
 

 ก  

การคดัเลือกแบคทเีรียปฏิปักษ์เพ่ือควบคุมเช้ือสาเหตุโรค                               
ทีต่ิดมากบัหัวพนัธ์ุมนัฝร่ัง 

 

 

 

 

 

สุภาพร ฟ้าเลศิ 
 

 

 

 

 

วทิยาศาสตรมหาบณัฑติ 
สาขาวชิาโรคพืช 

 

 

 

 

 

บัณฑติวทิยาลยั 
มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 

เมษายน 2562 

[ดึ



 

ก 

การคดัเลือกแบคทเีรียปฏิปักษ์เพ่ือควบคุมเช้ือสาเหตุโรค                               
ทีต่ิดมากบัหัวพนัธ์ุมนัฝร่ัง 

 

 

 

 

 

สุภาพร ฟ้าเลศิ 
 

 

 

 

 

วทิยานิพนธ์นีเ้สนอต่อมหาวทิยาลยัเชียงใหม่เพ่ือเป็นส่วนหน่ึงของ
การศึกษาตามหลกัสูตรปริญญาวทิยาศาสตรมหาบัณฑติ 

สาขาวชิาโรคพืช 

 

 

 

 

 

บัณฑติวทิยาลยั มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
เมษายน 2562 





 

ค 

กติตกิรรมประกาศ 

 

ข้าพเจ้าขอกราบขอบพระคุณ ผู ้ช่ วยศาสตราจารย์ ดร.  อังสนา อัครพิศาล  ซ่ึ ง เ ป็น                       
อาจารยท่ี์ปรึกษา ท่ีใหค้วามรู้ ค  าแนะน า และช้ีแนะแนวทางในการท างานต่าง ๆ ตลอดจนใหค้ าปรึกษา
ในการแกไ้ขปัญหาต่าง ๆ ท่ีเกิดข้ึนระหวา่งการท าวิทยานิพนธ์คร้ังน้ี จนเสร็จสมบูรณ์ ขอขอบพระคุณ                    
ผู ้ช่ วยศาสตราจารย์ ดร.  วรวรรณ ชาลีพรหม ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ์  และ                          
ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร. เยาวลกัษณ์ จนัทร์บาง กรรมการ และอาจารยท่ี์ปรึกษาร่วม ท่ีไดใ้หค้วามรู้ และ
ค าแนะน าท าใหว้ทิยานิพนธ์น้ีมีความสมบูรณ์ยิง่ข้ึน 

ขอบคุณเจา้หนา้ท่ีภาควชิากีฏวทิยา และโรคพืช และเจา้หนา้ท่ีหอ้งปฏิบติัการโรคพืชทุกท่านท่ี
ช่วยอ านวยความสะดวกในการเบิกอุปกรณ์ และสารเคมีต่าง ๆ ตลอดจนเจา้หนา้ท่ีดา้นธุรการภาควชิา
ทุกท่านท่ีไดใ้หค้  าแนะน า ช่วยเหลืองานดา้นเอกสารต่าง ๆ  รวมทั้งเพื่อน ๆ และนอ้ง ๆ ทุกท่านท่ีคอย
ใหก้ าลงัใจ และใหค้วามช่วยเหลือในดา้นต่าง ๆ เป็นอยา่งดี ท าใหว้ทิยานิพนธ์น้ีส าเร็จลุล่วงไปได้
ดว้ยดี 

ขอขอบคุณศูนย์ ความเป็นเลิศด้านเทคโนโลยี ชีวภาพเกษตร ส านักพัฒนาบัณฑิต                            
ศึกษาและวิจัยด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีส า นักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา                       
กระทรวงศึกษาธิการ (AG-BIO/PERDO-CHE) และศูนยเ์ทคโนโลยีชีวภาพเกษตร คณะเกษตรศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ ท่ีสนบัสนุนเคร่ืองมือในการท าวทิยานิพนธ์ 

กราบขอบพระคุณ คุณพอ่ คุณแม่ ท่ีคอยสนบัสนุนส่งเสริมทุกอยา่ง สนบัสนุนทั้งดา้นทุนทรัพย ์
และคอยใหก้ าลงัใจเป็นอยา่งดีมาตลอด 

สุดทา้ยน้ีหวงัวา่วิทยานิพนธ์ฉบบัน้ีคงเป็นประโยชน์แก่ผูท่ี้สนใจ และประโยชน์ท่ีพึงมีขอมอบ
แด่คุณพอ่ คุณแม่ ครูอาจารย ์และผูมี้พระคุณแก่ขา้พเจา้ทุกท่าน 

  

สุภาพร ฟ้าเลิศ 



 

ง 

หัวข้อวิทยานิพนธ์                    การคดัเลือกแบคทีเรียปฏิปักษเ์พื่อควบคุมเช้ือสาเหตุโรค 

                                                      ท่ีติดมากบัหวัพนัธ์ุมนัฝร่ัง 

ผู้เขียน                นางสาวสุภาพร ฟ้าเลิศ 

ปริญญา                วทิยาศาสตรมหาบณัฑิต (โรคพืช) 

คณะกรรมการทีป่รึกษา               ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร. องัสนา อคัรพิศาล อาจารยท่ี์ปรึกษาหลกั 

                ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร. เยาวลกัษณ์ จนัทร์บาง อาจารยท่ี์ปรึกษาร่วม 

 

บทคัดย่อ 

 เช้ือสาเหตุท่ีแยกไดจ้ากตวัอย่างหวัพนัธ์ุมนัฝร่ัง และตน้มนัฝร่ังท่ีแสดงอาการ ประกอบดว้ย 
เช้ือรา Fusarium graminearum ไอโซเลท CP01 และ Fusarium solani ไอโซเลท PP03 ตวัอย่างหัว
พนัธ์ุมนัฝร่ังท่ีแสดงอาการโรคเน่าแห้งจากอ าเภอไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม่ และอ าเภอพบพระ 
จงัหวดัตาก ตามล าดบั ซ่ึงเช้ือราดงักล่าวจ าแนกชนิดโดยอาศยัลกัษณะทางสัณฐานวิทยา และการ
วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ internal transcribed spacer (ITS) ส่วนเช้ือรา Sclerotium sp. สาเหตุ
โรคหัวเน่าจากตวัอย่างหัวพนัธ์ุอ าเภอสันทราย จงัหวดัเชียงใหม่ เม่ือจดัจ าแนกโดยอาศยัการท า
ปฏิกิริยา PCR ร่วมกับไพรเมอร์  SCR-F/SCR-R พบขนาดของแถบ  DNA ท่ี  540 bp จึงจัดเป็น 
Sclerotium rolfsii ส าหรับเช้ือแบคทีเรีย Streptomyces sp. ไอโซเลท MJ21 แยกไดจ้ากตวัอยา่งหัวพนัธ์ุ
มนัฝร่ังท่ีแสดงอาการโรคข้ีกลากจากอ าเภอจอมทอง จงัหวดัเชียงใหม่ ซ่ึงเม่ือจดัจ าแนกโดยอาศยั
ลักษณะสัณฐานวิทยา และวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ถูกจดัอยู่ในกลุ่มของ 
Streptomyces tendea นอกจากน้ีพบเช้ือแบคทีเรีย Pectobacteirum sp. จากตวัอย่างตน้มนัฝร่ังท่ีแสดง
อาการแขง้ด าจากอ าเภอเชียงค า จงัหวดัพะเยา เม่ือวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA 
พบว่าจัดอยู่ในกลุ่ม Pectobacteirum carotovorum subsp. basiliense ส่วนเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia 
solanacearum สามารถแยกจากตวัอยา่งหวัมนัฝร่ังไดท้ั้งหมด 4 ไอโซเลท ไดแ้ก่ ไอโซเลท CD01 และ 
MK01 จากอ าเภอเชียงดาว ไอโซเลท CK01 จากอ าเภอไชยปราการ และไอโซเลท MA01 จากอ าเภอ
แม่อาย จงัหวดัเชียงใหม่ โดยจดัอยู่ในกลุ่มไบโอวาร์ 2T และเม่ือจดัจ าแนกโดยใช้ phylotype ด้วย 
phylotype-specific multiplex PCR และ sequevar โดยอาศยัล าดบัของยีนในต าแหน่ง endoglucanase 
(egl) sequence พบวา่จดัอยูใ่น phylotype II และ sequevar 1 
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 การแยกและคัด เลือกแบคที เ รียปฏิ ปักษ์จาก ดินรอบต้นกล้วย และดินรอบต้นไผ่                    
อ าเภอสุคิริน จงัหวดันราธิวาส รวมถึงดินบริเวณรากมนัฝร่ัง ดินปลูกมนัฝร่ัง และดินรอบรากมนัฝร่ัง 
อ าเภอไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม่ สามารถแยกเช้ือแบคทีเรียได้ทั้ งหมด 83 ไอโซเลท และได้                    
แบคทีเรียปฏิปักษท่ี์สามารถควบคุมการเจริญของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคไดสู้งสุด 4 ไอโซเลท ไดแ้ก่ 
SB02, SD03, SD08 และ  SPP07 โดย SB02 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการควบคุมการเจริญของ               
เช้ือราสาเหตุ F. gramenearum ไอโซเลท CP01 และเช้ือราสาเหตุ S. rolfsii ไอโซเลท SC01 โดยมี
เปอร์เซ็นตย์บัย ั้งการเจริญของเช้ือราสูงสุดท่ี 57.02 และ 47.81 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั และเช้ือแบคทีเรีย
สาเหตุโรคเน่าเละ P. carotovorum subsp. basiliense ไอโซเลท SR03 โดยมีรัศมีของความกวา้งบริเวณ
การยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียท่ี 7.50 มิลลิเมตร ส่วนไอโซเลท SPP07 มีประสิทธิภาพยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุ S. tendea ไอโซเลท MJ21 และ R. solanacearum ไอโซเลท CK01 ได้
สูงสุดโดยมีรัศมีความกวา้งบริเวณการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียท่ี 13.63 และ 8.25 มิลลิเมตร 
ตามล าดบั ซ่ึงเม่ือท าการจดัจ าแนกชนิดของแบคทีเรียปฏิปักษพ์บวา่ทั้ง 4 ไอโซเลทจดัอยูใ่นกลุ่มของ 
Bacillus velezensis และพบว่าแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 4 ไอโซเลท สามารถย่อยธาตุฟอสเฟต สร้างสาร 
IAA และ siderophore ได้ อีกทั้ งย ังมีต าแหน่งของยีนท่ีมีการสร้างสารปฏิชีวนะ iturin A และ 
bacillomycin D ได ้ส่วนการทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียปฏิปักษใ์นการควบคุมโรคของมนัฝร่ังใน
สภาพโรงเรือนพบวา่แบคทีเรียปฏิปักษ ์B. velezensis ไอโซเลท SD03 มีประสิทธิภาพในการควบคุม
และลดความรุนแรงในการเกิดโรค เน่าแหง้ หวัเน่า ข้ีกลาก แขง้ด าหรือเน่าเละ และเห่ียวเขียวได ้
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Abstract 

 

The pathogens were isolated from potato seed and potato plant diseases in potato crop. 
Fusarium graminearum isolate CP01 and Fusarium solani isolate PP03 were isolated from Fusarium 
dry rot symptoms on seed potatoes in Chai Prakan District, Chiang Mai Province and Phop Phra 
District, Tak Province, respectively. Fusarium isolates were identified, based on morphology and the 
internal transcribed spacer (ITS) region of the nuclear ribosomal DNA (rDNA). The tuber rot 
pathogen, Sclerotium sp. was isolated from infected seed potatoes from San Sai District, Chiang Mai 
Province. Identification of Sclerotium sp. isolates was by PCR methods using species-specific 
primers. The primer pair SCR-F/SCR-R amplified a 540-bp product of S. rolfsii DNA. Streptomyces 
sp. isolate MJ21 was isolated from necrotic lesions of diseased potato tubers in Jom Thong District, 
Chiang Mai Province. Then Streptomyces sp. isolate MJ21 was identified as S. tendea based on 
morphology and molecular characteristics with PCR analysis using sequencing of 16S rRNA gene. 
Pectobacterium sp. isolate SR03 was obtained from plants with typical blackleg symptoms in Chiang 
Kham District, Phayao Province. Then the bacterium was identified by PCR analysis using the partial 
16S rRNA gene sequences with 16S rRNA universal primers. The results identified the bacterium as 
Pectobacteirum carotovorum subsp. basiliense. Four isolates of Ralstonia solanacearum including 
CD01 and MK01 (Chiang Dao), CK01 (Chai Prakan) and MA01 (Mae Ai) were identified as 2T 
biovars of the bacterium. Phylotype-specific multiplex PCR showed that the four isolates belonged to 
phylotype II. Then, phylogenetic analysis of endoglucanase (egl) sequence found that all four isolates 
were clustered into sequevar 1.
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Also in this study, a total of 83 bacterial isolates were isolated from the rhizosphere of banana 
and bamboo plants in the Sukhirin District, Narathiwat Province and the rhizosphere and soil of potato 
crops in Chai Prakan District, Chiang Mai Province. They were tested for their antagonistic activity 
against the collected pathogens causing potato diseases using the paper disc test. Four isolates 
including SB02, SD03, SD08 and SPP07 were able to form inhibition zones. The results showed that 
the antagonistic bacterium isolate SB02, which was isolated from the rhizosphere of a banana plant 
in Sukhirin District, Narathiwat Province, showed the ability to suppress the growth of                                       
F. gramenearum CP01 and S. rolfsii SC01 as indicated by inhibition zones of 57.02 and 47.81 %, 
respectively, and P. carotovorum subsp. basiliense SR03 by an inhibition zone of 7.50 mm.                         
The antagonistic bacterial isolate SPP07 which was isolated from the soil of potato crops in                          
Chai Prakan District, Chiang Mai Province, showed the ability to suppress the growth of S. tendea 
MJ21 and R. solanacearum CK01 by inhibition zones of 13.63 and 8.25 mm., respectively.                  
Moreover, four isolates of antagonistic bacteria were identified as Bacillus velezensis according to 
their morphology, biochemical characteristics and 16S rRNA gene. These four isolates were               
indole-3-acetic acid (IAA) producer strains. PCR products form these isolates corresponded to the 
iturin A and bacillomycin D biosynthesis gene clusters. Greenhouse experiments, showed that                   
dry rot, tuber rot, black leg disease, scab and wilt disease incidences were reduced when seed potatoes 
were treated with a cell suspension of B. velezensis isolate SD03.  
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52 

ตาราง 9 Ralstonia solanacearum ท่ีใช้ในการศึกษาน้ี และ ไอโซเลทอา้งอิงท่ีใช้ใน

การเปรียบเทียบ  

56 

ตาราง 10 เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีแยกไดจ้ากดินมนัฝร่ัง รากมนัฝร่ัง ดินไผ ่ดินกลว้ย 
และดินปลูกมนัฝร่ัง 

61 

ตาราง 11 ผลการยบัย ั้งการเจริญเส้นใยเช้ือรา Fusarium graminearum ไอโซเลท CP01 
สาเหตุโรค dry rot ของมนัฝร่ัง 

62 

ตาราง 12 ผลการยบัย ั้งการเจริญเส้นใยของเช้ือรา Sclerotium rolfsii สาเหตุโรคหัวเน่า
ของมนัฝร่ัง 

63 
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 สารบาญตาราง (ต่อ) 

  หน้า 
ตาราง 13 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ SB02, SD03, 

SD08 และ SPP07 ในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย Streptomyces tendea ไอโซ
เลท MJ21 สาเหตุโรคข้ีกลากของมนัฝร่ัง 

64 

ตาราง 14 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ SB02, SD03, 
SD08 และ SPP07 ในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย Pectobacterium carotovorum 
subsp. basiliense สาเหตุโรคแขง้ด าของมนัฝร่ัง 

66 

ตาราง 15 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ SB02, SD03, 
SD08 และ SPP07 ในการย ับย ั้ ง เ ช้ือแบคทีเ รีย  Ralstonia solanacearum 
สาเหตุโรคเห่ียวหรือโรคเน่าสีน ้าตาลของมนัฝร่ัง 

67 

ตาราง 16 ผลการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียปฏิปักษ์ SB02, SD03, 
SD08 และ SPP07 บนอาหารเล้ียงเช้ือ NA เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

70 

ตาราง 17 Bacillus species ท่ีใช้ในการศึกษาน้ี และไอโซเลทอ้างอิงท่ีใช้ในการ
เปรียบเทียบ 

74 

ตาราง 18 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษต่์อการงอกของเมล็ด
มะเขือเทศ 

78 

ตาราง 19 ผลการปรียบเทียบปริมาณน ้ าหนกัหัว และจ านวนหัวของมนัฝร่ังหลงัจาก
ทดสอบกบัเซลล์แขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปักษ์ ไอโซเลท SB02, SD03 
และ SPP07 ท่ีเวลา 90 วนั 

80 

ตาราง 20 ผลการทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียปฏิปักษต่์อการเจริญของหวัพนัธ์ุมนั
ฝร่ังหลงัจากปลูกเช้ือทดสอบ ท่ีเวลา 25 วนั 

81 

ตาราง 21 ผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมเช้ือ
สาเหตุโรคของมนั ฝร่ังท่ีเวลา 45 วนั หลงัจากปลูกเช้ือทดสอบ 

82 
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สารบาญภาพ 

  หน้า 
ภาพ 1 การวดัผลการการคดัเลือกการเป็นปฏิปักษ์ของเช้ือแบคทีเรียต่อเช้ือรา

สาเหตุโรคโดยวธีิ dual culture 
19 

ภาพ 2 การวดัผลการการคัดเลือกการเป็นปฏิปักษ์ของเช้ือแบคทีเรียต่อเช้ือ
แบคทีเรียสาเหตุโรคโดยวธีิ paper disc 

20 

ภาพ 3 ลกัษณะอาการของโรค dry rot บนหวัมนัฝร่ังสายพนัธ์ุแอตแลนติก 30 
ภาพ 4 ลกัษณะอาการของโรคหัวเน่า (soft rot) ของหัวมนัฝร่ัง จาก อ าเภอสัน

ทราย จงัหวดัเชียงใหม่ 
30 

ภาพ 5  หัวมันฝร่ังท่ีมีลักษณะอาการโรคข้ีกลาก (scab) จาก อ าเภอจอมทอง 
จงัหวดัเชียงใหม่ 

31 

ภาพ 6 ลกัษณะอาการโรคเห่ียว หรือโรคเน่าสีน ้ าตาลในหวัมนัฝร่ัง จากอ าเภอใน
จงัหวดัเชียงใหม่ 

31 

ภาพ 7 ลกัษณะอาการของตน้มนัฝร่ังท่ีถูกเช้ือแบคทีเรียกลุ่มอาการเน่าเขา้ท าลาย
บริเวณล าตน้ จาก อ าเภอเชียงค า จงัหวดัพะเยา 

32 

ภาพ 8 ผลการปลูกเช้ือ Fusarium sp.ไอโซเลท CP01 และ PP03 บนหัวมนัฝร่ัง           
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 21 วนั 

33 

ภาพ 9 ผลการทดสอบระดบัความสามารถในการท าใหเ้กิดโรคบนหวัมนัฝร่ัง 34 
ภาพ 10 ผลการปลูก เ ช้ือรา  Sclerotium sp. บนหัวมันฝ ร่ัง  พัน ธ์ุส ปุนตา  ณ 

