
 

 

ประสิทธิภาพและคุณสมบัติของแบคทีเรีย Bacillus velezensis ไอโซเลท BB35            
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บทคัดย่อ: การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินประสิทธิภาพและตรวจสอบยีนที่กำหนดการสร้างสารต้านจุลินทรีย์ของแบคทีเรีย 
Bacillus sp. ไอโซเลท BB35 ที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือ  Burkholderia gladioli สาเหตุโรคใบขีดและลำต้นเน่าของ    
ข้าวโพดหวาน จากการทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus sp. ด้วยวิธี dual culture พบว่า Bacillus sp. ไอโซเลท BB35 สามารถ
ควบคุมเชื้อ B. gladioli ได้ โดยมีรัศมีบริเวณการยับยั้งเท่ากับ 7.50 มิลลิเมตร เมื่อนำมาจัดจำแนกโดยการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระดับ
ยีนของไอโซเลท BB35 จำนวน 3 ยีน ได้แก่  DNA gyrase subunit A (gyrA), DNA ribosomal RNA (16S rRNA), และ DNA-
directed RNA polymerase subunit beta (rpoB) พบว่า แบคทีเรียไอโซเลท BB35 คือ Bacillus velezensis นอกจากนี้ยังพบว่า 
แบคทีเรียสามารถสร้างสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได้ เช่น การสร้างสารละลายฟอสเฟต การละลายโพแทสเซียม และการสร้าง 
siderophore ได้ อีกทั้งเมื่อตรวจสอบหายีนที่กำหนดการการสร้างสารปฏิชีวนะ พบว่า แบคทีเรีย B. velezensis ไอโซเลท BB35 
สามารถตรวจพบยีนจำนวน 4 ยีน  ได้แก่  srfAA, fenD, bamA และ ituA ซึ่ งกำหนดการสร้างสาร surfactin, fengycin D, 
bacillomycin A และ iturin A ตามลำดับ ซึ่งจากผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นศักยภาพที่สามารถนำแบคทีเรียปฏิปักษ์ไปใช้ในการ
ควบคุมเช้ือสาเหตโุรคใบขีดและลำต้นเน่าของข้าวโพดหวานในสภาพแปลงปลูกต่อไปได้  
คำสำคัญ: การควบคุมโดยชีววิธี; 16S rRNA; gyrA; rpoB; ยีนปฏิชีวนะ 
 
ABSTRACT: The objectives of this study were to determine the efficacy and check the gene of antibiotic synthesis-
related genes from Bacillus sp. isolate BB35 concerning the inhibition of plant pathogen mechanisms of sweet 
corn. The results showed that Bacillus sp. isolate BB35 could inhibit Burkholderia gladioli and had an inhibition 
zone of a radial of 7.5 mm based on their efficacy with the dual culture method. The Bacillus sp. isolate BB35 was 
molecularly identified as Bacillus velezensis using the sequences of the DNA gyrase subunit A (gyrA), DNA 
ribosomal RNA (16S rRNA), and DNA-directed RNA polymerase subunit beta (rpoB) genes. Additionally, by producing 
siderophores and solubilizing inorganic phosphate, potassium, and phosphorus, the B. velezensis isolate BB35 
functioned as a plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR). The investigation of genes related to antibiotic 
synthesis was conducted for the B. velezensis isolate BB35. The findings showed that the production of antibiotic 
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substances, such as surfactin, fengycin, bacillomycin D, and itulin A, was regulated by the biosynthesis genes srfAA, 
fenD, bamA, and ituA, respectively. In accordance with this research, it could be possible to manage the causes of 
stem rot and leaf stripe in sweet corn by using antagonistic bacteria in both greenhouse and field conditions. 
Keywords: biological control; 16S rRNA; gyrA; rpoB; antibiotic gene 
 
