีเปนเสนหยาบกวา filamentous แผขยายคลายราก 
     Spindle (S)         :    โคโลนีบุมตรงกลาง 
3/   ความนูนของโคโลนี (elevation)  
 Flat (F)               :    โคโลนีแบนราบไปตามผิวหนาอาหาร 
 Raised (R)          :    โคโลนีเจริญสูงจากผิวหนาของอาหาร แตสวนบนของโคโลนีจะเรียบ 
 Convex(C)         :    โคโลนีกลมและนูน โคงสูงจากผิวหนาอาหาร 
 Pulvinate (P)      :    โคโลนีกลมนูนโคงจากผิวหนาอาหารมากกวา convex 
 Umbonate (Un)  :    โคโลนีโคงนูนมีปุมตรงกลาง 
     Umbilicate (Ul) :    โคโลนีบุมตรงกลาง 
 4/  ลักษณะผวิโคโลนี (surface)  
     Smooth (S)        :    ผิวโคโลนีเรียบ 
     Routh (R)          :    ผิวโคโลนีขรุขระ 
     Concentrically (Cc)   :    มีลักษณะเปนวงแหวน ซอนกันหลายชัน้ 
     Contoured (Ct)  :    ผิวโคโลนีเกลี้ยงแตเปนคล่ืน ลักษณะของคลื่นไมแนนอน 
     Rugose (Ru)      :    ผิวโคโลนีเปนรอยยน 
     Granular(G)      :    ผิวโคโลนีเปนเม็ด ๆ 
5/    ริมหรือขอบโคโลนี (margin) 
       Entire (E)        :    ขอบเรียบ 
 Undulate (U)   :    ขอบไมเรียบ โคงเวาเพียงเล็กนอย 
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ตารางผนวกที่ ง1  (ตอ) 
 
 Lobate (L)       :    ขอบเปนคล่ืนที่เวามาก ลักษณะเปนชอ 
 Erose (E)         :    ขอบหยักเปนฟนสม่ําเสมอ 
 Filamentous (F) :    ขอบเปนเสนสาย แบบเสนใยของรา 
 Curled (C)       :    ขอบโคง เปนเสนซอน ๆ กันและหยกัไปมา 
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ตารางผนวกที่ ง2  แสดงประสิทธิภาพในการยอย colloidal chitin บนอาหารคัดเลือกเชื้อเปนเวลา  
  7 วัน 

 

ไอโซเลท 
เสนผาศูนยกลาง 
บริเวณใส 1/ (ซม) 

เสนผาศูนยกลาง 
โคโลนี 2/ (ซม) 

สัดสวนการยอย 
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  (ตอ) 
 

ไอโซเลท 
เสนผาศูนยกลาง 
บริเวณใส 1/ (ซม) 

เสนผาศูนยกลาง 
โคโลนี 2/ (ซม) 

สัดสวนการยอย 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/  เสนผาศูนยกลางบริเวณใส = CZ 
2/  เสนผาศูนยกลางโคโลนี = CS 
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ตารางผนวกที่ ง3  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่ยอยไคตินซึ่งแยกไดจากผิวรากขาวในการยับยั้งการ
เจริญของเสนใยเชื้อรา Rhizoctonia solani 

 

ไอโซเลท 
รัศมีของเสนใย 
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  (ตอ) 

 

ไอโซเลท 
รัศมีของเสนใย 
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/ เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใย   =    [(R1 – R2)/R1] x100 
     R1 = ความยาวรัศมีการเจริญของเสนใย R. solani ในกรรมวิธีควบคุม 
     R2 = ความยาวรัศมีการเจริญของเสนใย R. solani ในกรรมวิธีทดสอบ 
2/ รูปแบบการยับยั้ง cz = เช้ือทดสอบสามารถยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani ในจาน   
    เลี้ยงเชื้อไดและสรางบริเวณใส (clear zone) 
                       cp = เช้ือทดสอบไมสรางบริเวณยับยั้งการเสจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani ในจานเลี้ยงเช้ือ 
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ตารางผนวกที่ ง4  แสดงประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่ยอยไคตินสายพนัธุตานทานตอสารปฏิชีวนะ 
rifampicin 100 ppm ในการเจริญของเสนใยเชื้อรา Rhizoctonia solani เปรียบเทียบ
กับสายพันธุดัง้เดิม (wild type) 

 

กรรมวิธี 
การยับยั้งการเจริญของ

เสนใย Rhizoctonia solani 
(%) 

กรรมวิธี 
การยับยั้งการเจริญของ

เสนใย 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 
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ตารางผนวกที่ ง4  (ตอ) 
 

กรรมวิธี 
การยับยั้งการเจริญของเสนใย 

Rhizoctonia solani (%) 
กรรมวิธี 

การยับยั้งการเจริญของเสนใย 
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 
การจําแนกเชือ้แบคทีเรียดวยเครื่อง BioLog system 
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การวิเคราะหจําแนกเชื้อแบคทีเรียดวยเคร่ือง BioLog system 
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การวิเคราะหจําแนกเชื้อแบคทีเรียดวยเคร่ือง BioLog system 
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การวิเคราะหจําแนกเชื้อแบคทีเรียดวยเคร่ือง BioLog system 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

105 

การวิเคราะหจําแนกเชื้อแบคทีเรียดวยเคร่ือง BioLog system 
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การวิเคราะหจําแนกเชื้อแบคทีเรียดวยเคร่ือง BioLog system 
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