อุณหภูมิหอ้ง ท่ี 30 วนั  
35 

ภาพ 11 ผลการปลูกเช้ือไอโซเลท MJ21 ท่ีเวลา 50 วนั เทียบกบัชุดควบคุม  36 
ภาพ 12 ผลการปลูกเช้ือกลุ่มอาการเน่าเละ (soft rot) ทั้ง 5 ไอโซเลทเทียบกบัชุด

ควบคุม ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
37 

ภาพ 13 การทดสอบปฏิกิริยาการตอบสนองเฉียบพลนั (hypersensitivity response: 
HR) ของตน้ยาสูบใบใหญ่ (Nicotiana tabacum) อายปุระมาณ 1 เดือน 

37 
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 สารบาญภาพ (ต่อ) 

  หน้า 
ภาพ 14 การทดสอบความสามารถการ ท า ให้ เ กิ ด โรคของ เ ช้ื อ  Ralstonia 

solanacearum ภายใตส้ภาพโรงเรือน หลงัปลูกเช้ือทดสอบเป็นเวลาท่ี 14 วนั 
39 

ภาพ 15 ลกัษณะการเจริญของเช้ือรา Fusarium sp. isolate CP01 และ Fusarium sp. 
isolate PP03 บนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดต่าง ๆ ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 วนั 

42 

ภาพ 16 ลกัษณะของเช้ือรา Sclerotium sp. สาเหตุโรคหวัเน่า ของมนัฝร่ัง 43 
ภาพ 17 การจ าแนกไบโอวาร์ของเช้ือ Ralstonia solanacearum สาเหตุโรคเห่ียว หรือ

เน่าสีน ้าตาลของมนั ของมนัฝร่ัง และพืชอาศยัอ่ืน  
45 

ภาพ 18 การจัดจ าแนกความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเช้ือรา  Fusarium sp.             
ไอโซเลท CP01 และ PP03 ด้วยรูปแบบ neighbor-joining tree โดยใช้  
internal transcribed spacer gene  

48 

ภาพ 19 การจัดจ าแนกเ ช้ือราโดยใช้  specific primers SCR-R /SCR-F จากเ ช้ือ 
Sclerotium rolfsii แสดงแถบของ DNA ท่ีปริมาณขนาด 540 bp ใน 1.25% 
agarose gel ดว้ยวธีิ gel electrophoresis 

49 

ภาพ 20 การจดัจ าแนกความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมด้วยรูปแบบ neighbor-joining 
tree โดยใช ้16S rRNA ของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคข้ีกลากไอโซเลท MJ21 

51 

ภาพ 21 การจดัจ าแนกความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมด้วยรูปแบบ neighbor-joining 
tree โดยใช ้16S rRNA ของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคข้ีกลากไอโซเลท SR01 
และ SR03  

53 

ภาพ 22 การจดักลุ่ม phylotype โดยเทคนิค PCR  54 
ภาพ 23 การจดัจ าแนกความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม รูปแบบ neighbor-joining tree 

โดยใชย้นี egl  ของเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum  
59 

ภาพ 24 การจดัจ าแนกความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมด้วยรูปแบบ neighbor-joining 
tree โดยใชย้นี hrpB ของเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum 

60 

ภาพ 25 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ ต่อเช้ือรา Fusarium 
graminerum ไอโซเลท CP01 บนอาหาร PDA ด้วยวิธีการ dual culture ท่ี
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 7 วนั 

62 
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สารบาญภาพ (ต่อ) 

   หน้า 
ภาพ 26 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ ์ต่อเช้ือรา Sclerotium 

rolfsii บนอาหาร PDA ด้วยวิธีการ dual culture ท่ีอุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั 

63 

ภาพ 27 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 4 ไอโซเลท ใน
การยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย Streptomyces tendea ไอโซเลท 
MJ21 สาเหตุโรคข้ีกลากของมนัฝร่ัง ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง  

65 

ภาพ 28  ผลการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ ์4 ไอโซเลท ในการ
ย ับย ั้ ง เ ช้ื อแบคที เ รี ย  Pectoacteirum carotovorum subsp. basiliense 
สาเหตุโรคแขง้ด าหรือเน่าเละของมนัฝร่ัง  

66 

ภาพ 29 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 4 ไอโซเลท ใน
การควบคุมการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanasearum สาเหตุ
โรคเห่ียวหรือหวัเน่าสีน ้าตาล 

68 

ภาพ 30 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของแบคทีเรียปฏิปักษท์ั้ง 4 ไอโซเลท  71 
ภาพ 31 การทดสอบคุณสมบติัทางเคมีของแบคทีเรียปฏิปักษบ์นอาหารจ าเพาะ 73 
ภาพ 32 การจดัจ าแนกความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม โดยใช้ยีน 16S rRNA ของ

เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลท SB02, SD03, SD08 และ SPP07   
75 

ภาพ 33 คุณสมบัติของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการสร้างสารส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช และสารยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรค 

76 

ภาพ 34 ค่าความเขม้ขน้ indole-3-acetic; IAA ท่ีผลิตได้ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
Bacilus velezensis ทั้ง 4 ไอโซเลท เม่ือเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน 
IAA 

77 

ภาพ 35 ผลการตรวจสอบต าแหน่งของยีนท่ีมีการสร้างสารปฏิชีวนะของเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปักษ ์Bacillus velezensis ทั้ง 4 ไอโซเลท 

79 

ภาพ 36 ประสิทธิภาพในการควบคุมโรค (%)  ในสภาพโรงเรือนของแบคทีเรีย
ปฏิปักษ ์

83 

ภาพ 37 ลกัษณะอาการของตน้มนัฝร่ังเม่ือท าการปลูกเช้ือในสภาพโรงเรือนเทียบ
กบัชุดควบคุมท่ีเวลา 4 สัปดาห์หลงัการปลูกเช้ือสาเหตุ 

85 



 

1 

บทที ่1 

บทน ำ 

มนัฝร่ัง (Solanum tuberosum) อยูใ่น Family Solanaceae เป็นพืชท่ีมีมูลค่าทางเศรษฐกิจ และ
เป็นพืชอุตสาหกรรมท่ีปลูกในเขตอบอุ่น-หนาว โดยจดัมีความส าคญัอยูใ่นอนัดบัท่ีส่ีของโลกรองจาก 
ขา้ว ขา้วสาลีและขา้วโพด และมนัฝร่ังนั้นมีคุณค่าทางโภชนาการ โดยมีแป้ง วติามินซี วติามินบี 6 และ
กรดอะมิโนท่ีจ าเป็น ประเทศไทยถือเป็นประเทศผูผ้ลิตมนัฝร่ังทอดกรอบอนัดบัหน่ึงในภูมิภาคพื้น
เอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้ในปี พ.ศ. 2562 เกษตรกรไทยสามารถผลิตไดป้ระมาณ 114,123 ตนั ท ารายได้
ให้แก่เกษตรกรเป็นจ านวนกวา่ 10,000 ครัวเรือน โดยมีเงินหมุนเวียนในระบบเกษตรกรไทยมากกวา่ 
1,270 ลา้นบาทต่อปี เน้ือท่ีเพาะปลูกมนัฝร่ังในปี 2562 คาดวา่มีเน้ือท่ี 38,099 ไร่ แยกเป็นมนัฝร่ังพนัธ์ุ
เพื่อส่งโรงงาน 35,996 ไร่ พนัธ์ุเพื่อการบริโภค 2,103 ไร่ ซ่ึงไดผ้ลผลิต 114,123 ตนั แยกเป็นพนัธ์ุเพื่อ
ส่งโรงงาน 108,350 ตนั พนัธ์ุเพื่อการบริโภค 5,773 ตนั มนัฝร่ังมีการเพาะปลูกในพื้นท่ีภาคเหนือร้อย
ละ 94.91ของพื้นท่ีเพาะปลูกทั้งหมด ได้แก่ จงัหวดัเชียงราย เชียงใหม่ พะเยา ล าปาง ล าพูน ตาก 
เพชรบูรณ์ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือร้อยละ 5.09 ของพื้นท่ีเพาะปลูกทั้งหมด ไดแ้ก่ จงัหวดัสกลนคร 
เลย นครพนม (ส านกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2562) ในการเพาะปลูกมนัฝร่ังประสบปัญหาในดา้น
การผลิตอย่างมาก โดยเฉพาะโรคท่ีเกิดจาก เช้ือรา แบคทีเรีย ไวรัส และไส้เดือนฝอย ท าให้เกิดการ
สูญเสียแก่ผลผลิต ทั้งในสภาพแปลงปลูก และสภาพการเก็บรักษา โดยเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคมนั
ฝร่ัง ท่ีส าคัญ เ ช่น Ralstonia solanacearum สาเหตุโรคเ ห่ียวหรือเน่าสีน ้ าตาล Pectobacterium 
carotovora สาเหตุโรคเน่าเละและสาเหตุโรคแขง้ด า ส่วน Streptomyces sp. สาเหตุโรคข้ีกลาก เช้ือรา
ท่ีเป็นสาเหตุโรคมนัฝร่ังท่ีส าคญั ไดแ้ก่ Phytophthora infestans สาเหตุโรคใบไหม ้Alternaria solani 
สาเหตุโรคใบจุดสีน ้ าตาล Rhizoctonia solani สาเหตุโรคสะเก็ดด า Fusarium species สาเหตุโรคเห่ียว 
หรือโรคเน่าแห้ง (Abbas et al., 2013) ดงันั้นโรคพืชจึงเป็นหน่ึงในขอ้จ ากดัหลกัท่ีมีผลต่อการผลิต 
และผลผลิตของมนัฝร่ังทั้งในดา้นคุณภาพ และปริมาณ ท าใหก้ารใชส้ารเคมีเป็นวธีิการป้องกนัก าจดัท่ี
ส าคญัในการลดการคุกคามของโรคพืช อย่างไรก็ตามเน่ืองจากความกงัวลดา้นส่ิงแวดลอ้มเก่ียวกบั
สารเคมีท่ีจะตกค้าง ทศันคติท่ีใส่ใจต่อสุขภาพของมนุษยท่ี์เพิ่มสูงข้ึน เน่ืองจากเกษตรกรนิยมใช้
สารเคมีในการป้องกนัก าจดั ท าให้เกิดสารพิษตกคา้งในผลผลิต เป็นปัญหาต่อการส่งออก และส่งผล
เสียต่อสุขภาพเกษตรกร  รวมทั้งผูบ้ริโภค  ท าใหปั้จจุบนัไดค้น้หาจุลินทรียป์ฏิปักษท่ี์มีประสิทธิภาพ  
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สูงมาใชค้วบคุมโรคพืชทดแทนการใชส้ารเคมีดงันั้นตวัผูว้ิจยัจึงเห็นวา่การน าเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษท่ี์
มีประสิทธิภาพมาใชใ้นการควบคุมโรคของมนัฝร่ัง สามารถลดการใชส้ารเคมีในการป้องกนัก าจดัโรค
พืชได ้

วตัถุประสงค์ของกำรศึกษำ 

1. เพื่อศึกษาและจดัจ าแนกเช้ือสาเหตุโรคของมนัฝร่ังท่ีพบในหวัพนัธ์ุมนัฝร่ัง 

2. เพื่อคดัเลือกและทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษใ์นการควบคุมเช้ือสาเหตุโรคในหวั
พนัธ์ุมนัฝร่ัง 

3. เพื่อศึกษาและจดัจ าแนกชนิดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
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บทที ่2 

ตรวจเอกสาร 

ความส าคัญของมันฝร่ัง  

มนัฝร่ัง (Solanum tuberosum) เป็นพืชอาหารท่ีปลูกไดท้ั้งเขตอบอุ่นและหนาว แมว้่ามนัฝร่ัง
ไม่ใช่พืชอาหารหลกัของประเทศไทย แต่มีความส าคญัในดา้นพืชอุตสาหกรรมท่ีมีมูลค่าปีละหลาย
พนัลา้นบาท จดัเป็นพืชท่ีให้ผลตอบแทนสูงแก่เกษตรกรผูป้ลูกมนัฝร่ังเม่ือเทียบกบัพืชเศรษฐกิจหลาย
ชนิด เน่ืองจากมนัฝร่ังเป็นพืชท่ีให้ผลผลิตสูง มีช่วงอายุการปลูกสั้น และมีราคาจ าหน่ายสูง ตลอดจนมี
อุตสาหกรรมการแปรรูปมนัฝร่ังแผ่นทอดกรอบรองรับ ปัจจุบนัการผลิตหัวมนัฝร่ังในประเทศไทย
ตอ้งใช้หัวพนัธ์ุท่ีน าเข้ามาจากต่างประเทศเป็นหลักซ่ึงมีราคาแพง ท าให้ต้นทุนการผลิตสูงและมี            
การติดโรคมากบัหวัพนัธ์ุท่ีเก็บรักษา นอกจากน้ีหวัพนัธ์ุท่ีเกษตรกรเก็บไวใ้ชเ้องไม่มีคุณภาพ การผลิต
หวัมนัฝร่ังใชภ้ายในประเทศยงัมีปริมาณนอ้ยไม่เพียงพอต่อความตอ้งการของเกษตรกร นอกจากน้ีการ
ผลิตก็ยงัมีปัญหา เช่น เกษตรกรขาดความรู้ด้านการจดัการดิน-ปุ๋ย และการป้องกนัจดัการศตัรูพืช 
(ส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตร เขตท่ี 1, 2558) 

ลกัษณะประจ าพนัธ์ุทางพฤกษศาสตร์  

ตน้มีลักษณะก่ึงตั้งตรง ทรงพุ่มแบบชามคว  ่า ล าต้นมีเหล่ียมมุม ต้นอ่อนสีเขียว ตน้แก่สี
น ้าตาลอ่อนถึงสีน ้าตาลแก่ ความสูงของตน้ท่ีมีอาย ุ30 และ 60 วนั เท่ากบั 10.60 และ 72.60 เซนติเมตร 
ตามล าดบั ขนาดทรงพุ่ม 75.4-96.2 เซนติเมตร ความยาวระหว่างข้อท่ี 4 และ 5 อยู่ท่ี 4.3 และ 5.0 
เซนติเมตร ตามล าดบั มุมของขอ้ท่ี 4 และ 5 เท่ากบั 57 และ 72 องศา ตามล าดบั ส่วนใบ มีลกัษณะเป็น
รูปรี กวา้ง 16.45 เซนติเมตร ยาว 26.1 เซนติเมตร ปลายใบแหลม ปลายใบเช่ือมติดกนั ขอบใบเรียบ  
ผิวใบดา้นบนเรียบ ใบอ่อนสีเขียวอ่อน ใบแก่สีเขียวเขม้ ลกัษณะการท ามุมของใบพบก่ิงชะลูด 35-75 
องศา ขนาดของกา้นใบยาว 6.2 เซนติเมตร โดยการออกดอก จะออกเป็นช่อ ออกบริเวณยอด จ านวน
ดอกย่อยต่อช่อดอก อยู่ระหว่าง 2-5 ดอก ดอกสีขาว-สีครีม มีอายุการออกดอกอยู่ในช่วง 25-30 วนั 
รูปร่างของผลจะมีลกัษณะกลม กวา้ง 18.37 เซนติเมตร ยาว 18.21 เซนติเมตร ปลายผลโคง้มน ผวิเรียบ
เป็นมนั สีเขียวลกัษณะของหัว มีลกัษณะรูปร่างเป็นแบบกลมรีผิวสีเหลือง เน้ือสีขาวในฤดูแลง้มีอาย ุ
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การเก็บเก่ียวอยู่ในช่วง 90-100 วนั และในฤดูฝนมีอายุการเก็บเก่ียวอยู่ในช่วง 80-90 (กรมวิชาการ
เกษตร, 2558) 

โรคทีส่ าคัญของมันฝร่ัง  

เน่ืองจากปี 2561-2563 บริษทัผูรั้บซ้ือมนัฝร่ังมีแผนความตอ้งการและส่งเสริมให้ขยายการ
ผลิต มีการขอเพิ่มอตัราการน าเขา้หัวพนัธ์ุมนัฝร่ังพนัธ์ุโรงงานเพิ่มมากข้ึน ส่งผลให้มีการขยายพื้นท่ี
เพาะปลูกเพิ่มข้ึน เพื่อใหเ้พียงพอต่อความตอ้งการดา้นการผลิตของโรงงานแปรรูป เกษตรกรปลูกเพิ่ม
ในพื้นท่ีปล่อยวา่ง และปลูกแทนพืชผกั (กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2561) ส่งผลให้ปัญหาโรคของ
มนัฝร่ังทวคีวามส าคญัมากข้ึน ยกตวัอยา่ง เช่น โรคใบไหม ้(late blight) โรคเห่ียวและหวัเน่า (wilt and 
tuber rot) โรคล าตน้เน่า (stem rot) โรคเห่ียวเขียว (bacterial wilt) โรคเน่าด าเละเน่าเละ (black leg and 
soft rot) โรคข้ีกลากหรือแผลสะเก็ด (common scab)โรคใบมว้นงอ (leaf roll) โรคใบด่าง (mosaics) 
และโรคท่ีเกิดจากไส้เดือนฝอย (root-knot nematode)  

โรคใบไหม ้(late blight) สาเหตุเกิดจากเช้ือรา Phytophthora infestans โดยทัว่ไปจะท าใหเ้กิด
แผลบนใบบริเวณส่วนล่างของตน้มนัฝร่ังก่อน เร่ิมแรกแผลมกัปรากฏท่ีปลายใบ และขอบใบ เป็นจุด
ช ้า ฉ ่าน ้ า แผลมีลกัษณะกลมหรือค่อนขา้งกลม จากนั้นแผลจะลุกลามขยายบริเวณออกไปจนเป็นแผล
ใหญ่ภายใน 2 - 3 วนั บริเวณตรงกลางแผลมีลกัษณะแหง้เป็นสีน ้าตาล ขอบแผลมีลกัษณะเปียกช้ืนเป็น
สีด า เน้ือเยื่อใบรอบ ๆ ขอบแผลมีสีเหลืองซีดและมีลกัษณะฉ ่าน ้ า ในสภาพอากาศช้ืนหรือมีหมอกลง
จดั พลิกดูดา้นทอ้งใบ จะเห็นเส้นใยและสปอร์สีขาวหรือเทาข้ึนท่ีวงรอบนอกของแผลอย่างชัดเจน                
ถา้สภาพอากาศแหง้ หมอกหายไป แผลจะเร่ิมเป็นสีน ้าตาลและแหง้ไป 

โรคเห่ียวและเน่าแห้ง (wilt and dry rot) สาเหตุเกิดจากเช้ือรา Fusarium spp. เช้ือเขา้ท าลายท่ี
รากก่อนหรือส่วนของตน้ท่ีระดบัพื้นดินหรือใตดิ้น เน้ือเยือ่ท่ีเป็นโรคเปล่ียนเป็นสีน ้าตาล จากนั้นใบท่ี
อยู่ส่วนล่างๆ ของล าต้นจะเหลือง และใบท่ีอยู่สูงข้ึนไปจะเหลืองเป็นดวงๆ ต่อมาต้นจะเห่ียวแห้ง    
โดยลกัษณะอาการบนหัวจะมีสีเขม้และยุบตวัลงเล็กน้อย ท าให้เกิดเป็นโพรง สีท่ีเกิดข้ึนในโพรงไม่
แน่นอนข้ึนกบัชนิดของเช้ือ ส่วนขอบแผลบริเวณผิวนอกจะมีเส้นใยของเช้ือและจุดสีขาวเล็ก ๆ เกิด
เป็นวงกลมเรียงซ้อนกนัเป็นชั้น ๆ หัวท่ีเป็นโรคจะแห้งและแข็ง เม่ืออากาศช้ืนแฉะ หัวมนัฝร่ังจะเน่า
เละ เม่ือใชมี้ดตดัขวางท่ีหวั ท่อน ้าท่ออาหารจะเป็นสีน ้าตาล 