บทนำ 
 ข้าวโพดหวาน (Zea mays L.) เป็นพืชที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจที่ภาครัฐและภาคเอกชนให้ความสนใจ เนื่องจากมีการ
ขยายตัวทางการตลาดสูงขึ้น และมีศักยภาพในการส่งออก อีกทั้งยังมีแนวโน้มในการขยายการเติบโตในด้านอุตสาหกรรมมากขึ้น   
(เบญจวรรณ และเทพศักดิ์, 2562) แต่อย่างไรก็ตาม ปัญหาสำคัญที่เป็นอุปสรรคต่อการผลิตข้าวโพดหวาน ได้แก่ การระบาดของโรค 
แมลง และวัชพืช โดยโรคที่เริ่มพบว่าเป็นปัญหาต่อการผลิตข้าวโพดหวานตั้งแต่ระยะกล้าจนถึงระยะเก็บเกี่ยวผลผลิตที่สำคัญ ได้แก่    
โรคใบขีดและลำต้นเน่าของข้าวโพดหวาน ท่ีมีสาเหตุมาจากเช้ือ Burkholderia gladioli   
 สำหรับ โรค ใบขีดและลำต้ น เน่ า  (leaf strip and stem rot) ของข้าวโพดหวานมี เ ช้ือสาเหตุ มาจากแบคที เรี ย       
Burkhoderia gladioli ซึ่งจากลักษณะอาการที่พบเริ่มจากบริเวณบนใบข้าวโพดมีจุดสีขาว-เหลืองขนาดเล็ก จากนั้นขยายใหญ่ขึ้นจน
เป็นเส้นยาว ขนาดประมาณกว้าง 0.3 เซนติเมตร ยาว 8 เซนติเมตร และเมื่ออาการเริ่มรุนแรงจะทำให้ใบแห้งตาย ส่วนอาการบริเวณลำ
ต้นจะมีจุดฉ่ำน้ำขนาดเล็ก และขยายขนาดใหญ่ขึ้น จากนัน้เชื้อเริ่มเข้าทำลายไปยังบริเวณท่อลำเลียงน้ำและท่ออาหารของพืช จนทำให้
ลำต้นหักและตายในที่สุด (Gijon-Hernandez et al., 2011) 

สว่นการควบคุมโรคพืช โดยใช้สารเคมี ในปัจจุบนัต้องตระหนักถึงความเป็นพิษและผลกระทบที่มีต่อสิ่งแวดล้อม นอกจากนีย้ัง
ตอ้งคำนึงถึงการพัฒนาการของเชื้อสาเหตุโรคที่สามารถต้านทานตอ่สารเคมีกำจดัโรคพืช จึงมีการจัดการเกี่ยวกับการใช้สารเคมีกำจัดโรค
พืชชนิดใหม่อย่างเข้มงวด และมีความคาดการณ์ว่าการขึ้นทะเบียนของสารเคมีชนิดใหม่มีแนวโน้มที่จะลดลง ดังนั้นการควบคุมโดยชีววิธี
จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่เป็นที่ยอมรับโดยทั่วไปและสามารถนำมาใช้ในการจัดการศัตรูพืชแบบผสมผสานได้  (integrated pest 
management: IPM) (Raymaekers et al., 2020) เช่น การนำแบคทีเรียปฏิปักษ์มาใช้ในการควบคุมโรคพืช โดยแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่
นิยมนำมาใช้ ได้แก่ Bacillus ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมบวกที่นิยมนำมาใช้ในการควบคุมโดยชีววิธีมากที่สุด (Mijakovic et al., 2020) 
เนื่องจาก Bacillus sp. มีความสามารถในการส่งผลต่อกลไกต่าง ๆ ของเชื้อสาเหตุโรค ความสามารถในการผลิตสารปฏิชีวนะ การสร้าง
เอนไซม์ hydrolytic การสร้าง siderophore และการชักนำให้เกิดความต้านทานของพืช (Beneduzi et al., 2012) มากไปกว่านั้น 
Bacillus sp. ยังทำหน้าที่สร้างสารกระตุ้นในการดูดซึมธาตุอาหารชนิดต่าง ๆ จากสิ่งแวดล้อมได้อีกด้วย เช่น การตรึงไนโตรเจน การ
ละลายฟอสเฟต และสามารถช่วยในการสง่เสรมิกระบวนการสงัเคราะห์แสงของพืชได้ (Souza et al., 2015) เช่น งานวิจัยของทิพวรรณ 
และคณะ (2560) ที่ ได้ศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมโรคเน่าสีน้ำตาลของกล้วยไม้จากแบคทีเรีย 
Burkholderia gladioli pv. gladioli พบว่า กรรมวิธีที่พ่นแบคทีเรียปฏิปักษ์หลังจากกล้วยไม้เริ่มแสดงอาการของโรค ทุก ๆ 7 วัน 
สามารถความคุมเช้ือ B. gladioli pv. gladioli สาเหตุโรคเน่าสีน้ำตาลได้ดี ตัวอย่างของ Bacillus spp. หลายชนิดที่สามารถควบคุม
เช้ือสาเหตุโรคได้ เช่น B. subtilis, B. siamensis B. velezensis และ B. amyloliquefaciens เป็นต้น (Andric et al., 2020) ทั้งนี้ 
Bacillus มีความสามารถในการผลิตสารทุติยภูมิ และสารต้านเชื้อจุลินทรีย์ได้หลากหลาย (Beric et al., 2012) โดย Bacillus สามารถ
ผลิตสารทุติยภูมใินกลุ่มลโิปเปปไทดเ์ป็นสว่นใหญ่ ได้แก่ surfuctin iturin และ fengycin (Lang, 2002) ซึ่งสารแต่ละชนิดมียีนที่ควบคุม
การผลิตแตกต่างกัน เช่น ยีน srfAA กำหนดการสร้างสาร surfactin ยีน fenD กำหนดการสร้างสาร fengycin (Joshi and Gardener, 
2008) ยีน ituA กำหนดการสร้างสาร itulin A (Rahman et al., 2012) ยีน bamA กำหนดการสร้างสาร bacillomycin A 
(Athukarala et al., 2009) เป็นต้น เช่น การรายงานของ Pajcin et al. (2020) ที่ได้ศึกษาประสิทธิภาพของ B. velezensis ไอโซเลท 
IP22 ที่ มี คุณสมบัติ ในการสร้างสารในกลุ่ ม ลิ โป เปปไทด์  ได้แก่  fengycin และ locillomycin ที่ สามารถยับยั้ งแบคที เรีย  
Xanthomonas euvesicatoria ได้ ดังนั้นงานวิจัยนี้ จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อทดสอบประสิทธิภาพ และตรวจสอบยีนที่กำหนดการสร้าง
สารต้านจุลินทรีย์ของแบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลท BB35 ที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือ B. gladioli สาเหตุโรคใบขีดและ   
ลำต้นเน่าของข้าวโพดหวาน 
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วิธีการศึกษา  
เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค 
 นำแบคทีเรีย Burkholderia gladioli ไอโซเลท MHSL06 (accession no: OQ025071) สาเหตุโรคใบขีดและลำต้นเน่าของ
ข้าวโพดหวานทีไ่ดม้าจากห้องปฏิบัตกิารแบคทีเรีย สาขาวิชาโรคพืช คณะเกษตรศาสตร ์มหาวิทยาลยัเชียงใหม ่มาเพิ่มปริมาณบนอาหาร 
nutrient agar (NA) บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 วัน ก่อนนำมาทดสอบในขั้นตอนต่อไป 
การทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus sp. ไอโซเลท BB35 ที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังเชื้อ Burkholderia gladioli  

การทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus sp. ไอโซเลท BB35 จากห้องปฏิบัติการแบคทีเรียสาขาวิชาโรคพืช คณะเกษตรศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ในการยับยั้งเช้ือ B. gladioli สาเหตุโรคใบขีดและลำต้นเน่าของข้าวโพดหวาน ด้วยวิธี `dual culture ดังนี้ 
เตรียมเซลล์แขวนลอยของแบคทีเรียสาเหตุโรคและ Bacillus sp. ที่ค่าความเข้มข้นเท่ากับ 109 cfu/ml (ค่า O.D. เท่ากับ 0.2 ที่    
ความยาวคลื่นเท่ากับ 600 นาโนเมตร) จากนั้นเทอาหาร NA ปริมาตร 10 ml เพื่อใช้เป็นฐาน และนำอาหาร NA ปริมาตร 10 ml ผสม
กับเซลล์แขวนลอยของแบคทีเรียสาเหตุโรคปริมาตร 0.1 ml เททับลงบนอาหารที่เตรียมไว้ ดัดแปลงมาจาก Pedraza-Herrera et al. 
(2021) ในส่วนของ Bacillus sp. นำเซลล์แขวนลอยของแบคทีเรียปริมาตร 10 µl หยดลงบนกระดาษกรอง (paper disc; Machery-
Nagel, Germany) ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.6 cm ทิ้งไว้สักครู่ แล้วจึงย้ายมาวางลงบนจานอาหารเลี้ยงเชือ้ที่
เตรียมไว้ข้างตน้ และหยดน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อในปริมาตรที่เท่ากันบนกระดาษกรองเพื่อใช้เป็นชุดควบคุม บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 วัน 
สังเกตการเกิดวงใสรอบบริเวณที่แสดงการยับยั้งของแบคทีเรีย (inhibition zone) ทำการทดลองทั้งหมด 4 ซ้ำ จากนั้นนำมาคำนวณ
ดว้ยสมการ 