โรคหัวเน่า (tuber rot) สาเหตุเกิดจากเช้ือรา Sclerotium rolfsii เช้ือราจะเขา้ท าลายบริเวณล า
ตน้เหนือดิน โดยท าให้เกิดแผลเป็นสีน ้ าตาลเทาเป็นจุดเล็กๆ แลว้ขยายขนาดของแผลลอ้มรอบบริเวณ
ล าตน้ ท าให้ล าตน้ลม้พบั หลงัจากเช้ือราเขา้ท าลายบริเวณโคนตน้แลว้ เส้นใยจะเจริญแผก่ระจายข้ึนมา
ยงัล าตน้ขา้งบนและลึกลงไปในดิน ท าลายส่วนรากทั้งหมด มีผลท าให้พืชเกิดอาการเห่ียวและแหง้ตาย 
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ส าหรับหัวมนัฝร่ังท่ีถูกเช้ือเขา้ท าลาย อาจเน่าในแปลงปลูกก่อนเก็บเก่ียว หรือระหวา่งการเก็บรักษา 
หรือระหว่างขนส่ง และบริเวณพื้นดินโดยรอบพบเม็ด sclerotium ลกัษณะคลา้ยเม็ดผกักาด เม่ือเร่ิม
เกิดจะเป็นสีขาวแลว้เปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลหรือด าเม่ือแก่ เม็ด sclerotium จะมีจ านวนมากและมองเห็น
ไดช้ดัเจน (Rubayet and Bhuiyan, 2016) 

โรคเห่ียวเขียว (bacterial wilt) สาเหตุเกิดจากแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum ลักษณะ
อาการตน้มนัฝร่ังจะแสดงอาการเห่ียวท่ีก่ิงหน่ึงก่ิงใดก่อน หรือซีกใดซีกหน่ึงของตน้ก่อน ลกัษณะ
ใบเหลืองซีด ใบห่อเห่ียว ยอดซบตกงอลงลู่ดิน จากนั้นอาการเห่ียวจะปรากฏทั้งต้นภายใน 2 – 4 
สัปดาห์ และฟุบตายในท่ีสุด ล าตน้และหัวท่ีเป็นโรคระบบท่อน ้ าท่ออาหารจะเป็นสีน ้ าตาลหรือด า 
และมีของเหลวขน้สีขาวไหลออกมา 

โรคเน่าด าเละเน่าเละ (black leg and soft rot) สาเหตุเกิดจากแบคทีเรีย Pectobacterium 
carotovora โดยสามารถพบได้ทุกระยะของตน้มนัฝร่ัง ในแปลงท่ีมีความช้ืนสูงหรือดินท่ีช้ืนแฉะ 
ระบายน ้ าไม่ดี อาการเน่าด าจะปรากฏท่ีตน้ ส่วนหัวมนัฝร่ังในดินมีอาการเน่าเละส่วนมากจะเกิดท่ีหัว
ส่วนท่ีติดกบัไหล ตน้อ่อนท่ีเป็นโรคจะแคระแกร็น เหลืองซีด มว้นงอราบกบัพื้นดินและตายในท่ีสุด 
และหวัท่ีเป็นโรคเน่าเละระบาดอยา่งรวดเร็วในโรงเก็บโดยเฉพาะหวัท่ีมีแผลช ้าจากการเก็บเก่ียว หรือ
บาดแผลท่ีเกิดจากแมลงศตัรูกดักินหัวมนัฝร่ัง หัวมนัฝร่ังท่ีเป็นโรค ผิวจะน่ิมสีด า มีอาการเน่าเละอยู่
ขา้งในหวั 

โรคข้ีกลากหรือแผลสะเก็ด (common scab) สาเหตุเกิดจากแบคทีเรีย Streptomyces spp. ท า
ให้เกิดลกัษณะอาการเป็นรอยแผลตกสะเก็ดเป็นรอยแตกท่ีผิว และเป็นร่องลึกลงไปในหัวมนัฝร่ัง 
โดยมากแผลมีลกัษณะกลมขนาด 10 มิลลิเมตร แผลลึกประมาณ 1-3 มิลลิเมตร ถา้ผา่หวัดูเน้ือเยือ่จะมี
สีน ้าตาลและแขง็เป็นไต 

โรคใบม้วนงอ (leaf roll) สาเหตุเกิดจากไวรัส Potato leafroll virus Y (PLRV)โดยลักษณะ
อาการในระยะแรกใบยอดจะมีอาการมว้นงอ ตั้งข้ึนตรง ใบสีเหลืองซีด แต่บางพนัธ์ุอาจมีสีม่วง ชมพู 
หรือแดง ต่อมาบริเวณฐานใบจะมว้นมากข้ึนตน้แคระแกร็น ใบท่ีมว้นจะย่น ใตใ้บเปล่ียนเป็นสีม่วง 
ในพนัธ์ุท่ีอ่อนแอจะเกิดแผลสีน ้ าตาลท่ีระบบท่อน ้ า ท่ออาหาร แต่ในบางพนัธ์ุท่ีมีความต้านทาน                
แมเ้ช้ือจะเขา้ท าลายก็ไม่แสดงอาการให้เห็นชดัเจน นอกจากน้ีหวัพนัธ์ุท่ีใชป้ลูกจะไม่เน่าและยงัคงติด
อยูก่บัตน้ ในธรรมชาติเช้ือน้ีถ่ายทอดโดยเพล้ียอ่อน (Myzus persicae) และทางหวัพนัธ์ุท่ีติดเช้ือ 

โรคใบด่าง (mosaics) สาเหตุเกิดจากเช้ือไวรัสท่ีส าคัญ 3 ชนิด คือ Potato virus X, Potato 
virus Y และ Potato virus S ซ่ึงในแปลงปลูกของเกษตรกร โดยทั่วไปมักพบเช้ือไวรัสเหล่าน้ีปน
รวมกนัมากกว่า 1 ชนิด บนตน้มนัฝร่ังตน้เดียว ลกัษณะอาการของโรคใบด่างท่ีเกิดจากเช้ือ Potato 
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virus X จะแสดงอาการใบด่างไม่ชัดเจนบนตน้เป็นโรค ขนาดใบเล็กลง ตน้แคระแกร็น ในพนัธ์ุท่ี
อ่อนแอ อาจท าให้เกิดอาการยอดแห้งตาย โรคใบด่างท่ีเกิดจากเช้ือ Potato virus Y จะมีอาการใบบิด
เบ้ียว ปลายใบม้วนลง ใบด่างเห็นได้ชัด ต้นแคระแกร็น เส้นให้ใบเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาล ลักษณะ
ดงักล่าวอาจเปล่ียนแปลงได ้ข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุของเช้ือ สาเหตุโรค พนัธ์ุมนัฝร่ัง และสภาพแวดลอ้ม 
ส่วนโรคใบด่างท่ีเกิดจาก Potato virus S มกัไม่ปรากฏอาการให้เห็นชดัเจนบนตน้มนัฝร่ังท่ีปลูกเพื่อ
การคา้ แต่ในบางพนัธ์ุท่ีเป็นโรคจะพบอาการด่าง ใบย่น และตน้แคระแกร็น บางสายพนัธ์ุของเช้ือน้ี 
อาจท าใหเ้กิดจุดแผลแหง้ท่ีใบมนัฝร่ัง 

โรคท่ี เกิดจากไส้ เดือนฝอย (root-knot nematode) สาเหตุ เกิดจากไส้ เดือนฝอยรากปม 
Meloidogyne incognita ล าตน้เหนือดินจะมีลกัษณะสั้นแคระแกร็น ใบเหลืองแก่เร็ว บางคร้ังอาจพบ
อาการตน้เห่ียวตอนกลางวนั และกลบัฟ้ืนตวัตอนเย็น ส่วนบริเวณรากเกิดปมเม่ือมนัฝร่ังเร่ิมลงหัว 
ไส้เดือนฝอยจะเข้าท าลายหัวอีก ท าให้การติดหัวน้อยลง และผิวไม่เรียบเกิดปุ่มปมเหมือนหูด 
(ส านกัวจิยัและพฒันาการเกษตร เขตท่ี 1, 2558 ; Peter, 1996) 

การใช้สารเคมีป้องกันก าจัดโรคพืช  

เน่ืองจากสารท่ีใชใ้นการควบคุมโรคพืชทุกชนิดผลิตจากสารอนินทรียเ์คมี บางชนิดมีโลหะ
หนกัเป็นส่วนประกอบ จึงเป็นพิษต่อสัตวทุ์กชนิดรวมทั้งมมนุษย ์บางชนิดมีพิษมาก บางชนิดมีพิษ
นอ้ย แต่ทั้งน้ีจะข้ึนอยูก่บัปริมาณสารเคมีท่ีใช้ และวิธีใชส้ารเคมีป้องกนัก าจดัโรคพืช ซ่ึงสารเคมีท่ีใช้
ก าจดัโรคบางชนิด จึงท าให้พืชมีอาการผิดปกติ เช่น ท าให้ใบแห้ง ใบบิดมว้น หรือส่วนยอดแตกเป็น
ฝอย ซ่ึงเป็นอาการเป็นพิษต่อพืช (phytotoxic) โดยตรง ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัชนิดของสารเคมีท่ีใช ้และชนิด
ของพืช โดยส่วนใหญ่สารเคมีทุกชนิดมีการสลายตวัในธรรมชาติ อาจเกิดจากการท าปฏิกิริยากับ
แสงแดด ความร้อน หรือกบัสารต่าง ๆ ในดิน หรือย่อยสลายโดยจุลินทรียช์นิดต่าง ๆ และเปล่ียน
รูปแบบ หรือโครงสร้างทางเคมีไปบางส่วนก็จะสะสมอยู่ในธรรมชาติ เช่น ในดิน ในน ้ า หรือใน
ร่างกายของสัตวร์วมถึงการเป็นพิษต่อจุลินทรียใ์นดิน หรือส่ิงมีชีวิตในดินเหล่านั้นโดยตรง หรืออาจ
กลายเป็นแหล่งสะสมสารพิษเพิ่มไดถ้า้มีปริมาณมากพอ ซ่ึงโดยธรรมชาติของส่ิงมีชีวิตอย่างหน่ึงท่ี
เม่ือไดรั้บสารเคมีอยา่งใดอยา่งหน่ึงเป็นเวลานาน ส่ิงมีชีวิตนั้นยอ่มสร้างภูมิตา้นทานต่อสารเคมีนั้นได ้
ก็จะท าให้เกิดการต่อตา้น หรือการด้ือยาท าให้เกษตรกรตอ้งใช้สารเคมีในปริมาณท่ีมากข้ึนท าให้พิษ
ยอ่มมีมากตามไปดว้ย จึงท าให้เกิดการเป็นพิษต่อส่ิงมีชีวติท่ีมีประโยชน์ในธรรมชาติ เม่ือสารเคมีมาก
เกินไปอาจท าลายส่ิงมีชีวิตอ่ืนซ่ึงรวมทั้งจุลินทรียช์นิดต่างๆ ท่ีเป็นประโยชน์ในธรรมชาติในดินได ้
การท าลายส่ิงมีชีวิตเหล่าน้ีเป็นการท าให้สมดุลของส่ิงมีชีวิตในดินเสียไป จดัเป็นการท าลายระบบ
นิเวศน์อีกทางหน่ึง โดยท่ีสารเคมีเกือบทุกชนิดเป็นสินคา้ท่ีไม่สามารถผลิตข้ึนเองไดใ้นประเทศจึงมี
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การน าเขา้จากต่างประเทศ ท าให้ตอ้งเสียดุลทางการคา้ไปเป็นจ านวนเงินมหาศาลในแต่ละปี และมี
แนวโนม้ท่ีเพิ่มมากข้ึนทุกปี (สืบศกัด์ิ, 2540) 

การควบคุมโรคพืชโดยชีววธีิหรือชีวภาพ (biocontrol) 

 การควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี หมายถึง การลดปริมาณประชากรของเช้ือโรคพืชหรือลด
กิจกรรมของเช้ือโรค อนัก่อให้เกิดโรคจนอยูใ่นระดบัท่ีไม่ก่อให้เกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจ โดย
อาศยัส่ิงมีชีวติซ่ึงรวมถึงพืชชั้นสูงและเช้ือจุลินทรียป์ฏิปักษ ์(antagonistic microorganism) พนัธุกรรม
หรือผลผลิตจากพนัธุกรรม (gene or gene product) ยกเวน้ผลจากการกระท าต่อเช้ือโดยตรงจากมนุษย ์
(เกษม, 2532) ปัจจุบนัจุลินทรียห์ลายชนิดทั้ งเช้ือรา แบคทีเรีย ไวรัส และจุลินทรีย ์ส าหรับเช้ือรา 
ไดแ้ก่ Trichoderma spp., Penicilium spp., และ Chaetomium spp. และแบคทีเรีย Bacillus spp. เป็นตน้ 
ซ่ึงเป็นจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์และบางชนิดมีการผลิตออกจ าหน่ายเป็นสารชีวภณัฑ ์

กลไกการควบคุมเช้ือจุลนิทรีย์สาเหตุโรคพืช โดยจุลนิทรีย์ปฏิปักษ์ 

ในธรรมชาติทัว่ไปจะมีเช้ือจุลินทรียท่ี์มีคุณสมบติัในการควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี มกันิยม
เรียกจุลินทรีย์เหล่าน้ีว่า จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ (antagonistic microorganism) หรือเช้ือปฏิปักษ์ ซ่ึงเช้ือ
เหล่าน้ีมีกลไกในการควบคุมเช้ือสาเหตุโรคได ้4 ลกัษณะ ดงัน้ี (สมคิด และคณะ, 2548)  

1. การท าลายชีวิต (antibiosis) เช้ือปฏิปักษ์ท่ีได้รับความสนใจคดัเลือกมาใช้ในการควบคุม 
โรคพืชโดยชีววิธีนั้น จะเนน้คุณสมบติัการท าลายชีวติของเช้ือโรคส่วนใหญ่และนบัวา่เป็นกลไกชนิด
แรกท่ีน ามาใช ้โดยเช้ือปฏิปักษจ์ะมีความสามารถในการผลิตสารท่ีมีคุณสมบติยบัย ั้งหรือท าลายชีวิต
ของเช้ือโรคหรือจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนได้ เช่น สารพิษ (toxin) หรือสารปฏิชีวนะ (antibiotic) ซ่ึงเป็น
สารอินทรียท่ี์มีน ้ าหนกัโมเลกุลต ่าท่ีสร้างข้ึนโดยเช้ือจุลินทรียป์ฏิปักษซ่ึ์งมีผลในการก าจดัเช้ือราและ
เช้ือแบคทีเรียก่อโรค 

2. การแก่งแยง่อาหารและพื้นท่ีอาศยั (competition) การท่ีส่ิงมีชีวิต 2 ชนิดหรือมากกวา่เจริญ
อยูด่ว้ยกนัและมีความตอ้งการอาหารและท่ีอยูอ่าศยั เม่ืออาหารท่ีมีอยูไ่ม่เพียงพอ ส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิด
จะเกิดการแข่งขนักนั โดยเฉพาะอยา่งยิ่งการใชธ้าตุอาหารและปัจจยัอ่ืนๆ ส าหรับการเจริญเติบโต ซ่ึง
การแก่งแย่งอาหารและพื้นท่ีอาศยัของจุลินทรียส์ามารถแย่งอาหารจากเช้ือสาเหตุโรค ท าให้ปริมาณ
ของสารอาหารซ่ึงจ าเป็นส าหรับการเจริญของเช้ือสาเหตุโรคลดลง มีความสามารถในการใช้
สารอาหารได้ มากชนิด และใช้ธาตุอาหารและปัจจยัอ่ืน ๆ ส าหรับการเจริญเติบโต ซ่ึงการแก่งแย่ง
อาหารและพื้นท่ีอาศยัของจุลินทรียป์ฏิปักษ์สามารถแยง่อาหารจากเช้ือสาเหตุโรค ท าให้ปริมาณของ
สารอาหารซ่ึงจ าเป็นส าหรับการเจริญของเช้ือสาเหตุโรคลดลง เน่ืองจากจุลินทรีย์ปฏิปักษ์มี
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ความสามารถในการแก่งแยง่อาหารหรือพื้นท่ีอาศยัไดดี้กวา่เช้ือสาเหตุของโรคและมีความสามารถใน
การใช้สารอาหารได้มากชนิด และใช้ได้อย่างรวดเร็ว ท าให้พืชแข็งแรง มีผลผลิตท่ีสูงข้ึน (เกษม, 
2532) 

3. การเป็นปรสิต และตัวห ้ า (parasitism and predation) จุลินทรีย์ปฏิปักษ์สามารถสร้าง
เอนไซม์ย่อยผนังเซลล์ของเช้ือสาเหตุโรคพืชได้ และใช้ส่วนประกอบภายในเซลล์มาเป็นอาหาร
โดยตรง บางกรณีอาจมีกลไก antibiosis ร่วมดว้ย หรือการท่ีเช้ือราปฏิปักษส์ร้างเส้นใยแทงทะลุเขา้ไป
ในเส้นใยของเช้ือราสาเหตุโรคพืช ท าให้เส้นใยเห่ียวแฟบลงหรือการท่ีเส้นใยเช้ือราสามารถพนัรัดเส้น
ใยเช้ือราสาเหตุโรคพืชแลว้ปล่อยเอนไซมย์อ่ยผนงัเซลล ์ส่งผลใหเ้ส้นใยเห่ียวแฟบและตายในท่ีสุด 

4. การชกัน าให้เกิดความตา้นทานโรค (induced disease resistance) เป็นกลไกท่ีปัจจุบนัก าลงั
ให้ความสนใจศึกษาอย่างแพร่หลาย ทั้งน้ีเน่ืองจากเช้ือจุลินทรีย ์ได้แก่ เช้ือรา แบคทีเรีย โดยเฉพาะ
อยา่งยิ่งท่ีเคยเป็นเช้ือก่อโรค เม่ือน ามาท าให้เสียความสามารถในการท าใหเ้กิดโรค สามารถชกัน าหรือ
กระตุน้ใหพ้ืชสร้างความตา้นทานต่อการท าลายของเช้ือโรคได ้

เช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ทีม่ีประโยชน์ทางด้านการเกษตร  