 (Inhibition zone = ((เสน้ผา่นศูนย์กลางวงใส – เสน้ผา่นศูนย์กลางของกระดาษกรอง)/2) 
การจัดจำแนกชนิดของ Bacillus sp. ไอโซเลท BB35 ด้วยเทคนิคทางอณูชีววิทยา 
 จัดจำแนก Bacillus sp. ไอโซเลท BB35 ด้วยยีน 16S rRNA, gryA และ rpoB โดยใช้ไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อยีนทั้ง 3 ยีน ตาม
ตารางที่ 1 จากนั้นทำปฏิกิริยา PCR โดยเตรียมไพรเมอร์ให้มีความเข้มข้น 100 µM สำหรับใช้เป็น stock primers และใช้ไพรเมอร์ที่
ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 20 µM เตรียมองค์ประกอบของปฏิกิริยา PCR ใน microcentrifuge tube ขนาด 200 µl ประกอบด้วย 
DNA ปริมาตร 2 µl forward primer ปริมาตร 2 µl reverse primer ปริมาตร 2 µl Quick tag (HS DyeMix 2x master mix PCR 
(TOYOBO, Japan)) ปริมาตร 12.5 µl และปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเช้ือ 15 โอห์ม ให้ได้ปริมาตร 50 µl จากนั้นนำไปเพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเครื่อง PCR รุ่น A200 Gradient Thermal cycler (LongGene, China) ในส่วนของยีน 16S rRNA ทำตาม
ขั้นตอน ดังนี้ initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 °C เป็นเวลา 5 นาที ตามด้วยปฏิกิริยาจำนวน 35 รอบของ denaturation ที่
อุณหภูมิ 94 °C เวลา 30 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 64 °C เป็นเวลา 30 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72 °C เวลา 2 นาที และ
ปฏิกิริยา 1 รอบของ final extension ที่อุณหภูมิ 72 °C เวลา 10 นาที และในส่วนของยีน gyrA และ rpoB ทำปฏิกิริยา PCR ตั้งค่า
แบบ gradient ดังนี ้initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 °C เป็นเวลา 2 นาที ตามด้วยปฏิกิริยาจำนวน 30 รอบของ denaturation ที่
อุณหภูมิ 94 °C เวลา 30 วินาที annealing ที่ช่วงอุณหภูมิ 53-62 °C เป็นเวลา 45 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิ 75 °C เวลา 50 
วินาที และปฏิกิริยา 1 รอบของ final extension ที่อุณหภูมิ 72 °C เวลา 5 นาที ตรวจผลผลิต PCR ด้วยวิธี gel electrophoresis 
และวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ โดยใช้เทคนิค Fluorescent dye-terminator sequencing โดยเครื่อง ABI PrismTM 3730xl DNA 
sequencers (Bio Basic Inc) จากนั้นนำลำดับเบสที่ได้มาเปรียบเทียบวิเคราะห์และศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระดับยีนของ
แบคทีเรียในฐานข้อมูล Genbank (NCBI) ด้วยโปรแกรม Blastn จากนั้นนำลำดับเบสวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม โดยใช้ 
phylogenetic tree แบบ maximum-likelihood ที่ค่า bootstrap ทั้ งหมด 1,000 ซ้ำ ด้วยโปรแกรม MEGA X (Kumar et al., 
2018; Yurnaliza et al., 2020) 
 
 
 



แก่นเกษตร 52 ฉบับที่ 1: 273-286 (2567)./doi:10.14456/kaj.2024.xx.  276  

 

Table 1 List of primers used for identifying Bacillus sp. isolate BB35 
Gene 
name 

Primers Sequence 
size 
(bp) 

Ta1/ 
(°C) 

reference 

16s rRNA 16SF 
16SR 

5′-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3′ 
5′-AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA-3′ 

1,500 64 
Liu et al., 2009 

gyrA p-gyrA-f 
p-gyrA-r 

5’-CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT3’ 
5’-CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT -3’ 

970 53 
Cui et al., 2020 

rpoB rpoBF 
rpoBRO 

5’-AGGTCAACTAGTTCAGTATGGACG-3’ 
5’-GTCCTACATTGGCAAGATCGTATC-3’ 

831 57 
Cui et al., 2020 

Ta1/ = annealing temperature 

 
การศึกษาคุณสมบัติในการสร้างสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช  

เลี้ยง Bacillus sp. ไอโซเลท BB35 บนอาหาร NA บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 วัน จากนั้นเตรียมเซลล์แขวนลอยของ
แบคทีเรียที่ความเข้มข้น 1×109 cfu/ml (ค่า O.D. เท่ากับ 0.2 ที่ความยาวคลื่น 600 µm) และนำมาหยดลงบนกระดาษกรองขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 0.6 cm ปริมาตร 10 µl ผึ่งทิ้งไว้ให้แห้ง ทำการทดลองทั้งหมด 4 ซ้ำ จากนั้นนำมาทดสอบความสามารถในการสร้างสาร
สง่เสริมการเจริญเติบโตของพืชทั้งหมด 3 คุณสมบัติ ดังนี ้ 

ทดสอบความสามารถในการละลายฟอสเฟตบนอาหาร Pi culture medium (Jasim et al., 2013; Gorai et al., 2021) 
จากนั้นบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 วัน แลว้สังเกตการเกิดวงใสบริเวณผิวหน้าอาหารทดสอบ 

ทดสอบความสามารถในการละลายโพแทสเซียมบนอาหาร Alexandrov culture medium (Yan et al., 2022) บ่มไว้ที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน แล้วสังเกตการเกิดวงใสบริเวณรอบโคโลนีของแบคทีเรียบนอาหารทดสอบ 

ทดสอบความสามารถในการสร้าง siderophore บนอาหาร Chrome Azurol S agar (CAS) (Yu et al., 2011) บ่มไว้ที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน แล้วสังเกตการเปลี่ยนแปลงสีของอาหารรอบ ๆ แบคทีเรียเจริญ 
การศึกษาหายีนที่กำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะของ Bacillus sp. ไอโซเลท BB35 ในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรค 

 ตรวจสอบหายีนที่กำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะจำนวน 4 ยีน ได้แก่ bamA fenD ituA และ srfAA โดยเตรียมไพร์เมอร์ 
(Table 2) ให้มีความเข้มข้น 100 µM สำหรับใช้เป็น stock primers เตรียมองค์ประกอบของปฏิกิริยา PCR ใน microcentrifuge 
tube ขนาด 200 µl ประกอบด้วย DNA template ปริมาตร 1 µl forward primer ความเข้มข้น 20 µM ปริมาตร 1 µl reverse 
primer ปริมาตร 1 µl Quick tag (HS DyeMix 2x master mix PCR (TOYOBO, Japan)) ปริมาตร 6.25 µl และปรับปริมาตร
สุดท้ายด้วยน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเช้ือ 15 โอมห์ ให้ได้ปริมาตร 25 µl จากนั้นนำไปเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยเครื่อง PCR รุ่น A200 
Gradient Thermal cycler (LongGene, China) โดยมีขั้นตอนการทำปฏิกิริยา PCR ที่เฉพาะต่อยนีแต่ละชนิด ดังนี้ ในขั้นตอน initial 
denaturation ที่อุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 5 นาที ตามด้วยปฏิกิริยาจำนวน 35 รอบของ denaturation ที่อุณหภูมิ 95 °C เวลา 45 
วินาที annealing ที่ช่วงอุณหภูมิ 50-60 °C เป็นเวลา 45 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72 °C เวลา 60 วินาที และปฏิกิริยา 1 
รอบของ final extension ที่อุณหภูมิ 72 °C เวลา 10 นาที หลังจากเพิม่ปริมาตรของดเีอ็นเอด้วยเทคนิค PCR แล้ว นำผลผลิตของ PCR 
มาวิเคราะห์ขนาดด้วยวิธี gel electrophoresis และวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ โดยใช้เทคนิค Fluorescent dye-terminator 
sequencing โดยเครื่อง ABI PrismTM 3730xl DNA sequencers (Bio Basic Inc) จากนั้นนำลับดับเบสที่ได้มาศึกษาความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรมของแบคทีเรีย โดย Blast ลำดับเบสเปรียบเทียบกับลำดับเบสที่อยู่ในฐานข้อมูล National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) database 
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Table 2 List of primers used for detecting antibiotic synthesis-related gene from Bacillus spp. isolate BB35 

Antibiotic Gene Primer Sequence (5’ – 3’) 
size 
(bp) 

Ta1/ 
(°C) 

reference 

Bacillomycin A bamA BACA-F 
BACA-R 

TGAAACAAAGGCATATGCTC 
AAAAATGCATCTGCCGTTCC 

482 58 Athukorala et al. (2009) 

Fengycin D fenD FEND-F 
FEND-R 

CCTGCAGAAGGAGGAGAAGTGAAG 
TGCTCATCGTCTTCCGTTTC 

293 58 Joshi and Gardener (2006) 

Iturin A ituA ITUD1F 
ITUD1R 

GATGCGATCTCCTTGGATGT 
ATCGTCATGTGCTGCTTGAG 

647 58 Rahman et al. (2012) 

surfactin srfAA SRF-F 
SRF-R 

ATGAAGATTTACGGAATTTA 
CCACTCAAACGGATAATCCTGA 

201 52 Joshi and Gardener (2006) 

1/ Ta = annealing Temperature 

 
ผลการศึกษาและวิจารณ์ 
การทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus sp. ไอโซเลท BB35 ที่มปีระสิทธิภาพในการยับย้ังเชื้อแบคทีเรีย Burkholderia gladioli 
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus sp. ไอโซเลท BB35 ในการควบคุมเช้ือ B. gladioli ไอโซเลท MHSL06 สาเหตุ
โรคใบขีดและลำต้นเน่าของข้าวโพดหวาน ด้วยวิธี dual culture พบว่า Bacillus sp. ไอโซเลท BB35 สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ 
B. gladioli ได้ โดยมีขนาดของรัศมีบริเวณการยับยั้งเท่ากับ 7.50 mm (Figure 1) ซึ่งสอดคล้องกับการรายงานของ Srimai and 
Akarapisan (2023) ที่ ได้รายงานว่า B. velezensis ไอโซเลท BB22 ที่แยกมาจากดินบริเวณรอบรากพืชสามารถควบคุม เช้ือ           
Pantoea agglomerans และเช้ือ B. gladioli สาเหตุโรคหอมเน่าได้ โดยมีเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณการยับยั้งเท่ากับ 30.1 และ   
13.0 mm ตามลำดับ และจากการรายงานของ Pedraza-Herrera et al. (2021) ได้รายงานว่า Bacillus velezensis ไอโซเลท 
IBUN2755 ที่แยกมาจากรากพืชชนิดต่าง ๆ สามารถควบคุมเช้ือ Burkholderia glumae ไอโซเลท CIAT-3853 ได้สูงที่สุด โดยมีเส้น
ผ่านศูนย์กลางบริเวณการยับยั้งเท่ากับ 8.1 ± 1 cm 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 The effectiveness of Bacillus sp. BB35 to inhibit Burkholderia gladioli causal agent of leaf stripe and 
stem rot disease of sweet corn on NA medium by using dual culture method under room 
temperature for 3 days.  
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การจัดจำแนก Bacillus sp. ไอโซเลท BB35 โดยวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA, gyrA และ rpoB 
จากการวิเคราะห์และเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ของ Bacillus sp. ไอโซเลท BB35 ดว้ยยีนทั้งหมด 3 ตำแหน่ง ได้แก่ ยีน 