เช้ือแบคทีเรียมีอยู่ทั่วไปในธรรมชาติ อาจอยู่ร่วมกับส่ิงมีชีวิตอ่ืน ๆ ทั้ งเช้ือรา สาหร่าย                 
โปรโตซวั พบทัว่ไปในสภาพแวดลอ้ม ทั้งในน ้ า ดิน ผวิหนา้ของพืช หรือแมแ้ต่ในร่างกายของคน และ
สัตว์ การท่ี เช้ือแบคที เรีย  หรือส่ิงมี ชีวิต ประเภทใดนั้ น  จะข้ึนอยู่กับการปรับตัวให้ เข้ากับ
สภาพแวดลอ้มนั้น ๆ เช่น อาจตอ้งปรับตวัใหส้ามารถอยูร่อดในสภาวะท่ีขาดแคลนอาหาร หรืออากาศ 
บางทีอาจมีการแก่งแยง่ ท่ีอยู ่โดยส่ิงมีชีวิตหน่ึงอาจสร้างสารพิษข้ึนเพื่อท าลายส่ิงมีชีวิตอ่ืนเพื่อให้อยู่
รอด ปรากฏการณ์น้ีเรียกวา่ antagonism เช้ือแบคทีเรียบางชนิดสามารถผลิตสารปฏิชีวนะ ซ่ึงจะสร้าง
ข้ึนเม่ือสภาพแวดลอ้มเกิดขาดแคลนอาหาร ดงันั้น การฆ่าส่ิงมีชีวิตจะส่งผลประโยชน์ให้แก่ผูฆ่้าได ้
คือลดคู่แข่งท่ีจะแยง่อาหาร ท่ีอยูอ่าศยั และอาจเป็นแหล่งอาหารแก่ผูฆ่้าอีกดว้ย (เสาวนีย,์ 2547) 

เช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ในสกุล Bacillus 

Bacillus เป็นจุลินทรีย์ชนิด aerobic หรือ facultative anaerobic ท่ีสร้าง endospore มีรูปร่าง
เป็นทรงแท่ง (rod-shaped) ติดสีแบบแกรมบวก อยู่ในตระกูล Bacillaceae ซ่ึงมีอยู่หลายชนิด และ
หลากหลายสายพนัธ์ุท่ีมีศกัยภาพในการเป็นเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษส์ าหรับการใชป้้องกนัก าจดัโรคพืช
ไดห้ลายชนิด โดยมีกลไกการท างานคือ การเจริญแข่งขนัแยง่ชิงพื้นท่ี และอาหาร (competition) และ
การสร้างสารต่าง ๆ ออกมาภายนอกเซลล์ เพื่อหยุดการเจริญ หรือย่อยสลายเส้นใยของเช้ือราโรคพืช 
ไดแ้ก่ สารปฏิชีวนะ และเอนไซม์ ตลอดจนผลิตสารคีเลต เช่น siderophore ท่ีมีความสามารถในการ
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จบัธาตุเหล็กในรูปของ Fe3+ และธาตุอาหารอ่ืน ๆ ท าใหจุ้ลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุของโรคพืชไดรั้บแร่ธาตุ
ต่าง ๆ ไปใชเ้ป็นแหล่งอาหารในกระบวนการเจริญไม่เพียงพอ (สุวณิา, 2538) 

เช้ือแบคทีเรีย Bacillus spp. มีรายงานวา่สามารถผลิตสารปฏิชีวนะไดถึ้ง 65-70 ชนิด (Lee et 
al., 1985) โดยสารท่ีผลิตข้ึน และสามารถยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรคพืชได ้ไดแ้ก่ iturin A, surfactin (Asaka 
and Shoda, 1996) bacilysin, fengymycin A และ B (Loeffler et al., 1986) bacillomycin (Chevanet et 
al., 1986) albolutin, bacillin, fungistatin (Katz and Demain, 1977) รวมทั้งยงัสามารถผลิตเอนไซม์ ß-
glucanase (Fergus and Richard, 1990) chitinase และ ß-1,3 glucanase (Marten et al., 2000) และพบ
สาร zwittermicin A ซ่ึงผลิตโดยเช้ือแบคทีเรีย Bacillus cereus (He et al., 1994) นอกจากน้ียงัพบว่า
เช้ือแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis ก็สามารถผลิตเอนไซม์ chitinase ไดเ้ช่นกนั (Reyes-Ramlrez et 
al., 2004) 

การใช้ประโยชน์จากเช้ือแบคทเีรียในสกุล Bacillus ในการควบคุมโรคพืช 

Mejda et al. (2006) พบว่าเช้ือ Bacillus sp. สามารถควบคุมเช้ือ Fusarium solani, Fusarium 
oxysporum f.sp. tuberosi, Fusarium graminearum และ Fusarium sambucinum โดยทดสอบด้วยวิธี 
dual culture ในห้องปฏิบติัการ และทดสอบโดยการใช้หัวพนัธ์ุมนัฝร่ังสาย พนัธ์ุสปุนต้า (spunta)                
ฉีดสารแขวนลอยของแบคทีเรีย Bacillus sp. ท่ีมีความเขม้ขน้ 107cfu ต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชัว่โมง
ก่อนการปลูกเช้ือ จากการทดลองพบวา่ เม่ือเทียบกบัชุดควบคุมสามารถลดการเกิดโรค dry rot ได ้21 
วนั หากเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ 25 -27 องศาเซลเซียส 

Gholam and Khodakaramian (2013) ได้ท าการแยกเช้ือแบคทีเรียบริเวณดินรอบรากของมนั
ฝร่ัง จ  านวน 150 strain โดยมี 92 strain ท่ีมีประสิทธิภาพเป็นเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ ได้แก่ Bacillus 
spp., Pseudomonas fluorescens และ Pseudomonas putida ผลการทดลองในสภาพโรงเรือนสามารถ
ช่วยลดความรุนแรงของโรค common scab ของมันฝร่ัง ท่ี เกิดจากเช้ือ Streptomyces scabies, 
Streptomyces acidiscabies, Streptomyces turgidiscabies และ Streptomyces sp. ได้ถึง 62 เปอร์เซ็นต ์
เม่ือน ามาใชเ้คลือบหวัมนัฝร่ัง และรดลงดิน 

Dinesh et al. (2016) แยกเช้ือแบคทีเรียบริเวณรอบรากของตน้มะเขือเทศท่ีมีอาการเห่ียวได ้
507 ไอโซเลท โดยพบว่ามี 2 strain ได้แก่ Bacillus amyloliquefaciens DSBA-11 และ DSBA-12 มี
ศกัยภาพในการควบคุมสูงสุด และสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได ้B. amyloliquefaciens 
DSBA-11 แสดงความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญต่อเช้ือ Ralstonia solanacearum สูงสุดท่ี 4.91 
ตารางมิลลิเมตร รองลงมาคือ B. amyloliquefaciens strains DSBA-12 ยบัย ั้งไดท่ี้ 3.31ตารางมิลลิเมตร 
และ Bacillus subtilis ยบัย ั้งไดท่ี้ 3.07 ตารางมิลลิเมตร 
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Zahoor et al. (2017) พบว่า Bacillus subtilis strain 330-2 มีการสร้างสารกรดอินโดลอะซีติก 
(indole-3-acetic acid: IAA), siderophores และ lytic enzymes และสามารถควบคุมเช้ือรา Rhizoctonia 
solani strain AG1-IA, Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Alternaria alternata, Cochliobolus 
heterostrophus, และ Nigrospora oryzae และมียีนท่ีสามารถผลิต antibiotic ได้ เช่น srfAA, bae, fen, 
mln, และ dfnI 

Fravel and Spurr (1971) แยก Bacillus cereus subsp. mycoides จากใบยาสูบ มีประสิทธิภาพ
ในการยบัย ั้ งเช้ือรา Alternaria alternate โดยยบัย ั้ งการงอกของสปอร์ได้ถึง 88 เปอร์เซ็นต์ เม่ือ
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม และจากการศึกษาของ Korsten and Jager (1995) รายงานการทดสอบเช้ือ
แบคทีเรีย Bacillus sp. 33 ไอโซเลท ซ่ึงแยกได้จากส่วนของใบ และบริเวณผิวของผล avocado 
สามารถย ับย ั้ งการเจริญของเช้ือรา Colletotrichum gloeosporioides, Thyronectria pseudotrichia, 
Phomopsis perseae, Pestalotiopsis versicolor และ Fusarium solani พบว่าเช้ือแบคที เรีย  Bacillus 
subtilis มีประสิทธิภาพยบัย ั้งสูงท่ีสุด นอกจากนั้น Mahadtanapuk et al. (2007) ไดแ้ยกเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปักษจ์าก 2 แหล่ง คือ จากบริเวณผวิใบของปทุมมา และเช้ือแบคทีเรียทนร้อนจากบ่อน ้าพุร้อน เพื่อ
ควบคุมเช้ือรา Colletotrichum musae สาเหตุโรคแอนแทรคโนสของปทุมมา โดยคัดเลือก เช้ือ
แบคทีเรียปฏิปักษท่ี์มีประสิทธิภาพในสภาพห้องปฏิบติัการดว้ยเทคนิค dual culture พบเช้ือแบคทีเรีย 
B. licheniformis, B. amyloliquefaciens และ B. subtilis โดยเปอร์เซ็นตย์บัย ั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือรา
มากกวา่ 75 เปอร์เซ็นต ์ 

Prapagdee et al. (2012) ทดสอบการใชส้ารสกดัจาก Bacillus subtilis สายพนัธ์ุ SSE4 ควบคุม
การเจริญเติบโตของ Colletotrichum gloeosporioides เช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสของกลว้ยไม ้
พบสารสกดั Bacillus subtilis จาก ethyl acetate และ hexane มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ือราสาเหตุโรคสูงท่ีสุด และจากการศึกษาของ Meng et al. (2016) รายงานการใช้เช้ือแบคทีเรีย 
Bacillus velezensis สายพันธ์ุ  BAC03 ท่ี มีความเข้มข้นประมาณ 105 cfu ต่อมิลลิลิตร มาทดสอบ
ความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 9 ชนิด ได้แก่ บีท แครอท แตงกวา พริกไทย              
มนัฝร่ัง หวัไชเทา้ สควอช มะเขือเทศ และหวัผกักาด พบวา่มีบทบาทในการเพิ่มน ้ าหนกัของหวัไชเทา้ 
และใบหวัไชเทา้สูงข้ึน และสามารถผลิต IAA และแอมโมเนีย  
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บทที ่3 

อุปกรณ์ และวธีิการทดลอง 

1.   การแยกเช้ือสาเหตุจากตัวอย่าง 

1.1. การแยกเช้ือสาเหตุจากหัวพนัธ์ุมันฝร่ัง 

ท ำกำรแยกเช้ือรำจำกหวัพนัธ์ุท่ีแสดงอำกำรเน่ำแห้ง และข้ีกลำก หรือสะเก็ดดว้ยวิธีแยก
เ ช้ือจำก ช้ินพืชโดยตรง  ( tissue transplanting method)  เ ร่ิมจำกตัด ช้ินพืชแช่ใน 10% sodium 
hypochlorite (NaOCl) 1 นำที แช่น ้ ำกลัน่ 30 วินำที แช่เอทธำนอล 70 % 1 นำที แช่น ้ ำกลัน่ 30 วินำที 
แลว้ซับดว้ยกระดำษทิชชูให้แห้ง โดยวำงช้ินพืชลงบนอำหำรเล้ียงเช้ือ Potato Dextrose Agar (PDA) 
และ Water Agar (WA) บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 3 - 5 วนั ตดัปลำยเส้นใยของเช้ือวำงลงบน
อำหำรเล้ียงเช้ือ PDA แลว้เก็บไวศึ้กษำขั้นต่อไป ส่วนช้ินพืชของหวัพนัธ์ุท่ีแสดงอำกำรข้ีกลำกวำงลง
บนอำหำรเล้ียงเช้ือ WA, WA ผสมสำรเคมีป้องกนัก ำจดัเช้ือรำ carbendazim ปริมำตร 150 ไมโครลิตร 
ต่ออำหำร WA ปริมำตร 250 มิล ลิ ลิตร และ Nutrient Agar (NA) ท ำ  3  ซ ้ ำ  บ่มไว้ท่ี อุณหภูมิ                                   
28 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 7 - 14 วนั คัดเลือกเช้ือแบคทีเรียท่ีมีลักษณะคล้ำยคลึงกลุ่มของ 
Streptomyces sp. เก็บไวศึ้กษำขั้นต่อไป ส่วนกำรแยกตวัอย่ำงหัวพนัธ์ุมนัฝร่ังท่ีแสดงอำกำรหัวเน่ำ             
ท  ำกำรแยกเช้ือโดยน ำเอำส่วนเม็ด sclerotium ลำ้งดว้ย 10% NaOCl 30 วินำที และ แช่น ้ ำกลัน่ 1 นำที 
แลว้ซบัดว้ยกระดำษช ำระใหแ้หง้ วำงเมด็ sclerotium ลงบนอำหำรเล้ียงเช้ือ PDA บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลำ 3 วนั จึงตดัปลำยเส้นใยของเช้ือวำงลงบนอำหำรเล้ียงเช้ือ PDA แลว้เก็บไวศึ้กษำขั้นต่อไป  

1.2. การแยกเช้ือสาเหตุจากตัวอย่างในแปลงปลูกมันฝร่ัง 

เก็บตวัอยำ่งตน้มนัฝร่ังและหวัมนัฝร่ัง จำกแปลงปลูกมนัฝร่ังของเกษตรกร ไดแ้ก่ ตน้มนั
ฝร่ังท่ีแสดงอำกำรแขง้ด ำ จำกพื้นท่ีเพำะปลูกมนัฝร่ัง อ ำเภอเชียงค ำ จงัหวดัพะเยำ ตน้มนัฝร่ังและ
หวัมนัฝร่ังท่ีแสดงอำกำรเห่ียวเขียว จำกพื้นท่ีเพำะปลูกมนัฝร่ัง อ ำเภอเชียงดำว อ ำเภอไชยปรำกำร และ
อ ำเภอแม่อำย จงัหวดัเชียงใหม่ แยกเช้ือสำเหตุใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยเทคนิค cross streak plate บนอำหำร NA 
และ Kelman's Triphenyl Tetrazolium Chloride (TZC) ให้ได้โคโลนีเ ด่ียว จึงคัดเ ลือกโคโลนีท่ี
คลำ้ยคลึงกบัเช้ือแบคทีเรียสำเหตุเก็บไวศึ้กษำในขั้นต่อไป
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2.  การทดสอบความสามารถในการเกดิโรคของเช้ือสาเหตุ 

2.1.การทดสอบความสามารถในการเกดิโรคของเช้ือรา Fusarium sp. และ Sclerotium sp.  

ทดสอบควำมสำมำรถในกำรเกิดโรคของเช้ือรำ Fusarium sp. และ Sclerotium sp. ดว้ยกำร
ใช้หัวมนัฝร่ังทดสอบภำยในห้องปฏิบติักำร โดยน ำหัวมนัฝร่ังลำ้งน ้ ำไหลจ ำนวน 1 คร้ัง เพื่อลำ้งเอำ
เศษดินออกแล้วเช็ดด้วยเอทธำนอล 70% ตำกให้แห้งภำยในกล่องพลำสติกท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเช้ือด้วย
แอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต์ ท ำแผลบนหวัมนัฝร่ังดว้ยเข็มเข่ียเช้ือ จ  ำนวน 5 จุด ต่อ 1 แผล โดยท ำ 3 ซ ้ ำ 
ต่อ 1 หวั จำกนั้นจึงวำงช้ินวุน้ท่ีมีกำรเจริญเส้นใยของเช้ือรำ Fusarium sp. ท่ีเจริญอยู่บนอำหำร PDA 
เป็นเวลำ 5 วนั และทดสอบควำมสำมำรถในกำรเข้ำท ำลำยของเช้ือรำ Fusarium sp. ด้วยวิธีกำรท่ี
แตกต่ำงกนั 4 แบบ คือ 1) ไม่ท ำแผลบนหวัมนัฝร่ัง 2) ท ำให้เกิดกำรช ้ ำบนหวัมนัฝร่ังโดยใช้ของแข็ง
ทุบ ดว้ยน ้ำหนกัมือเท่ำกบั 300 กรัม 3) ท ำใหเ้กิดแผลดว้ยกำรใชแ้ผน่ใยขดัขนำด 1x1 เซนติเมตร ขดัท่ี
ผิวให้เกิดแผลขนำด 1x1 เซนติเมตร และ 4) ท ำให้เกิดแผลดว้ย cork borer ขนำด 0.5 เซนติเมตร เจำะ
ให้ลึก 0.5 เซนติเมตร จำกนั้นประเมินระดบัควำมรุนแรงในกำรเขำ้ท ำลำยของเช้ือรำดว้ยสูตรค ำนวณ 
คือ  

ขนำดของแผล (มิลลิเมตร) =  
(กวา้ง/2 + (ลึก− 5))

2
 

ก ำหนด   
มีควำมรุนแรงต ่ำ (LA): แผลมีขนำด ≤ 11 มิลลิเมตร 
มีควำมรุนแรงปำนกลำง (MA): แผลมีขนำด < 14 มิลลิเมตร 
มีควำมรุนแรงมำก (HA): แผลมีขนำด  ≥ 14 มิลลิเมตร 

กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรเกิดโรคของเช้ือรำ Sclerotium sp. ทดสอบโดยกำรใชเ้ช้ือ
รำ Sclerotium sp. ท่ีเจริญอยูบ่นอำหำร PDA เป็นเวลำ 2 วนั วำงลงบริเวณท่ีท ำแผล และไม่ท ำแผล โดย
มีอำหำรเล้ียงเช้ือ PDA เป็นชุดควบคุม เก็บผลกำรทดลองเป็นเวลำ 30 วนั 

2 .2 .การทดสอบความสามารถในการเกิดโรคของเ ช้ือแบคที เ รีย  Streptomyces sp., 

Pectobacterium sp. และ Ralstonia sp. 

กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรเกิดโรคของเช้ือ Streptomyces sp. ท ำโดยใช้เซลล์
แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย Streptomyces sp. บนอำหำรเล้ียงเช้ือ NA ท่ีบ่มไว ้ณ อุณหภูมิ 25 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 10 วนั ท ำให้มีควำมเขม้ขน้สปอร์ของแบคทีเรียอยู่ท่ี 108 cfu ต่อมิลลิลิตร จำกนั้น
น ำหัวมนัฝร่ังท่ีผ่ำนกำรลำ้งดว้ยน ้ ำไหลและเอทธำนอล 70 % ทิ้งให้แห้งเป็นเวลำ 24 ชัว่โมงภำยใน
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กล่องพลำสติกท่ีเช็ดท ำควำมสะอำดเรียบร้อยแลว้ จำกนั้นน ำหัวมนัท่ีแห้งแลว้มำท ำแผลดว้ยเข็มเข่ีย
เช้ือแทงลง 5 คร้ัง ต่อ 1 แผล โดยท ำ 4 ซ ้ ำ ต่อหัวมนัฝร่ัง 1 หัว แลว้ท ำกำรจุ่มหัวมนัฝร่ังลงในเซลล์
แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย Streptomyces sp. ปริมำตร 50 มิลลิลิตร จำกนั้นน ำปลูกลงในกล่อง
พลำสติกท่ีผสมดินและทรำยในอตัรำส่วน 1:1 ใหน้ ้ำอยำ่งสม ่ำเสมอและเก็บผลท่ี 50 วนั  

กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรเกิดโรคของเช้ือ Pectobacterium sp. ท ำโดยน ำแบคทีเรีย
ท่ีเล้ียงบนอำหำรเล้ียงเช้ือ NA บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชัว่โมง มำแตะลงตรงกลำง
ของช้ินมนัฝร่ัง บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง แล้วเก็บผลกำรทดลอง ส่วนกำรทดสอบ
ควำมสำมำรถในกำรท ำให้เกิดโรคของเช้ือ Ralstonia sp. ในเบ้ืองตน้ไดท้  ำกำรทดสอบปฏิกิริยำกำร
ตอบสนองเฉียบพลนั (hypersensitivity reaction; HR) ของเช้ือแบคทีเรีย โดยเพิ่มปริมำณเช้ือแบคทีเรีย 
Ralstonia sp. บนอำหำรเล้ียงเช้ือ NA บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชัว่โมงและเตรียม
เซลลแ์ขวนลอยดว้ยน ้ำกลัน่น่ึงฆ่ำเช้ือ ปรับควำมเขม้ขน้ของเช้ือดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ใหมี้
ค่ำ O.D. เท่ำกบั 0.2 ท่ีช่วงควำมยำวคล่ืนแสง 600 นำโนเมตร จำกนั้นใชเ้ขม็ฉีดยำขนำด 1 มิลลิลิตร ดูด
เซลล์แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียสำเหตุโรคแล้วฉีดเข้ำสู่ใบยำสูบอย่ำงช้ำๆ ด้ำนใต้ใบยำสูบ 
ตรวจสอบผล เป็นเวลำ 24-48 ชัว่โมง หลงัจำกฉีด และจำกนั้นน ำเซลล์แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย 
Ralstonia sp. มำท ำกำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรท ำให้เกิดโรคภำยใตส้ภำพโรงเรือน โดยกำรใช้
เซลลแ์ขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia sp. ปริมำตร 40 มิลลิลิตร ผสมลงในดินของตน้กลำ้มะเขือ
เทศ ตน้มะเขือม่วง ตน้พริก ท่ีผำ่นกำรตดัรำกและตน้มนัฝร่ังท่ีผำ่นกำรผำ่หวัพนัธ์ุมนัฝร่ังก่อนกำรปลูก 
เกบ็ผลกำรทดลองท่ีเวลำ 30 วนั หลงักำรปลูกเช้ือ 

3.  จัดจ าแนกเช้ือสาเหตุโรคของมันฝร่ัง โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา และเทคนิคทางชีว
โมเลกุล 

3.1 การจัดจ าแนกโดยลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือรา 

เ ช้ือรำ Fusarium sp. จะท ำกำรศึกษำลักษณะรูปร่ำงและขนำดของ macroconidia, 
microconidia, conidiophores, chlamydospores และ pigment ของโคโลนีเช้ือรำท่ีเจริญบนอำหำรเล้ียง
เช้ือ PDA, Acid Potato Dextrose Agar (APDA), Yeast Mannitol Agar (YMA) และ Synthetic Nutrient 
Deficient Agar (SNA) (Booth, 1971; Leslie and Summerell, 2006) ส่วนเช้ือรำ Sclerotium sp. จะ
ท ำกำรศึกษำลกัษณะเส้นใย และ clamp connection  
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3.2. การทดสอบไบโอวาร์ (Biovar) ของเช้ือแบคทเีรีย Ralstonia solanacearum 
กำรทดสอบไบโอวำร์ เป็นกำรแยกควำมแตกต่ำงของเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum 

โดยอำศยัควำมสำมำรถในกำรใช้น ้ ำตำลไดแซคคำไรด์ และน ้ ำตำลแอลกอฮอล์ ซ่ึงทดสอบกำรใช้
น ้ ำตำลไดแซคคำไรด์ 3 ชนิด ไดแ้ก่ มอลโทส, ทรีฮำโลส และเซลโลไบโอส น ้ ำตำลแอลกอฮอล์ 3 
ชนิด ไดแ้ก่ แมนนิทอล, ซอร์บิทอล และ ดลัซิทอล โดยเล้ียงเช้ือบนอำหำร NA นำน 24-48 ชัว่โมง 
แลว้ขูดเช้ือดว้ยห่วงเข่ียเช้ือ ละลำยในน ้ ำกลัน่น่ึงฆ่ำเช้ือ ปรับควำมเขม้ขน้ของเช้ือ โดยกำรวดัค่ำควำม
ขุ่นดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีควำมยำวคล่ืนแสง 600 นำโนเมตร ให้ไดค้่ำ O.D. เท่ำกบั 0.2 
ซ่ึงมีควำมเข้มข้นของเช้ือแบคทีเรียประมำณ 108 cfu ต่อมิลลิตร จำกนั้นดูดเซลล์แขวนลอยของ
แบคทีเรียสำเหตุโรคมำ 200 ไมโครลิตร มำเล้ียงในอำหำรปริมำตร 2 มิลลิลิตร ท่ีมีส่วนผสมของ
น ้ ำตำลทั้ง 6 ชนิด ท่ีมีควำมเขม้ข้นของน ้ ำตำล 1 เปอร์เซ็นต์ แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส 
สังเกตกำรเปล่ียนสีของ bromothymol blue ในอำหำรทดสอบท่ีมีน ้ ำตำลในแต่ละชนิด ตรวจสอบผล
หลงัจำกท ำกำรทดลอง 5 วนั (Huang et al., 2012) 

3.3. การจ าแนกโดยเทคนิคทางชีวโมเลกุล 

3.3.1. การสกดั genomic DNA ของเช้ือราและแบคทเีรีย 

กำรสกัดดีเอนเอของเช้ือรำจะท ำโดยเล้ียงเช้ือรำลงในอำหำร Potato Dextrose 
Broth (PDB) เป็นเวลำ 5 วนั ท่ีอุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส จำกนั้นจึงน ำเฉพำะส่วนของเส้นใยเช้ือรำ 
0.50 กรัม ใส่ในโกร่งแช่เย็นแล้วเติม DNA extraction buffer ปริมำตร 2400 ไมโครลิตร และ                           
2-mercaptoethanol ปริมำตร 12 ไมโครลิตร บดให้ละเอียด ใช้ปิเปตดูดเอำส่วนของสำรละลำย DNA 
ลงในหลอดไมโครทิวป์ 500 ไมโครลิตร แล้วเติม chloroform:isoamyl alcohol (24:1) ปริมำตร                   
500 ไมโครลิตร ผสมเบำๆด้วยกำรพลิกกลบัหัวหลอดไมโครทิวป์ เป็นเวลำ 5 นำที จึงน ำไปหมุน
เหวี่ยงตกตะกอนท่ี 5000 rpm เป็นเวลำ 5 นำที จำกนั้นดูดส่วนใสดำ้นบนใส่ลงในหลอดไมโครทิวป์ 
600 ไมโครลิตร เติม isopropanol 0.7 เท่ำของปริมำตรน ้ ำใส แล้วพลิกกลบัหัวทำ้ยหลอด เป็นเวลำ                 
5 นำที น ำไปป่ันเหวี่ยงท่ี 14000 rpm เป็นเวลำ 20 นำที จำกนั้นเทส่วน isopropanol ทิ้ง แลว้คว  ่ำหลอด
ไมโครทิวป์ไวบ้นกระดำษช ำระท่ีผำ่นกำรฆ่ำเช้ือแลว้โดยปล่อยทิ้งให้ตะกอนแห้ง เป็นเวลำ 30 นำที 
จึงเติม TE buffer 50 ไมโครลิตร เพื่อละลำยตะกอน DNA เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้อง -20 องศำเซลเซียส 
เพื่อศึกษำในขั้นต่อไป 

กำรสกดัดีเอ็นเอของแบคทีเรียท ำโดยเล้ียงแบคทีเรียบนอำหำรแข็ง Luria-Bertani 
(LB) เป็นเวลำ 18 ชัว่โมง แลว้ยำ้ยมำเล้ียงในอำหำรเหลว LB น ำไปเขยำ่ท่ีควำมเร็ว 180 รอบต่อนำที             
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส เป็นเวลำประมำณ 18 ชัว่โมง จำกนั้นดูดเซลล์แขวนลอยมำ 1 มิลลิลิตร 
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ใส่ในหลอดไมโครทิวป์ แลว้น ำไปหมุนเหวี่ยงท่ี 8000 rpm เป็นเวลำ 2 นำที เก็บส่วนตะกอนแลว้ลำ้ง
ตะกอนด้วย sodium chloride-Tris-EDTA buffer (STE buffer) 400 ไมโครลิตร น ำไปหมุนเหวี่ยง                
ท่ี 8000 rpm เป็นเวลำ 2 นำที ท ำซ ้ ำสองคร้ัง จำกนั้นเติม Tris-EDTA buffer (TE buffer) 200 ไมโครลิตร 
และ Tris-saturated phenol 100 ไมโครลิตร น ำไปเขยำ่ดว้ยเคร่ือง vortex ประมำณ 60 วนิำที แลว้น ำไป
หมุนเหวี่ยงท่ี 13000 rpm เป็นเวลำ 5 นำที เพื่อแยกส่วน aqueous ออกจำก organic phase จำกนั้นดูด
ส่วนใสข้ำงบนมำ 160 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดไมโครทิวป์ใหม่ แล้วเติม TE buffer ปริมำตร                        
40 ไมโครลิตร เพื่อปรับปริมำตรใหไ้ด ้200 ไมโครลิตร และเติม chloroform ปริมำตร 100 ไมโครลิตร 
น ำไปหมุนเหวี่ยงท่ี 13000 rpm เป็นเวลำ 5 นำที จำกนั้นดูดส่วนขำ้งบนปริมำตร 160 ไมโครลิตร               
ใส่ในหลอดไมโครทิวป์ใหม่ แล้วเติม TE buffer ปริมำตร 40 ไมโครลิตร น ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37                 
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที แลว้เติม chloroform ปริมำตร 100 ไมโครลิตร พลิกไปมำให้เขำ้กนั 
น ำไปหมุนเหวี่ยงท่ี 13000 g เป็นเวลำ 5 นำที แล้วดูดส่วนขำ้งบนปริมำตร 150 ไมโครลิตร ใส่ใน
หลอดไมโครทิวป์ใหม่ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส เพื่อศึกษำในขั้นต่อไป (Cheng and Jiang, 
2006) 

3.3.2. การจัดจ าแนกเช้ือราสาเหตุโรคโดยวเิคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ของยนี ITS1-ITS4 

กำรจ ำแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรียสำเหตุ ซ่ึงดดัแปลงจำกเทคนิคของ Gardes and 
Bruns (1993) เพิ่มปริมำณดีเอ็นเอโดยใชเ้ทคนิค PCR ดว้ยไพรเมอร์ ITS1 (5’-CTTGGTCATTTAGA 
GGAAGTAA-3’) และ  ITS4  (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) ในกำรท ำป ฏิ กิ ริย ำ  PCR 
ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  1 X Taq DNA Polymerase Master Mix (Toyobo Co., Ltd., Japan) ป ริ ม ำ ต ร                              
12.5 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ ปริมำตร 0.8 ไมโครลิตรต่อเส้น (1.6 pmol) แลว้ปรับปริมำตรสุดทำ้ยคือ    
50 ไมโครลิตร ต่อ 1 ปฏิกิริยำ โดยใชอุ้ณหภูมิในขั้นตอน initial denaturation ท่ี 94 องศำเซลเซียส เป็น
เวลำ 3 นำที จำกนั้นตำมด้วยขั้นตอน denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 นำที 
annealing ท่ีอุณหภูมิ 58 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 นำที และ extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 2 นำที ทั้งหมด 35 รอบ แลว้ตำมดว้ยขั้นตอน final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 10 นำที จำกนั้นตรวจสอบแถบ DNA ท่ีปรำกฏ ดว้ยเทคนิค agarose gel electrophoresis โดย
ใช ้1.25% agarose gel ท่ีผสม RedSafeTM (iNtRON biotechnology) ในอตัรำ 0.05 เปอร์เซ็นต ์จำกนั้น
น ำ  PCR product ปริมำตร 2 ไมโครลิตร ไปวัดค่ำควำมเข้มข้นของ nucleic acid ด้วยเค ร่ือง 
NanoDrop™ 2000 /2000 c spectrophotometer แล้วน ำ  PCR product ไป  sequence ด้วย เค ร่ือง 
Fluorescent dye-terminator sequencing โดยใช ้ABI PrismTM 3730xl DNA Sequencer (Bio Basic Inc.) 
เม่ือไดล้ ำดบัเบส ท ำกำรศึกษำควำมสัมพนัธ์ทำงพนัธุกรรมของเช้ือแบคทีเรีย โดย BLAST ล ำดบัเบส
เปรียบเทียบกับล ำดับ เบสใน GenBank database (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov /Blast.cgi) และ
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วิเครำะห์ควำมสัมพนัธ์ของล ำดบัเบส โดยใช้รูปแบบ Tree แบบ neighbor-joining method (NJ) ของ
โปรแกรม MEGA 7  

3.3.3. การจัดจ าแนกเช้ือรา Sclerotium sp. สาเหตุโรคหัวเน่าของมันฝร่ัง โดยใช้ไพรเมอร์
จ าเพาะกบัชนิดของเช้ือราสาเหตุ 

กำรจ ำแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรียสำเหตุ ซ่ึงดดัแปลงจำกเทคนิคของ Gardes and 
Bruns ( 1 9 9 3 )  เ พิ่ ม ป ริ ม ำ ณ ดี เ อ็ น เ อ โ ด ย ใ ช้ เ ท ค นิ ค  PCR ด้ ว ย ไ พ ร เ ม อ ร์  SCR-F (5’-
CGTAGGTGAACCTG CGGA-3’) และ  SCR-R (5’-CATACAAGCTAGAATCCC-3’) ในกำรท ำ
ปฏิกิริยำ PCR ประกอบดว้ย 1X Taq DNA Polymerase Master Mix (Toyobo Co., Ltd., Japan) ปริมำตร 
12.5 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ ปริมำตร 0.8 ไมโครลิตรต่อเส้น (1.6 pmol) แลว้ปรับปริมำตรสุดทำ้ยคือ      
50 ไมโครลิตร ต่อ 1 ปฏิกิริยำ โดยใชอุ้ณหภูมิในขั้นตอน initial denaturation ท่ี 94 องศำเซลเซียส เป็น
เวลำ 3 นำที จำกนั้นตำมด้วยขั้นตอน denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 นำที 
annealing ท่ีอุณหภูมิ 58 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 นำที และ extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 2 นำที ทั้งหมด 35 รอบ แลว้ตำมดว้ยขั้นตอน final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 10 นำที จำกนั้นตรวจสอบแถบ DNA ท่ีปรำกฏ ดว้ยเทคนิค agarose gel electrophoresis โดย
ใช้ 1.25% agarose gel ท่ีผสม RedSafeTM (iNtRON biotechnology) ในอัตรำ 0.05 เปอร์เซ็นต์ แล้ว
สังเกตแถบ DNA ท่ีปรำกฏ  

3.3.4. การจัดจ าแนกเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคโดยวเิคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ของยีน 16S 
rRNA 

กำรจ ำแนกชนิดของเ ช้ือแบคทีเ รียสำ เหตุ โดยดัดแปลงจำกเทคนิคของ 
Borshchevskaya et al. (2013) ด้วยปฏิ กิ ริยำ  Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้16S rDNA 
universal primer คือ ไพรเมอร์ ช่ือ 16SF (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) ไพรเมอร์ ช่ือ 16SR 
(5’-AAGGAGGTGATCC AGCCGCA-3’) (Liu et al., 2009) จะแสดงขนำดของแถบ DNA ประมำณ 
1500 bp ในกำรท ำปฏิกิริยำ PCR ในปริมำตร 50 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย 1X Taq DNA Polymerase 
Master Mix (Toyobo Co., Ltd., Japan) ปริมำตร 12.5 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ ปริมำตร 0.8 ไมโครลิตร
ต่อเส้น (1.6 pmol) และ genomic DNA 2 ไมโครลิตร แล้วปรับปริมำตรสุดท้ำยคือ 50 ไมโครลิตร               
ต่อ  1 ปฏิกิ ริยำ  เพิ่ มปริมำณ DNA ด้วย เค ร่ือง  A200 Gradient thermal cycler (LongGene®) โดย
โปรแกรมกำรท ำปฏิกิริยำ PCR ท่ีใช้คือ initial denature ท่ี 94 องศำเซลเซียส นำน 5 นำที จำกนั้น 
denature ท่ี 94 องศำเซลเซียส นำน 30 วนิำที annealing ท่ีอุณหภูมิท่ีเหมำะสม นำน 30 วนิำที extension 
ท่ี 72 องศำเซลเซียส นำน 2 นำที จ ำนวน 35 รอบ และหยุดปฏิกิริยำท่ีอุณหภูมิ 10 องศำเซลเซียส 
ตรวจสอบขนำดของ DNA โดยเทคนิค agarose gel electrophoresis ท่ีใช้ 1.25% agarose gel ผสม 
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RedSafeTM (iNtRON biotechnology) ในอตัรำ 0.05 เปอร์เซ็นต ์แลว้สังเกตแถบ DNA ท่ีปรำกฏ และ
ท ำกำรวิเครำะห์ล ำดบันิวคลีโอไทด์ โดยใชเ้ทคนิค Fluorescent dye-terminator sequencing โดยเคร่ือง 
ABI PrismTM 3730xl DNA sequencers (Bio Basic Inc) เม่ือได้ล ำดบัเบส ท ำกำรศึกษำควำมสัมพนัธ์
ทำงพนัธุกรรมของเช้ือแบคทีเรีย โดย BLAST ล ำดับเบสเปรียบเทียบกับล ำดับเบสใน GenBank 
database (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) และวิเครำะห์ควำมสัมพนัธ์ของล ำดบัเบส โดยใช้ 
Tree แบบ neighbor-joining method (NJ) ของโปรแกรม MEGA 7 (Tamura et al., 2011)  

3.3.5. การจ าแนก Phylotype ของเช้ือ Ralstonia solanacearum ด้วยเทคนิค Phylotype-
specific multiplex PCR (Pmx-PCR) 

เป็นกำรจดัจ ำแนกเช้ือแบคทีเรียสำเหตุโรค โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ  ำเพำะ 759R 5´-
GTCGCCGTCAACTCACTTTCC-3´ และ 760F 5´-GTCGCCGTCAGCAATGCGGAATCG-3´ซ่ึง
เป็นไพรเมอร์ท่ีมีควำมเฉพำะเจำะจงกับแบคทีเรีย R. solanacearum โดยจะปรำกฏแถบ DNA ท่ี
ต  ำแหน่ง 280 bp และ ไพรเมอร์ท่ีจ ำเพำะ phylotype ท่ีมีไพรเมอร์ reverse 1 เส้นคือ Nmult21:RR คือ                                       
5´-TCGCTTGACCCTATAACGAGTA-3´ และไพรเมอร์ forward 4 เส้น ได้แก่ Nmult21:1F คือ                        
5 ´-CGTTGATGAGGCGCGCAATTT-3 ´ ปรำกฏแถบ  DNA ขนำด  144  bp, Nmult21 :2F คื อ                             
5 ´-AAGTTATGGACGGTGGAAGTC-3 ´ ปรำกฏแถบ DNA ขนำด  370  bp, Nmult23 :AF คือ                               
5´-ATTACGAGAGCAATCGAAAGATT-3´ ปรำกฏแถบ DNA ขนำด 91 bp และ Nmult22:InF คือ                              
5´-ATTGCCAAGACGAGAGAAGTA-3´ ปรำกฏแถบ DNA ขนำด 213 bp หำกปรำกฏแถบ DNA 
ขนำดดังกล่ำว คือ phylotype I, II, III และ IV ตำมล ำดับ ท ำปฏิกิริยำ PCR โดยใช้ 1X Taq DNA 
Polymerase Master Mix (Toyobo Co., Ltd., Japan) ปริมำตร 12.5 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ท่ีจ ำเพำะ 
759R/760F ปริมำตร 1 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ท่ีจ ำเพำะ forward phylotype ปริมำตร 1.5 ไมโครลิตรต่อ
เส้น (6 pmolต่อไพรเมอร์) ไพรเมอร์ท่ีจ  ำเพำะ reverse ปริมำตร 4.5 ไมโครลิตร (18 pmol) และปริมำตร
สุดทำ้ยคือ 25 ไมโครลิตร ต่อ 1 ปฏิกิริยำ โดยใชอุ้ณหภูมิ 96 องศำเซลเซียส นำน 5 นำที ในขั้น initial 
denaturation แล้วตำมด้วย 30 รอบ ของขั้นตอน denaturation 94 องศำเซลเซียส นำน 15 วินำที 
annealing ท่ี 59 องศำเซลเซียส นำน 30 วินำที extension 72 องศำเซลเซียส นำน 30 วินำที และ final 
extension 72 องศำเซลเซียส นำน 10 นำที จำกนั้นตรวจสอบผลจำกกำรท ำ Pmx-PCR ด้วย เทคนิค 
agarose gel electrophoresis โดยใช้ 1.25%  agarose gel ท่ีผสม  RedSafeTM (iNtRON biotechnology) 
แลว้สังเกตแถบ DNA ท่ีปรำกฏ  
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3.3.6. การจัดจ าแนก sequevar ของเช้ือแบคทเีรีย Ralstonia solanacearum 