16S rRNA, gyrA และ rpoB ซึ่งมีขนาดเท่ากับ 1,500, 970 และ 831 bp ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทด์จาก NCBI 
database โดยใช้โปรแกรม BLAST (Table 3) พบว่า ยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท BB35 มีลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ใกล้เคียง
จีโนมของ Bacillus velezensis ไอโซเลท GH1-13 (CP019040.1) ในตำแหน่งที่ 9146 – 10932 สว่นยีน gyrA มีลำดบันิวคลีโอไทด์ที่
ใกล้เคียงกับจโีนมในตำแหน่งที่ 6752 – 7713 และยีน rpoB มีลำดบันิวคลีโอไทดท์ี่ใกลเ้คียงกับจีโนมในตำแหน่งที ่122645 – 122815 
ซึ่งมีค่าความเหมือนเท่ากับร้อยละ 99.07, 99.90 และ 99.42 ตามลำดับ และเมื่อนำลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนทั้ง 3 ยีน ที่ได้มาศึกษา
ความสมัพันธ์ระดบัยนี พบว่า แบคทีเรียไอโซเลท BB35 จัดอยู่ในกลุ่มสปีชีร์ Bacillus velenzensis และจากการวิเคราะห์ความสมัพันธ์
ของลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วย phylogenetic tree พบมีความใกล้เคียงกับ B. velezensis ไอโซเลท GH1-13 (Figure 2) ซึ่งจากการ
รายงานของ Kim et al. (2017) ทีไ่ด้นำ Bacillus velezensis ไอโซเลท GH1-13 ที่แยกจากดินบริเวณรอบรากข้าวมาใช้ในการส่งเสริม
การเจริญเติบโตของพืช และนำมาใช้เป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมเช้ือสาเหตุโรคพืช และจากรายงานของ Ercole et al. (2023) 
ไดศ้ึกษาและจัดจำแนกชนิดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ทีส่ง่ผลตอ่การเจริญเติบโตของข้าวโพดหวาน จากยีนจำนวน 4 ยีน ไดแ้ก่ 16S rRNA, 
rpoB, gyrA และ recA และสามารถจดัจำแนกชนิดของ B. velezensis ไดจ้ำนวน 3 ไอโซเลท จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า การนำ
ยีนจำนวน 3 ยีน มาจัดจำแนกชนิดของ Bacillus spp. นัน้มคีวามจำเป็นอย่างมาก เนือ่งจาก Bacillus sp. เป็นแบคทีเรียทีล่กัษณะทาง
พันธุกรรมมีความหลากหลายและมีความใกลชิ้ดกันอยา่งมาก 
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Table 3 Source and information of Bacillus spp. used in this study and reference for phylogenetic analysis of the 
complete genome sequence 

strains source 
Whole genome 
(accession No.) 

Accession No./ Locus tag of whole genome 
reference 

16S rRNA gyrA rpoB 
BB35 Thailand - OR797014 OR784321 OR784322 This study 

GH1-13 Korea CP019040 9146 - 10932 6752 - 7713 122645 - 122815 Kim et al., 2017 
M75 Korea CP016395 31485 - 32671 6753 – 7714 122585 - 122755 Kim et al., 2017 

LS69 China CP015911 80252 - 81438 
3913245 – 
3914206 

105496 - 105666 Liu et al., 2017 

AS43.3 
South 
Africa 

NC_019842 31776 - 32962 7064 – 8025 122565 - 122735 Adeniji et al., 2019 

UTB96 Germany CP036527 91467 - 92653 7068 – 8029 122653 – 122823 
Vahidinasab et al., 

2022 
YPS-32 China CP080629.1 9703 - 10889 - 121547 – 121715 Zhou et al., 2022 

BSn5 China CP002468.1 
2222126 - 
2223312 

- 2336851 – 2337019 Deng et al., 2011 

NCBI3610 
United 
state 

CP020102.1 10149 - 11335 - 121989 – 122157 Nye et al., 2017 

PY79 
United 
state 

CP006881.1 10111 - 11297 - 121950 - 122118 
Schroeder and 
Simmons, 2013 

B28 Korea CP066219.1 9649 - 10835 6656 – 7617 122828 - 122998 Heo et al., 2021 
SCSIO 
05746 