กำรจดัจ ำแนกโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีควำมจ ำเพำะกบัต ำแหน่งยีน egl และ hrpB โดย
ยีน egl จะใช้ไพรเมอร์ EndoF คือ 5´- ATGCATGCCGCTGGTCGCCGC-3´ และไพรเมอร์ EndoR 
คือ 5´- GCGTTGCCCGGCACGAACACC-3´ โดยจะปรำกฏแถบ DNA ขนำด 750 bp ส่วนยีน hrpB 
จ ะ ใ ช้ ไ พ ร เ ม อ ร์  RShrpBf คื อ 5 ´-TGCCATGCTGGGAAACATCT-3 ´ แ ล ะ  RShrpBr คื อ                                         
5´-GGGGGCTTCGTTG AACTGC-3´ซ่ึงจะปรำกฏแถบ DNA ขนำด 1434 bp ในกำรท ำปฏิกิริยำ 
PCR ประกอบด้วย  1X Taq DNA Polymerase Master Mix (Toyobo Co., Ltd., Japan) ปริมำตร                      
12.5 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ ปริมำตร 0.8 ไมโครลิตรต่อเส้น (1.6  pmol) และ genomic DNA                                 
1 ไมโครลิตร แลว้ปรับปริมำตรสุดทำ้ยคือ 50 ไมโครลิตร ต่อ 1 ปฏิกิริยำ โดยใชอุ้ณหภูมิในขั้นตอน 
initial denaturation ท่ี 96 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที จำกนั้นตำมด้วยขั้นตอน denaturation                    
ท่ีอุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 นำที annealing ท่ีอุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 นำที 
และ extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 นำที ทั้งหมด 30 รอบ แลว้ตำมดว้ยขั้นตอน 
final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที จำกนั้นตรวจสอบแถบ DNA ท่ีปรำกฏ 
ด้วย เทคนิค agarose gel electrophoresis โดยใช้  1 .25%  agarose gel ท่ีผสม RedSafeTM (iNtRON 
biotechnology) ในอตัรำ 0.05 เปอร์เซ็นต์ จำกนั้นน ำ PCR product ปริมำตร 2 ไมโครลิตร ไปวดัค่ำ
ควำมเขม้ขน้ของ nucleic acid ดว้ยเคร่ือง NanoDrop™ 2000/2000c spectrophotometer แลว้น ำ PCR 
product ไป sequence ดว้ยเคร่ือง Fluorescent dye-terminator sequencing โดยใช ้ABI PrismTM 3730xl 
DNA Sequencer (Bio Basic Inc.) เม่ือไดล้ ำดบัเบส ท ำกำรศึกษำควำมสัมพนัธ์ทำงพนัธุกรรมของเช้ือ
แ บ ค ที เ รี ย  โ ด ย  BLAST ล ำ ดั บ เ บ ส เ ป รี ย บ เ ที ย บ กั บ ล ำ ดั บ เ บ ส ใ น  GenBank database 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov /Blast.cgi) และวเิครำะห์ควำมสัมพนัธ์ของล ำดบัเบส โดยใช ้Tree แบบ 
neighbor-joining method (NJ) ของโปรแกรม MEGA 7  

4. การแยกแบคทเีรียปฏิปักษ์ 

แยกเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์จำกดินรอบรำกต้นไผ่ และ ดินรอบรำกต้นกล้วย ท่ีเก็บมำจำก
อ ำเภอสุคิริน จงัหวดันรำธิวำส ดินบริเวณผวิรำกมนัฝร่ังดินบริเวณ ดินรอบรำกตน้มนัฝร่ัง และดินปลูก
มนัฝร่ัง จำกอ ำเภอไชยปรำกำร จงัหวดัเชียงใหม่ แยกแบคทีเรียปฏิปักษ์โดยวิธี soil dilution plate บน
อำหำรเล้ียงเช้ือ NA และ Kings Medium B (King’s B) เร่ิมจำกน ำดิน 1 กรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ท่ีมี
น ้ ำกลัน่ฆ่ำเช้ือ 10 มิลลิลิตร เขยำ่ท่ี 180 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 1 ชัว่โมง ใชปิ้เปตดูดมำ 1 มิลลิลิตร ลง
ในหลอดทดลองท่ีมีน ้ ำกลัน่ฆ่ำเช้ือแลว้ 9 มิลลิลิตร เพื่อท ำกำรเจือจำงให้ไดร้ะดบัควำมเขม้ขน้ท่ี 10-1, 
10-2, 10-3, 10-4 และ 10-5 จำกนั้นน ำสำรแขวนลอยของดินท่ีควำมเขม้ขน้ท่ี 10-5 มำเล้ียงบนอำหำรเล้ียง
เช้ือ NA และ King’s B ด้วยวิธีกำร spread plate บ่มเช้ือไวท่ี้อุณหภูมิห้อง จนกระทัง่เช้ือแบคทีเรีย
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ปรำกฏบนผวิหนำ้อำหำร ทดสอบกำรเรืองแสงของแบคทีเรียท่ีเจริญบนอำหำร King’s B ภำยใตห้ลอด 
UV จำกนั้นเลือกแบคทีเรียท่ีมีกำรเจริญเป็นโคโลนีเด่ียวบนอำหำรเล้ียงเช้ือ NA และ King’s B มำ 
streak ลงบนอำหำร NA เพื่อใหไ้ดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ และท ำกำรเพิ่มปริมำณเช้ือบนอำหำร NA เพื่อเก็บไวใ้ช้
ในขั้นตอนต่อไป  

5.  การคัดเลือกเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ในการควบคุมเช้ือสาเหตุโรคของมันฝร่ัง 

5.1. การคัดเลือกเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ในการควบคุมเช้ือราสาเหตุ  

น ำแบคทีเรียปฏิปักษท่ี์แยกได ้มำทดสอบควำมสำมำรถกำรควบคุมกำรเจริญของเช้ือรำ
สำ เหตุโรคของมันฝ ร่ัง  โดยวิ ธี  dual culture โดยใช้กระดำษกรองตัด เ ป็น ส่ี เห ล่ียมผืนผ้ำ                                  
กวำ้ง 0.5 เซนติเมตร ยำว 2.5 เซนติเมตร ชุบโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ วำงบนจำนอำหำร           
(ภำพท่ี 1) บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง ท ำกำรทดลอง 4 ซ ้ ำ จึงวดัรัศมีโคโลนีของเช้ือสำเหตุและค ำนวณ
เปอร์เซ็นตก์ำรยบัย ั้งกำรเจริญ (PIRG) ดงัน้ี 

กำรค ำนวณเปอร์เซ็นตก์ำรยบัย ั้งกำรเจริญของเช้ือสำเหตุ (percent inhibition) =  𝑅1−𝑅2

𝑅1
 ×  100 

ก ำหนดให ้ R 1 = รัศมีกำรเจริญของเช้ือสำเหตุในชุดควบคุม 
R 2 = รัศมีกำรเจริญของเช้ือสำเหตุในชุดทดสอบ 
 

 

ภาพที ่1 กำรวดัผลกำรกำรคดัเลือกกำรเป็นปฏิปักษข์องเช้ือแบคทีเรียต่อเช้ือรำสำเหตุโรค โดยวธีิ dual 
culture 
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5.2. การคัดเลือกเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ในการควบคุมเช้ือแบคทเีรียเหตุ  

น ำเช้ือแบคทีเรียมำทดสอบประสิทธิภำพในกำรควบคุมเช้ือแบคทีเรียสำเหตุโรคบน
อำหำร NA ดว้ยวิธี paper disc โดยเทอำหำร NA ปริมำตร 10 มิลลิลิตร เพื่อใช้เป็นฐำน (basal layer) 
จำกนั้นใช้อำหำร NA ปริมำตร 9.9 มิลลิลิตรผสมกบัเซลล์แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียสำเหตุโรคท่ี
ควำมเขม้ขน้ 108 cfu ต่อมิลลิลิตร ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร เททบัลงบนอำหำรท่ีเตรียมไว ้ดดัแปลงจำก 
Yang et al. (2012) แล้วน ำกระดำษกรอง Whatman No. 1 ท่ีตดัเป็นวงกลม ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง            
0.5 เซนติเมตร แตะลงบนผิวหนำ้อำหำรท่ีเล้ียงเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลทต่ำง ๆ อำยุ 48 ชัว่โมง 
มำวำงบนผิวหน้ำอำหำร โดยวำงเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ 4 ต ำแหน่ง ต ำแหน่งละ 1 ไอโซเลท และอีก            
1 ต ำแหน่งตรงกลำงเป็นชุดควบคุมโดยใช้น ้ ำกลั่น เวน้ระยะห่ำงจำกขอบจำนอำหำรเล้ียงเช้ือ                           
2 เซนติเมตร ท ำกำรทดลองทั้งหมด 4 ซ ้ ำ (ภำพท่ี 2) จำกนั้นน ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 24-48 
ชัว่โมง ตรวจ และบนัทึกขอ้มูลโดยกำรวดัรัศมีควำมกวำ้งบริเวณท่ีเกิดวงใส (inhibition zone) แลว้น ำ
ค่ำควำมกวำ้งของรัศมีวงใสท่ีไดม้ำค ำนวณทำงสถิติ โดยใชโ้ปรแกรม Statistic Linear Models โดยกำร
วำงแผนกำรทดลองแบบ Complete Randomize Design (CRD) ท่ีระดบัควำมเช่ือมัน่ 95% ดงัน้ี 

รัศมีของควำมกวำ้งบริเวณใส = 
(เส้นผำ่ศูนยก์ลำงรวมบริเวณวงใส – เส้นผำ่ศูนยก์ลำงของกระดำษกรอง)

2
 

ก ำหนดให ้ A = Antagonist (เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษท่ี์ใชท้ดสอบ) 
   C = Control (ชุดควบคุมโดยใชน้ ้ำกลัน่ 

 

ภาพที ่2 กำรวดัผลกำรกำรคดัเลือกกำรเป็นปฏิปักษข์องเช้ือแบคทีเรียต่อเช้ือแบคทีเรียสำเหตุโรค โดย
วธีิ paper disc  
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6.  การศึกษา และการจัดจ าแนกเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ 

6.1. การศึกษาลกัษณะทางด้านสัณฐานวทิยาของเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ 

ศึกษำลกัษณะของโคโลนี กำรติดสีแกรม ขนำด รูปร่ำง ของเซลล์เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์
ท่ีเจริญบนอำหำร NA เป็นเวลำ 2 วนั ท่ีอุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส และกำรสร้ำงเอนโดสปอร์ ขนำด 
รูปร่ำง ต ำแหน่ง ของเช้ือปฏิปักษท่ี์เจริญบนอำหำร NA เป็นเวลำ 3-5 วนั ท่ีอุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส 

6.2. การศึกษาคุณสมบัติทางด้านชีวเคมีของเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ 

จำกกำรจ ำแนกเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ด้ำนสัณฐำนวิทยำ จึงน ำมำทดสอบคุณสมบติั
ทำงด้ำนชีวเคมี โดยมีกำรทดสอบทั้งหมด 5 คุณสมบติั คือ ศึกษำกำรเคล่ือนท่ีของเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ บนอำหำร motility test โดยกำรใช้เข็มเข่ียเช้ือแตะเช้ือท่ีเล้ียงบนอำหำร NA อำยุ 48 ชัว่โมง 
stab ลงในอำหำร motility medium บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง ทดสอบกำรย่อยแป้ง 
(starch hydrolysis test) โดยกำรใชก้ระดำษกรองท่ีตดัเป็นวงกลมขนำดเส้นผำ่ศูนยก์ลำง 0.5 เซนติเมตร 
ท่ีน่ึงฆ่ำเช้ือแลว้แตะเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษท่ี์ตอ้งกำรทดสอบท่ีเล้ียงบนอำหำร NA อำยุ 48 ชัว่โมง มำ
วำงบนอำหำร starch agar บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง จำกนั้นหยดสำรละลำย Lugol’s 
iodine ลงบนอำหำรแลว้อ่ำนผลทนัที ทดสอบ VP (Voges-Proskauer) โดยท ำกำรเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปักษท่ี์ตอ้งกำรทดสอบบนอำหำร NA อำย ุ48 ชัว่โมง แลว้ใชห่้วงเข่ียเช้ือแตะเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์
มำ 1 loop เล้ียงในอำหำร VP บ่มทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง จำกนั้นหยด Reagent A 
จ ำนวน 6 หยดแล้วตำมด้วย Reagent B จ ำนวน 2 หยด อ่ำนผลภำยในเวลำ 15-30 นำที ทดสอบ
ควำมสำมำรถของเช้ือในกำรใช้ซิเทรตเป็นแหล่งคำร์บอนในกระบวนกำรเมทำบอลิซึม (citrate 
utilization) โดยกำรใชเ้ช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีเล้ียงบนอำหำร NA อำยุ 48 ชัว่โมง ขีด (streak) ลงบน
อำหำร Simmon’s citrate agar บ่มไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลำ 72-120 ชัว่โมง และทดสอบกำรเจริญของ
แบคทีเรียบนอำหำร NA ท่ีผสม 6.5% NaCl โดยกำรใชเ้ช้ือแบคทีเรียปฏิปักษท่ี์เล้ียงบนอำหำร NA อำย ุ
48 ชั่วโมง ขีดลงในอำหำรดังกล่ำว บ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง (28-30 องศำเซลเซียส) และอุณหภูมิ                      
55 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชัว่โมง ตำมแผนภูมิกำรจดัจ ำแนกเช้ือแบคทีเรีย Bergey’s Manual of 
Determinative Bacteriology 
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6.3. การจัดจ าแนกเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์โดยใช้เทคนิคทางโมเลกุล 

จดัจ ำแนกเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ โดยอำศยัปฏิกิริยำ Polymerase Chain Reaction (PCR) 
และใชไ้พรเมอร์ 16SF (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') และ 16SR (5'-AAGGAGGTGATCC 
AGCCGCA-3') ท่ีออกแบบจำกยีนส่วน 16S rDNA ของแบคทีเรีย ตำม Liu et al. (2009) ซ่ึงประกอบ
ไปด้วย 1X Taq DNA Polymerase Master Mix (Toyobo Co., Ltd., Japan) ปริมำตร 12.5 ไมโครลิตร 
ไพรเมอร์ ปริมำตร 0.8 ไมโครลิตรต่อเส้น (1.6 pmol) และ genomic DNA 1 ไมโครลิตร แล้วปรับ
ปริมำตรสุดทำ้ยคือ 50 ไมโครลิตร ต่อ 1 ปฏิกิริยำ เพิ่มปริมำณ DNA ด้วยเคร่ือง Gradient Thermal 
Cycler (A200) โดยใช้อุณหภูมิ ในขั้นตอน initial denaturation 94 องศำเซลเซียส นำน 5 นำที 
denaturation 94 องศำเซลเซียส นำน 30 วินำที annealing 64 องศำเซลเซียส นำน 30 วินำที extension 
72 องศำเซลเซียส นำน 2 นำที และ final extension 72 องศำเซลเซียส นำน 10 นำที ท ำซ ้ ำทั้งหมด              
35 รอบ จำกนั้ นตรวจสอบแถบ DNA ท่ีปรำกฏ ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis โดยใช้                
1.25% agarose gel ท่ีผสม RedSafeTM (iNtRON biotechnology) ในอตัรำ 0.05 เปอร์เซ็นต์ จำกนั้นน ำ 
PCR product ปริมำตร 2 ไมโครลิตร ไปวดัค่ำควำมเขม้ขน้ของ nucleic acid ดว้ยเคร่ือง NanoDrop™ 
2000 / 2 0 0 0 c spectrophotometer แล้วน ำ  PCR product ไป  sequence ด้ว ย เค ร่ื อ ง  Fluorescent                                  
dye-terminator sequencing โดยใช้  ABI PrimsTM 3730xl DNA Sequencer (Bio Basic Inc.) เ ม่ื อได้
ล ำดับเบส ท ำกำรศึกษำควำมสัมพนัธ์ทำงพนัธุกรรมของเช้ือแบคทีเรีย โดย BLAST ล ำดับเบส
เปรียบเทียบกับล ำดับ เบสใน GenBank database (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov /Blast.cgi) และ
วเิครำะห์ควำมสัมพนัธ์ของล ำดบัเบส โดยใช ้Tree แบบ neighbor-joining method (NJ) ของโปรแกรม 
MEGA 7  

7.  ศึกษาคุณสมบัติของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการสร้างสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช
และสารยบัยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรค 

7.1. การทดสอบคุณสมบัติในการสร้างสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช และสารยบัยั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรคของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ 

ทดสอบโดยกำรเตรียมอำหำร Pikovskaya’s agar จำกนั้นใช้กระดำษกรอง Whatman                  
No. 1 ตัดเป็นกระดำษวงกลมขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง 0.5 เซนติเมตร แตะลงบนโคโลนีของเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีตอ้งกำรทดสอบ เล้ียงบนอำหำร NA อำยุ 24-48 ชั่วโมง แล้ววำงลงบนอำหำร 
Pikovskaya’s agar บ่มเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิห้องนำน 7 วนั ตรวจผล และบนัทึกกำรเกิดบริเวณใสของ
กำรละลำยฟอสเฟต (Jasim et al., 2013) ซ่ึงควำมสำมำรถในกำรละลำยฟอสเฟตโดยจุลินทรีย์ ส่งผล
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ใหพ้ืชสำมำรถน ำธำตุอำหำรฟอสฟอรัสจำกดินในรูปของฟอสเฟตท่ีผำ่นกำรยอ่ยสลำยมำแลว้มำใช้ใน
กำรเจริญเติบโตของพืชไดอ้ยำ่งเพียงพอ (อำภำรัตน์, 2549)  

ทดสอบกำรสร้ำงสำรกรดอินโดลอะซีติก  ( indole-3-aceticacid: IAA) โดยน ำเ ช้ือ
แบคทีเรียปฏิปักษเ์ล้ียงในอำหำรเหลว LB ท่ีมี tryptophan 0.5% (v/v) บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 15 
วนั น ำอำหำรเหลว LB ท่ีมีสำรแขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปักษม์ำหมุนเหวี่ยง ท่ีควำมเร็ว 6000 rpm 
นำน 30 นำที จำกนั้น ดูดส่วนน ้ำใสปริมำตร 3 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนำด 10 มิลลิลิตร ท่ีผำ่น
กำรฆ่ำ เ ช้ือ แล้ว เ ติม orthophosphoric acid จ ำนวน 3 หยด และ Salkowski’s reagent ปริมำตร                              
3 มิลลิลิตร บ่มไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลำ 30 นำที และวดัค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 530 นำโนเมตรด้วยเคร่ือง 
UV-Vis Spectrophotometer 3 ซ ้ ำ (Lwin et al. 2012) :ซ่ึง IAA นั้นเป็นสำรควบคุมกำรเจริญเติบโตของ
พืช (plant growth regulating chemicals : PGRC) ท่ีจดัอยูใ่นกลุ่มออกซิน โดยมีคุณสมบติัเป็นสำรเร่ง
กำรเจริญเติบโต มีผลกระตุน้กำรขยำยขนำดของเซลล ์กำรยืดตวัของเซลล ์และยงัมีผลกระตุน้กำรเกิด
รำก (พนัทว,ี 2532 ; พีรเดช, 2529) 

ทดสอบกำรสร้ำง siderophore ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ โดยกำรเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์บนอำหำร Chrome Azurol S agar (CAS) บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ                    
24-48 ชัว่โมง แลว้สังเกตกำรเปล่ียนแปลงของสีอำหำรรอบๆ เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษเ์จริญ โดยหำกเช้ือ
สำมำรถสร้ำง siderophore ได้จะเกิดวงสีส้มข้ึน (Yu et al., 2011) ซ่ึงกำรท่ีจุลินทรีย์มีกำรสร้ำง 
siderophore ข้ึนมำเพื่อเป็นตวัช่วยน ำเหล็กเขำ้สู่เซลลจุ์ลินทรียภ์ำยใตส้ภำวะแวดลอ้มท่ีมีปริมำณเหล็ก
ท่ีจ  ำกดั หรืออยูใ่นรูปท่ีน ำไปใชไ้ม่ได ้(มำนิตำ และวสุ, 2557) 

 7.2. การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ต่อการงอกของเมลด็มะเขือเทศ 

น ำเมล็ดมะเขือเทศจ ำนวน 100 เมล็ด แช่ในเซลลแ์ขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษท่ี์มี
ควำมเขม้ขน้ 108 cfu ต่อมิลลิลิตร เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง หลงัจำกนั้นผึ่งใหใ้นตูถ่้ำยเช้ือเป็นเวลำ 3 ชัว่โมง 
ก่อนน ำไปเพำะบนกระดำษช้ืน (blotter method) โดยน ำเมล็ดมะเขือเทศวำงบนกระดำษเพำะในจำน
อำหำรเล้ียงเช้ือขนำดเส้นผ่ำนศูนยก์ลำง 9 เซนติเมตร ซ่ึงภำยในบรรจุกระดำษกรอง 1 แผ่นดำ้นบน 
และกระดำษฟำง 2 แผ่นท่ีหยดน ้ ำกลัน่ท่ีฆ่ำเช้ือแลว้ 1 มิลลิลิตร เพื่อให้ควำมช้ืนด้ำนล่ำง วำงเมล็ด
มะเขือเทศจ ำนวน 25 เมล็ดต่อจำน ตรวจสอบกำรงอกของเมล็ดมะเขือเทศแลว้วิเครำะห์เปอร์เซ็นตก์ำร
งอกของเมล็ดเปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีแช่น ้ำกลัน่ฆ่ำเช้ือแทนสำรแขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ ์
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8. การศึกษาหาของยีนที่สร้างสารปฏิชีวนะของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งเช้ือสาเหตุโรค
ของมันฝร่ัง  

ศึกษำหำยีนท่ีสร้ำงสำรปฏิชีวนะของแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีมีประสิทธิภำพในกำรยบัย ั้งเช้ือ
สำเหตุโรคของมนัฝร่ัง (ตำรำงท่ี 1) โดยน ำ genomic DNA ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ มำตรวจสอบ
ด้วยปฏิกิริยำ PCR จะประกอบไปด้วย 1X Taq DNA Polymerase Master Mix (Toyobo Co., Ltd., 
Japan) ปริมำตร 12.5 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ ปริมำตร 0.8 ไมโครลิตรต่อเส้น (1.6 pmol) และ genomic 
DNA 1 ไมโครลิตร แลว้ปรับปริมำตรสุดทำ้ยคือ 50 ไมโครลิตร ต่อ 1 ปฏิกิริยำ ท ำปฏิกิริยำ PCR ท่ีใช้
คือ initial denature ท่ี 94 องศำเซลเซียส นำน 25 วินำที จำกนั้น denature ท่ี 95 องศำเซลเซียส นำน                
1 นำที annealing ท่ีอุณหภูมิท่ีเหมำะสม นำน 30 วินำที extension ท่ี 72 องศำเซลเซียส นำน 1 นำที 
จ  ำนวน 35 รอบ และต่อดว้ยขั้นตอน extension ท่ี 72 องศำเซลเซียส นำน 10 นำที และหยุดปฏิกิริยำท่ี
อุณหภูมิ 10 องศำเซลเซียส จำกนั้นตรวจสอบขนำดของแถบ DNA ท่ีปรำกฏ ดว้ยเทคนิค agarose gel 
electrophoresis โดยใช้  1 .25%  agarose gel ท่ีผสม RedSafeTM (iNtRON biotechnology) ในอัตรำ                
0.05 เปอร์เซ็นต ์และใช ้DNA marker 1 KB plus (50 µg/ 500 µl) 250-10000 bp เพื่อใชเ้ป็น molecular 
weight marker ตรวจสอบขนำดของ DNA ดว้ยเคร่ือง Ultra Slim LED Illuminator และบนัทึกภำพ 

ตารางที ่1 ชนิดของไพรเมอร์จ ำเพำะท่ีใชใ้นกำรศึกษำหำยนีท่ีสร้ำงสำรปฏิชีวนะ 

Antibiotic primer Sequences (5’-3’) PCR 
product 

size 
(bp) 

References 

Bacillomycin D BACD-F1 TTGAAYGTCAGYGCSCCTTT 482 Chung 
et al. 

(2008) 
BACD-R1 TGCGMAAATAATGGSGTCGT 

Bacillomycin A BACA-F TGAAACAAAGGCATATGCTC 875 
 BACA-R AAAAATGCATCTGCCGTTCC 
Surfactin SFP-F ATGAAGATTTACGGAATTTA 675 Venkatesan 

et al. 
(2015) 

 SEP-R TTATAAAAGCTCTTCGTACG 
Fengycin D FEN D-F CCTGCAGAAGGAGGAGAAGTGAAG 964 
 FEN D-R TGCTCATCGTCTTCCGTTTC  
Iturin A ITUA-F1 GATGCGATCTCCTTGGATGT 647 
 ITUD-R1 ATCGTCATGTGCTGCTTGA  
Iturin D ITUD-F1 CCCCTGTTCTAGATGATCGGAGGAATCTC 1203 
 ITUD-R1 TGCATCGATTCTGTCCATCTAACCGGCATC  
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9.  การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทเีรียปฏิปักษ์ในการยบัยั้งเช้ือสาเหตุในสภาพโรงเรือน 

9.1. การเตรียมแบคทเีรียปฏิปักษ์ 

เล้ียงแบคทีเรียปฏิปักษ์บนอำหำรเล้ียงเช้ือ NA ท่ีอุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ               
48 ชัว่โมง แลว้น ำมำท ำเป็นเซลล์แขวนลอยให้ไดค้วำมเขม้ขน้ของแบคทีเรียท่ี 10 8 cfu ต่อมิลลิลิตร 
จำกนั้นจึงเทลงในกล่องพลำสติกท่ีผำ่นกำรฆ่ำเช้ือดว้ยแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต ์แลว้น ำหวัพนัธ์ุมนั
ฝร่ังท่ีผ่ำนกำรล้ำงดินออก ผึ่งให้แห้ง แล้วผ่ำคร่ึงจำกนั้นน ำไปแช่ลงในเซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย
ปฏิปักษภ์ำยในกล่องพลำสติก เป็นเวลำ 20 ชัว่โมง  

9.2. การเตรียมเช้ือสาเหตุโรค 

เล้ียงเช้ือรำ Sclerotium sp. ลงในเม็ดขำ้วฟ่ำงแดง 200 กรัม น ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็น
เวลำ 15 วนั แล้วน ำไปคลุกกบัวสัดุปลูกท่ีมีส่วนผสมของดินและทรำยท่ีมีอตัรำส่วน 1:1 น ้ ำหนัก               
3500 กรัม  

เล้ียงเช้ือรำ Fusarium sp. บนอำหำรเล้ียงเช้ือ PDA ท่ีอุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 
14 วนั จำกนั้นเตรียมสปอร์แขวนลอยของเช้ือรำท่ีมีควำมเขม้ข้น 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ปริมำตร                
50 มิลลิลิตร รำดลงวสัดุปลูกท่ีมีส่วนผสมของดินและทรำยท่ีมีอตัรำส่วน 1:1 น ้ำหนกั 3500 กรัม  

เล้ียงเช้ือแบคทีเรีย Streptomyces sp. บนอำหำรเล้ียงเช้ือ NA ท่ีอุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 10 วนั จำกนั้นเตรียมสปอร์แขวนลอยของเช้ือรำท่ีมีควำมเข้มข้น 107-8 cfu ต่อมิลลิลิตร 
ปริมำตร 100 มิลลิลิตร รำดลงวสัดุปลูกท่ีมีส่วนผสมของดินและทรำยท่ีมีอตัรำส่วน 1:1 น ้ ำหนัก               
3500 กรัม  

เล้ียงเช้ือแบคทีเรีย Pectobacterium sp. บนอำหำรเล้ียงเช้ือ NA ท่ีอุณหภูมิ 28 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชัว่โมง แลว้เตรียมเซลลแ์ขวนลอยท่ีมีควำมเขม้ขน้ 108 cfu ต่อมิลลิลิตร ปริมำตร 
40 มิลลิลิตร รำดลงวสัดุปลูกท่ีมีส่วนผสมของดินและทรำยท่ีมีอตัรำส่วน 1:1 น ้ำหนกั 3500 กรัม  

เล้ียงเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia sp. บนอำหำรเล้ียงเช้ือ NA ท่ีอุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง แล้วเตรียมเซลล์แขวนลอยท่ีมีควำมเข้มข้น 108 cfu ต่อมิลลิลิตร ปริมำตร                       
40 มิลลิลิตร รำดลงวสัดุปลูกท่ีมีส่วนผสมของดินและทรำยท่ีมีอตัรำส่วน 1:1 น ้ำหนกั 3500 กรัม  
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9.3. การทดสอบภายในสภาพโรงเรือน 

ในกำรทดลองจะท ำกำรทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) จ ำนวน
ทั้งหมด 22 ซ ้ ำ อยู ่20 กรรมวธีิ มีรำยละเอียด ดงัน้ี 
กรรมวธีิท่ี 1= ชุดควบคุมตน้ปกติ 
กรรมวธีิท่ี 2 =  ชุดควบคุมปลูกโรคอยำ่งเดียว 
กรรมวธีิท่ี 3 =   ชุดควบคุมท่ีหวัพนัธ์ุผำ่นกำรแช่เซลลแ์ขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลท SB02  
กรรมวธีิท่ี 4 =   ชุดควบคุมท่ีหวัพนัธ์ุผำ่นกำรแช่เซลลแ์ขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลท SD03  
กรรมวธีิท่ี 5 =   ชุดควบคุมท่ีหวัพนัธ์ุผำ่นกำรแช่เซลลแ์ขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลท SPP07  
กรรมวธีิท่ี 6 =   หวัพนัธ์ุผำ่นกำรแช่เซลลแ์ขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลท SB02 ร่วมกบัดินท่ีมี

กำรคลุกเช้ือรำ Sclerotium sp.  
กรรมวธีิท่ี 7 =   หวัพนัธ์ุผำ่นกำรแช่เซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลท SD03 ร่วมกบัดินท่ีมี

กำรคลุกเช้ือรำ Sclerotium sp. 
กรรมวธีิท่ี 8 =   หวัพนัธ์ุผำ่นกำรแช่เซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลท SPP07 ร่วมกบัดินท่ี

มีกำรคลุกเช้ือรำ Sclerotium sp. 
กรรมวธีิท่ี 9 =   หัวพนัธ์ุผ่ำนกำรแช่เซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SB02 ร่วมกบัรำด

สปอร์แขวนลอยของเช้ือรำ Fusarium sp. 
กรรมวธีิท่ี 10 =  หัวพนัธ์ุผ่ำนกำรแช่เซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SD03 ร่วมกบัรำด

สปอร์แขวนลอยของเช้ือรำ Fusarium sp. 
กรรมวธีิท่ี 11 =  หัวพนัธ์ุผ่ำนกำรแช่เซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลท SPP07 ร่วมกบัรำด

สปอร์แขวนลอยของเช้ือรำ Fusarium sp. 
กรรมวธีิท่ี 12 =  หัวพนัธ์ุผ่ำนกำรแช่เซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SB02 ร่วมกบัรำด

สปอร์แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย Streptomyces sp. 
กรรมวธีิท่ี 13 =  หัวพนัธ์ุผ่ำนกำรแช่เซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SD03 ร่วมกบัรำด

สปอร์แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย Streptomyces sp. 
กรรมวธีิท่ี 14 =  หัวพนัธ์ุผ่ำนกำรแช่เซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลท SPP07 ร่วมกบัรำด

สปอร์แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย Streptomyces sp. 
กรรมวธีิท่ี 15 =  หัวพนัธ์ุผ่ำนกำรแช่เซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SB02 ร่วมกบัรำด

เซลลแ์ขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย Pectobacterium sp. 
กรรมวธีิท่ี 16 =  หัวพนัธ์ุผ่ำนกำรแช่เซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SD03 ร่วมกบัรำด

เซลลแ์ขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย Pectobacterium sp. 
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กรรมวธีิท่ี 17 =  หัวพนัธ์ุผ่ำนกำรแช่เซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลท SPP07 ร่วมกบัรำด
เซลลแ์ขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย Pectobacterium sp. 

กรรมวธีิท่ี 18 =  หัวพนัธ์ุผ่ำนกำรแช่เซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SB02 ร่วมกบัรำด
เซลลแ์ขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia sp. 

กรรมวธีิท่ี 19 =  หัวพนัธ์ุผ่ำนกำรแช่เซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SD03 ร่วมกบัรำด
เซลลแ์ขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia sp. 

กรรมวธีิท่ี 20 =  หัวพนัธ์ุผ่ำนกำรแช่เซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลท SPP07 ร่วมกบัรำด
เซลลแ์ขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia sp. 

9.4. การเกบ็ผล และวเิคราะห์ผลการทดลอง 

ประเมินกำรเกิดโรคจำกกรรมวิธีท่ีทดสอบกบั Sclerotium sp. สำเหตุโรคเน่ำหรือหวัเน่ำ
ท่ีเวลำ 45 วนั ดดัแปลงกำรประเมินจำกกำรทดลองของ Fery and Dukes (2002) โดยก ำหนดระดบัของ
กำรเกิดโรคเป็น 4 ระดบั ดงัน้ี 

ระดบัท่ี 0 = ไม่ปรำกฏอำกำร 
ระดบัท่ี 1 = ผอมสูง 
ระดบัท่ี 2 =  ล ำตน้มีแผลเล็กนอ้ย 
ระดบัท่ี 3 =  ล ำตน้มีแผล และลม้ 
ระดบัท่ี 4 = ตน้ลม้ตำย 

ประเมินกำรเกิดโรคจำกกรรมวิธีท่ีทดสอบกบั Fusarium sp. สำเหตตุโรค dry rot ของ
มันฝ ร่ัง  หรือเ ห่ียว ท่ี เวลำ  45  ว ัน  ประ เ มินระดับควำมรุนแรงของโรคโดยดัดแปลงจำก 
Thanassoulopoulos and Kitsos (1985) ประกอบดว้ย 4 ระดบั ดงัน้ี 

ระดบัท่ี 0 =  ไม่ปรำกฏอำกำร 
ระดบัท่ี 1 =  แคระ หรือผอมสูง 
ระดบัท่ี 2 =  มีใบสีเหลืองอ่อนถึงเหลือง หรือเห่ียวเล็กนอ้ย 
ระดบัท่ี 3 =  ใบล่ำงร่วง ใบบนเห่ียวมำก 
ระดบัท่ี 4 =  ตน้ตำย 

ประเมินกำรเกิดโรคจำกกรรมวิธีท่ีทดสอบกับ Streptomyces sp. สำเหตุโรคข้ีกลำกท่ี
เวลำ 45 วนั หลังจำกกำรปลูกเช้ือทดสอบ ประเมินระดับควำมรุนแรงของโรคโดยดัดแปลงจำก                 
Chih et al. (2018) โดยแบ่งระดบัลกัษณะของแผลเป็น 4 ระดบั ดงัน้ี 
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ระดบัท่ี 0 =  ไม่ปรำกฏอำกำร 
ระดบัท่ี 1 =  ผอมสูง 
ระดบัท่ี 2 =  มีใบสีเหลืองอ่อนถึงเหลือง 
ระดบัท่ี 3 =  แคระแกรน 
ระดบัท่ี 4 =  ตน้ตำย หรือไม่งอก 

ประเมินกำรเกิดโรคจำกกรรมวิธีท่ีทดสอบกบั Pectobacterium sp. สำเหตุโรคแขง้ด ำ
หรือเน่ำเละ ท่ีเวลำ 45 วนั ประเมินระดับควำมรุนแรงของโรคโดยดัดแปลงจำก Fery and Dukes 
(2002) โดยมี 4 ระดบั ไดแ้ก่ 

ระดบัท่ี 0 = ไม่ปรำกฏอำกำร 
ระดบัท่ี 1 = แคระหรือผอมสูง 
ระดบัท่ี 2 =  โคนล ำตน้มีแผลนอ้ยกวำ่ 50 เปอร์เซ็นต ์
ระดบัท่ี 3 =  โคนล ำตน้มีแผลมำกกวำ่ 51 เปอร์เซ็นต ์
ระดบัท่ี 4 = ตน้ลม้ตำย 

ประเมินกำรเกิดโรคจำกกรรมวิธีท่ีทดสอบกบั Ralstonia sp. สำเหตุโรคเห่ียวหรือเน่ำสี
น ้ ำตำล ท่ีเวลำ 45 วนั หลงัจำกกำรปลูกเช้ือทดสอบ ประเมินระดบัควำมรุนแรงของโรคโดยดดัแปลง
จำก Horita and Tsuchiya (2001) โดยแบ่งระดบัอำกำร 4 ระดบั ไดแ้ก่ 

ระดบัท่ี 0 = ไม่ปรำกฏอำกำร 
ระดบัท่ี 1 = ตน้แคระ หรือผอมสูง 
ระดบัท่ี 2 = ใบอ่อนร่วงรวย หรือมีอำกำรเห่ียว 
ระดบัท่ี 3 = 4 ใบหรือมำกกวำ่มีอำกำรเห่ียว 
ระดบัท่ี 4 = ตน้เห่ียวตำย 

ประเมินเปอร์เซ็นตก์ำรรอดชีวิต ระดบัควำมรุนแรงของโรค และประเมินประสิทธิภำพใน
กำรควบคุมโรคตำม Yang. et al. (2012) คือ 