China CP025001.1 
1018910 - 
1020096 

4262042 – 
4263003 

4146809 - 4146979 Pan et al., 2019 

YB-1631 China CP110268.1 9651 – 10837 6656 – 7617 122542 - 122712 Dong et al., 2023 
Ba13 China CP073635.1 9655 - 10841 6661 – 7622 122487 – 122657 Ji et al., 2021 
205 China CP054415.1 31394 - 32580 6661 - 7622 122487 – 122657 Zhao et al., 2020 
YP6 China CP032146.1 91382 – 92568 6757 - 7718 122459 – 122629 Meng et al., 2019 
LL3 China CP002634.1 10065 - 11251 7072 – 8033 117069 – 117239 Dang et al., 2019 
PP19 China CP062984.1 9652 – 10838 6656 – 7617 122554 – 122724 Zheng et al., 2021 
HT18 Japan AP024504.2 9209 - 10395 - 113668 - 113833 Matsunaka et al., 2022 
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Figure 2 Phylogenetic tree analysis of antagonistic bacteria based on concatenated alignment of 16S rRNA, 
gyrA and rpoB gene sequence by maximum likelihood (ML) method with bootstraps 1,000 replication 
with Bacillus cereus strain HT18 was used as an out-group. 

 
การศึกษาคุณสมบัติของ Bacillus velezensis ไอโซเลท BB35 ในการสร้างสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 

จากการทดสอบคุณสมบัติในการสร้างสารส่งเสริมการ เจริญเติบโตของพืช พบว่า B. velezensis ไอโซเลท BB35                
มีความสามารถในการย่อยสลายฟอสเฟตได้ โดยทำให้เกิดวงใสบริเวณรอบ ๆ โคโลนีบนอาหาร Pi culture medium ที่มีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางเท่ากับ 1.9 cm (Figure 3a-2) สามารถละลายโพแทสเซียมได้ เนื่องจากมีการเกิดวงใสที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 
0.86 cm (Figure 3b-2) นอกจากนี้ยังสามารถสร้าง siderophore บนอาหาร Chrome Azurol S agar (CAS)  เนื่องจากพบการเกิด
วงใสที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 3.0 cm บนอาหารทดสอบที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง (Figure 3c-2) ซึ่งสอดคล้อง
การงานวิจัยของ Yan et al. (2022) ที่ได้ศึกษาคุณสมบัติของ B. velezensis ไอโซเลท YYC ที่มีคุณสมบัติในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตต่อต้นมะเขือเทศและช่วยเพิ่มความต้านทานต่อโรคเหี่ยวของมะเขือเทศที่เกิดจากเช้ือ Pseudomonas solanacearum 
โดยแบคทีเรียไอโซเลท YYC มีคุณสมบัติในการดูดซับโพแทสเซียม การละลายฟอสเฟต และสามารถสร้าง siderophore ได้ และจาก
การทดลองของ Perea-Molina et al. (2022) ที่ได้รายงานว่า B. velezensis ไอโซเลท IBUN2755 สามารถลดจำนวนประชากรของ
เช้ือ Burkholderia glumae บริเวณรอบรากข้าวได้ นอกจากนี้ B. velezensis ยังช่วยสร้างสารในการส่งเสริมต่อการเจริญเติบโตของ
ต้นข้าวได้ 
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Figure 3 Plant growth-promoting activities of Bacillus velezensis strain BB35: a) phosphate solubilization; b) 

potassium solubilization and c) producing siderophore test  
 
การศึกษาหายีนที่กำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะของ Bacillus velezensis ไอโซเลท BB35 ในการยับย้ังเชื้อสาเหตุโรค 
 จากการศึกษาหายีนจำนวน 4 ยีน ได้แก่ srfAA,  fenD,  bamA และ ituA ที่กำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะ surfactin, 
fengycin D, bacillomycin A และ iturin A ตามลำดับ จาก B. velezensis ไอโซเลท BB35 ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือ        
B. gladioli สาเหตุโรคใบขีดและลำต้นเน่าของข้าวโพดหวาน พบว่า ตรวจพบทั้ง 4 ยีน ใน B. velezensis ไอโซเลท BB35 โดยยีน 
srfAA,  fenD, bamA และ ituA มีขนาดของผลผลิต PCR ที่ตำแหน่งประมาณ 201 (lane 2), 293 (lane 3), 482 (lane 4) และ 647 
(lane 5) bp ตามลำดับ (Figure 4) และเมื่อนำไปตรวจสอบความสัมพันธ์ระดับยีน พบว่า ยีนที่กำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะจำนวน 2 
ยีน มีความสัมพันธ์กับ B. velezensis คือยีน srfAA (OR784405) และยีน ituA (OR784325) ส่วนอีก 2 ยีน มีความสัมพันธ์กับ        
B. amyloliquefaciens คือยีน fenD (OR784324) และยีน bamA (OR784323) ซึ่งสอดคล้องกับการรายงานของ Kumvinit and 
Akarapisan (2023) ที่ได้ศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรีย B. velezensis ไอโซเลท CR74 ที่สามารถควบคุมเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค
แข้งดำและโรคเน่าเละของมันฝรั่งได้ทั้งหมด 4 ชนิด ได้แก่ Pectobacterium carotovorum subsp. brasiliense, Dikeya dadantii, 
Pectobacterium putida และ Bacillus altitudinis และการรายงานของ Li et al. (2020) ที่ได้นำ B. velezensis ไอโซเลท CPA1-
1 ที่แยกจากกุ้งฝอย มาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้ งเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคของสัตว์น้ำจำนวน 5 ชนิด ได้แก่ Aeromonas 
veronii, Plesimonas shigelloides, Aeromonas hydrophila, Vibrio parahaemolyticus และ Citrobacter freundii และเมื่อ
ศึกษาหายีนที่กำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะจาก B. velezensis CPA1-1 พบว่า แบคทีเรียไอโซเลทนี้สามารถตรวจพบยีนที่สร้างสาร
ปฏิชีวนะได้ทั้งหมด 7 ยีน ได้แก่ srfAA, ituA, fenA, dhbA, bmyA, beaS และ dfnA นอกจากน้ีมีการศึกษาของ Li et al. (2023) ที่ได้
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ศึกษาองค์ประกอบและกิจกรรมของสารในกลุ่ม lipopeptide ที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือสาเหตุโรค จากการศึกษาพบว่า B. 
velezensis ไอโซเลท FUA2155 พบการแสดงออกของยีนจำนวน 3 ยีน ได้แก่ srfAA, fenA และ ituA ที่กำหนดการสังเคราะห์สาร 
surfactin, fengycin และ itulin A ตามลำดับ โดยยีนที่กำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะแต่ละชนิดมีคุณสมบัติที่แตกต่างกัน ดังนี้ ยีน 
srfAA กำหนดการสร้างสาร surfactin มีความสามารถในการทำให้เยื่อหุ้มเซลล์ทำงานอย่างไม่มีเสถียรภาพ มีผลต่อช้ันไขมันและเกิดรู
พรุนส่งผลให้ไอออนบวกภายในเซลล์ไหลออกสู่ภายนอก (Lilge et al., 2022) ผลกระทบของยีน fenD กำหนดการสร้างสาร fengycin 
เมื่อสารเข้าสู่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียแล้วส่งผลให้เยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียเกิดรอยรั่ว (Medeot et al., 2020) ส่วนยีน 
bamA กำหนดการสร้างสาร bacillomycin D สามารถช่วยส่งเสริมการสร้างไบโอฟิล์มของของแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus (Kaspar et 
al., 2019) และยีน ituA กำหนดการสร้างสาร itulin มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย และจะส่งผลให้เยื่อหุ้ม
เซลล์ของเชื้อแบคทีเรียเกิดเป็นรูพรุน (Zeriouh et al., 2011)      
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 PCR detections of antibiotic synthesis-related genes from Bacillus velezensis isolate BB35 detection 

of srfAA (201  bp) , fenD (293  bp) , bamA (482  bp) and ituA (647  bp); M=DNA marker ladder and 
NC=negative control using 15-ohm sterile water. 

 
สรุป  
 แบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลท BB35 มีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือ B. gladioli สาเหตุโรคใบขีดและลำต้นเน่าของ
ข้าวโพดหวานในสภาพห้องปฏิบัติการได้ และเมื่อวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์เพื่อใช้ในการจัดจำแนกชนิดของแบคทีเรียโดยใช้
ความสัมพันธ์ระดับยีนจำนวน 3 ยีน พบว่า แบคทีเรียไอโซเลท BB35 คือ Bacillus velezensis ที่มีความสามารถในสร้างสารส่งเสริม
การเจริญเติบโตของพืช และตรวจพบยีนจำนวน 4 ยีน ซึ่งกำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะ surfactin fengycin D bacillomycin A และ 
iturin A ดงันัน้จะเห็นไดว่้าแบคทีเรีย B. velezensis ไอโซเลท BB35 มศีักยภาพในการนำไปประยุกตใ์ช้ควบคุมเช้ือสาเหตโุรคใบขีดและ   
ลำต้นเน่าของข้าวโพดหวานทั้งในสภาพโรงเรือนและแปลงปลกูได ้อีกทั้งมีโอกาสจะนำแบคทีเรียมาพัฒนาในรูปแบบของชีวภัณฑ์เพือ่ใช้
ในการควบคุมเช้ือสาเหตโุรคตอ่ไปไดใ้นอนาคต 
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