ควำมรุนแรงของโรค (%) = 
∑(จ ำนวนตน้พืชท่ีเป็นโรคในแต่ละระดบั×ระดบักำรเกิดโรค)

จ ำนวนตน้พืชทั้งหมดท่ีท ำกำรทดสอบ×ระดบักำรเกิดโรคสูงสุด
×100 

 

ประสิทธิภำพในกำรควบคุมโรค (%)= 
ควำมรุนแรงของโรคชุดควบคุม−ควำมรุนแรงของโรคแต่ละกรรมวิธี

ควำมรุนแรงของโรคในชุดควบคุม
×100 

เปอร์เซ็นตก์ำรรอดชีวิต (%) = 
จ ำนวนตน้ที่รอดชีวติ

จ ำนวนตน้ทั้งหมด
×100 
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บทที ่4 

ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 

1.  การแยกเช้ือสาเหตุจากตัวอย่าง 

1.1. การแยกเช้ือสาเหตุจากหัวพนัธ์ุมันฝร่ัง 

การแยกเช้ือราบนหัวพนัธ์ุมนัฝร่ังท่ีแสดงอาการ dry rot จาก อ าเภอไชยปราการ จงัหวดั
เชียงใหม่ ท่ีมีลักษณะอาการเป็นแผลยุบตัวแห้ง ไม่เละ เม่ือผ่าหัวมันฝร่ังดูตรงบริเวณแผลจะ
สังเกตเห็นวา่เน้ือเยื่อดา้นในเสียหายและเป็นสีน ้าตาลแหง้ รอบแผลเป็นสีน ้าตาลเขม้ลอ้มรอบ แยกเช้ือ
โดยวิธีแยกจากแผลโดยตรง (infected tissue) พบวา่ สามารถแยกเช้ือรา Fusarium sp. ได ้2 ไอโซเลท 
ได้แก่ CP01 และ CP02 (ตารางท่ี 2, ภาพท่ี 3ก) และจากการแยกเช้ือราบนหัวพนัธ์ุมนัฝร่ังท่ีแสดง
อาการ dry rot ตวัอยา่งจาก อ าเภอพบพระ จงัหวดัตาก ท่ีมีลกัษณะอาการเช้ือราสีขาวปกคลุมแผลเป็น
จุดๆ เม่ือผา่ดูบริเวณแผลท่ีมีลกัษณะยุบ กลางแผลเป็นสีน ้ าตาลด า (ภาพท่ี 3ข) สามารถแยกเช้ือราได ้           
3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ PP01, PP02 และ PP03  

การแยกเช้ือรา Sclerotium sp. จากเม็ด sclerotium บนหัวมนัฝร่ังท่ีแสดงอาการหัวเน่า 
(tuber rot) ของหวัมนัฝร่ัง ตวัอยา่งจากอ าเภอสันทราย จงัหวดัเชียงใหม่ โดยมีลกัษณะอาการบนหวัมนั
ฝร่ังคือยบุตวัมีรอยช ้ าเป็นวง แผลขยายและมีเช้ือราสีขาวเจริญปกคลุมจนพฒันาเป็นเม็ดผกักาดปรากฏ 
(ภาพท่ี 4) ซ่ึงสามารถแยกได ้1 ไอโซเลท คือ SC01  

การแยกเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคจากหวัมนัฝร่ังท่ีแสดงอาการเป็นสะเก็ดแหง้ๆ สีน ้าตาล
โดยมีขอบแผลนูนเป็นสีน ้ าตาล กลางแผลยุบลงไปเล็กนอ้ย แผลอยูติ่ดต่อกนัเป็นแผน่ ท าให้หวัมนัมี
ลักษณะเป็นสะเก็ดสีน ้ าตาลบนผิวเป็นบริเวณกวา้ง (ภาพท่ี 5) ตัวอย่างจาก อ าเภอไชยปราการ                 
อ าเภอเมือง และ อ าเภอจอมทอง จงัหวดัเชียงใหม่ แยกเช้ือโดยวิธีการแยกจากแผลโดยตรง พบว่า
สามารถแยกไดท้ั้งหมด 5 ไอโซเลท ไดแ้ก่ PE04, MJ11, MJ21, MJ27 และ MM30 (ตารางท่ี 2) 
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ตารางที ่2 จ านวนเช้ือราและแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากตวัอยา่งหวัพนัธ์ุมนัฝร่ังจากแหล่งต่างๆ 

ไอโซเลท แสดงอาการ แหล่งทีม่า 
CP01 และ CP02 dry rot  อ าเภอไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม่ 

PP01, PP02 และ PP03 dry rot อ าเภอพบพระ จงัหวดัตาก 
SC01 หวัเน่า อ าเภอสันทราย จงัหววดัเชียงใหม่ 
PE04  ข้ีกลาก อ าเภอไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม่   

MJ11, MJ21 และ MJ27 ข้ีกลาก อ าเภอจอมทอง จงัหวดัเชียงใหม่ 
MM30 ข้ีกลาก อ าเภอเมือง จงัหวดัเชียงใหม่ 

 

ภาพที ่3 ลกัษณะอาการของโรค dry rot บนหวัมนัฝร่ังสายพนัธ์ุแอตแลนติก 
ก. หวัมนัฝร่ังจาก อ าเภอไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม่   
ข. หวัมนัฝร่ังจาก อ าเภอพบพระ จงัหวดัตาก 

 

ภาพที ่4 ลกัษณะอาการของโรคหวัเน่า (tuber rot) ของหวัมนัฝร่ัง                                
จาก อ าเภอสันทราย จงัหวดัเชียงใหม่ 
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ภาพที ่5 หวัมนัฝร่ังท่ีมีลกัษณะอาการโรคข้ีกลาก (scab) จาก อ าเภอจอมทอง จงัหวดัเชียงใหม่ 

1.2. การแยกเช้ือสาเหตุจากตัวอย่างในแปลงปลูกมันฝร่ัง 

การแยกเช้ือแบคทีเรียสาเหตุจากหวัมนัฝร่ังท่ีแสดงอาการบริเวณขั้วผลเป็นสีน ้ าตาล เม่ือ
ผา่หวัมนัฝร่ังพบของเหลวขุ่นสีขาวไหลออกมา (ภาพท่ี 6) พบวา่สามารถแยกได ้4 ไอโซเลท ไดแ้ก่ ไอ
โซเลท MA01, CK01, MK01 และ CD01 ตวัอย่างจาก อ าเภอแม่อาย อ าเภอไชยปราการ และ อ าเภอ
เชียงดาว จงัหวดัเชียงใหม่ ตามล าดบั ส่วนจากการแยกเช้ือจากตวัอย่างต้นมนัฝร่ัง อ าเภอเชียงค า 
จงัหวดัพะเยา ท่ีแสดงอาการล าตน้ด า กลวง และเห่ียว (ภาพท่ี 7) พบวา่สามารถแยกเช้ือแบคทีเรียได ้   
7 ไอโซเลท ไดแ้ก่ ไอโซเลท SR01, SR02, SR03, SR04, SR05, SR06 และ SR07  

 

ภาพที ่6 ลกัษณะอาการโรคเห่ียว (bacterial wilt) หรือโรคเน่าสีน ้าตาล (brown rot) ในหวัมนัฝร่ัง 
จากพื้นท่ีอ าเภอแม่อาย อ าเภอไชยปราการ และ อ าเภอเชียงดาว จงัหวดัเชียงใหม่ 
ก. อ าเภอไชยปราการ  
ข. - ค. อ าเภอเชียงดาว  
ง. อ าเภอแม่อาย 
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ภาพที ่7 ลกัษณะอาการของตน้มนัฝร่ังท่ีถูกเช้ือแบคทีเรียกลุ่มอาการเน่าเขา้ท าลายบริเวณล า
ตน้ จาก อ าเภอเชียงค า จงัหวดัพะเยา 

2.  การทดสอบความสามารถในการเกดิโรคของเช้ือสาเหตุ 

2 .1 .  การทดสอบความสามารถในการ เกิด โรคของ เ ช้ือ  Fusarium sp. และ เ ช้ือรา                  

Sclerotium sp.  

การทดสอบความสามารถการเกิดโรคของเช้ือรา  Fusarium sp. ทั้งหมด 5 ไอโซเลท 
ไดแ้ก่ ไอโซเลท CP01 และ CP02 จากอ าเภอไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม่ และไอโซเลท PP01, PP02 
และ PP03 จากอ าเภอพบพระ จังหวดัตาก พบว่า มีเพียง 2 ไอโซเลทท่ีแสดงอาการผิดปกติบน                 
หวัมนัฝร่ัง ไดแ้ก่ ไอโซเลท CP01 และ PP03 โดยเร่ิมแสดงอาการบนหวัมนัฝร่ังท่ี 5 วนั และขยายแผล
ลุกลามทัว่หวัมนัฝร่ัง เม่ือน าหวัมนัฝร่ังผา่ตามขวาง ไอโซเลท CP01 แสดงลกัษณะอาการแผลท่ีกวา้ง
ชดัเจนกว่าไอโซเลท PP03 (ภาพท่ี 8) เม่ือทดสอบระดบัความสามารถในการเกิดโรคบนหัวมนัฝร่ัง 
พบว่า ไอโซเลท CP01 มีความรุนแรงในการท าให้เกิดอาการผิดปกติบนหัวมนัฝร่ัง เม่ือท าให้เกิด
บาดแผลโดยใช ้cork borer ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร ให้แผลลึก 5 มิลลิเมตร ท าให้เช้ือรา
สามารถเขา้ท าลายหรือเกิดบาดแผลบนหวัมนัฝร่ังไดก้วา้งท่ีสุด มีขนาดแผลท่ี 15.0 มิลลิเมตร จดัเป็น
เช้ือราท่ีมีความรุนแรงมาก (HA) ส่วนไอโซเลท PP03 ท าใหเ้กิดบาดแผลท่ีขนาด 5.4 มิลลิเมตร จดัเป็น
เช้ือราท่ีมีความรุนแรงต ่า (LA) จากการทดสอบความสามารถในการเขา้ท าลายและระดบัความรุนแรง
ในการเกิดโรคจะเห็นไดว้่าเช้ือราสาเหตุจะสามารถเขา้ท าลายมนัฝร่ังได ้เม่ือหัวมนัฝร่ังเกิดบาดแผล
เท่านั้ น (ภาพท่ี 9) ซ่ึงสอดคล้องกับการรายงานของ Khalil and Mghrabia (2010) ท่ี เ ช้ือรากลุ่ม 
Fusarium sp. สาเหตุโรค dry rot ของมนัฝร่ัง จะเขา้ท าลายหรือท าใหเ้กิดอาการของโรคไดก้็ต่อเม่ือเกิด
บาดแผลบนหวัมนัฝร่ัง จากนั้นท าการเก็บเช้ือราไอโซเลท CP01 ศึกษาในข้ึนตอนต่อไป 
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ภาพที่ 8  ผลการปลูกเช้ือ Fusarium sp.ไอโซเลท CP01 และ PP03 บนหวัมนัฝร่ัง ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 21 วนั 
ก-1. อาการบนหวัมนัฝร่ังปลูกเช้ือดว้ยไอโซเลท CP01 ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 วนั   
ก-2. อาการบนหวัมนัฝร่ังปลูกเช้ือดว้ยไอโซเลท CP01 ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 14 วนั  
ก-3. อาการบนหวัมนัฝร่ัง ปลูกเช้ือดว้ยไอโซเลท CP01 ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 21 วนั  
ข-1. อาการบนหวัมนัฝร่ัง ปลูกเช้ือดว้ยไอโซเลท PP03 ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 วนั  
ข-2. อาการบนหวัมนัฝร่ัง ปลูกเช้ือดว้ยไอโซเลท PP03 ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 14วนั  
ข-3. อาการบนหวัมนัฝร่ังปลูกเช้ือดว้ยไอโซเลท PP03 ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 21วนั 
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ภาพที ่9 ผลการทดสอบระดบัความสามารถในการท าให้เกิดโรคบนหวัมนัฝร่ังในการท าแผลแบต่างๆ 
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 21 วนั 
ก. ชุดการทดสอบไม่ท าแผล 
ข. ชุดการทดสอบท าให้หวัมนัฝร่ังเกิดอาการช ้า 
ค. ชุดทดสอบท่ีท าแผลจากการขดัถู 
ง. ชุดการทดสอบท่ีท าแผลดว้ยการใช ้cork borer 
 

 

 



 

35 

การปลูกเช้ือรา Sclerotium sp. ลงบนหัวมนัฝร่ัง เพื่อทดสอบความสามารถในการเกิด
โรคโดยใชส่้วนช้ินวุน้ วางลงบนหวัมนัฝร่ังบริเวณท่ีท าแผล และไม่ท าแผล เทียบกบัชุดควบคุมท่ีวาง
เฉพาะช้ินวุน้อาหารเล้ียงเช้ือ PDA บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 วนั พบวา่ ชุดทดสอบท่ีท าแผลแลว้
วางวุน้เช้ือราลงบนแผลนั้น มีลกัษณะอาการช ้ า เน้ือเยื่อยุบตวัลง และพบการเจริญของเส้นใยสีขาว 
จากนั้นกลายเป็นเม็ด sclerotium ปกคลุมหวัมนัฝร่ัง (ภาพท่ี 10ข-ค) ในขณะท่ีชุดควบคุมไม่มีลกัษณะ
อาการช ้ า  ยุบตัว หรือผิดปกติ (ภาพท่ี 10ก)  ซ่ึงลักษณะอาการสอดคล้องกับการรายงานของ                     
Rubayet et al. (2016) ท่ีเช้ือรา Sclerotium rolfsii สาเหตุโรค stem rot ของมนัฝร่ัง สามารถท าให้เกิด
ลกัษณะอาการเน่าท่ีล าตน้ และบริเวณหวัมนัฝร่ังได ้โดยบริเวณแผลท่ีล าตน้จะเป็นสีด าและเกิดอาการ
ลม้หกัของล าตน้ ส่วนบริเวณหัวมนัฝร่ังจะเกิดลกัษณะอาการเน้ือเยื่อผิวยุบ มีเส้นใยสีขาวของเช้ือรา
เจริญปกคลุมบริเวณแผลหรือทั้งหวัมนัฝร่ัง และจะพบเมด็ sclerotium สีขาว หรือสีน ้าตาลเขม้เจริญข้ึน
ปกคลุมหวัมนัฝร่ัง และจากการรายงานของ Billah et. al. (2017) และ Díaz Nájera et al. (2018) พบวา่
เช้ือรา S. rolfsii เป็นเช้ือสาเหตุท่ีท าใหเ้กิดอาการล าตน้เน่าและหวัเน่าในมะเขือเทศ และ ฟักทองญ่ีปุ่น
ได ้ 

 

ภาพที ่10 ผลการปลูกเช้ือรา Sclerotium sp. บนหวัมนัฝร่ัง พนัธ์ุสปุนตา้ ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 30 
วนั 

ก. ชุดควบคุม  
ข. หวัพนัธ์ท่ีผา่นการปลูกเช้ือ Sclerotium sp. 
ค. หวัพนัธ์ท่ีผา่นการปลูกเช้ือ Sclerotium sp. ผา่ตามยาว 
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2.2. การทดสอบความสามารถในการเกดิโรคของเช้ือ Streptomyces sp., Pectobacterium sp. 

และ Ralstonia sp. 

จากการทดสอบความสามารถของการเกิดโรคของเช้ือ Streptomyces sp. ทั้ง 5 ไอโซเลท
ในสภาพห้องปฏิบติัการ พบว่ามี 2 ไอโซเลทมีลกัษณะคลา้ยคลึงกบัอาการสะเก็ดจึงทดสอบซ ้ าใน
กล่องช้ืน ภายใตตู้บ้่มเช้ือ (incubator) ควบคุมอุณหภูมิท่ี 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 50 วนั พบว่า             
ไอโซเลท MJ21 มีความสามารถในการท าให้หวัมนัฝร่ังแสดงอาการของโรคได ้โดยท าให้หวัมนัฝร่ัง
แสดงอาการแห้งแตกเป็นสะเก็ด (ภาพท่ี 11ค.) เม่ือเทียบกบัชุดควบคุมจะเห็นไดว้า่หัวมนัฝร่ังแสดง
อาการปกติไม่มีอาการแตกเป็นสะเก็ดปรากฏข้ึนทั้ งชุดควบคุมท่ีไม่ท าแผล (ภาพท่ี 11ก.) และ                    
ชุดควบคุมท่ีท าแผล (ภาพท่ี 11ข.) 

 

ภาพที่  11 ผลการปลูกเช้ือ Streptomyces sp. ไอโซเลท MJ21 บนหัวมันฝร่ังพันธ์ุแอตแลนติก                  
ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส หลงัปลูกเช้ือเป็นเวลา 50 วนั เทียบกบัชุดควบคุม 
ก. ชุดควบคุมไม่ท าแผล  
ข. ชุดควบคุมท าแผล  
ค. ชุดทดสอบปลูกเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคไอโซเลท MJ21 
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การทดสอบความสามารถในการเกิดโรคของเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากตวัอย่างตน้มนั
ฝร่ัง อ าเภอเชียงค า จงัหวดัพะเยา จ านวน 7 ไอโซเลท พบวา่ มี 5 ไอโซเลท ท่ีมีความสามารถในการท า
ใหเ้กิดอาการผิดปกติบนช้ินมนัฝร่ัง ซ่ึงแสดงลกัษณะอาการขอบแผลด าช ้า ตรงกลางแผลเป็นเมือกเยิม้
สีขาว มีกล่ิน หลงัปลูกเช้ือ 24 ชั่วโมง (ภาพท่ี 12) ซ่ึงเป็นลกัษณะท่ีสอดคล้องกบัการรายงานของ 
Bonde (1952) พบวา่เม่ือเช้ือแบคทีเรียสาเหตุท่ีมีความรุนแรงเขา้ท าลาย stolon และหวัมนัฝร่ัง จะแสดง
อาการเน่าเละภายในหวัมนัฝร่ัง จากนั้นท าการคดัเลือกลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือสาเหตุ ท าให้
สามารถคดัเลือกเหลือเพียง 2 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท SR01 และ SR03 

 

ภาพที่  12  ผลการปลูกเช้ือกลุ่มอาการเน่าเละ (soft rot)  ทั้ ง  5 ไอโซเลทเทียบกับชุดควบคุม                                    
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

การทดสอบปฏิกิริยาการตอบสนองเฉียบพลัน (hypersensitivity response: HR) ของเช้ือ
แบคทีเรียสาเหตุโรคเห่ียวเขียวหรือเน่าสีน ้ าตาลของมนัฝร่ังทั้ง 4 ไอโซเลท ได้แก่ MA01, CK01, 
MK01 และ CD01 โดยเปรียบเทียบกับเช้ือ R. solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวในปทุมมา (MH01) 
ดาวเรือง (DR01) มะเขือเทศ (T01) และพริก (CP01) พบว่า ไอโซเลท MA01, CK01, MK01 และ 
CD01 จะเร่ิมแสดงอาการไหมท่ี้ 24 ชัว่โมง และเป็นแผลไหมช้ดัเจนท่ีเวลา 48 ชัว่โมง ซ่ึงเม่ือเทียบกบั
ไอโซเลท CP01, T01, DR01 และ MH01 เกิดอาการไหมช้ดัเจนท่ี 24 ชัว่โมง (ภาพท่ี 13)  

 

ภาพที่  13  ก ารทดสอบปฏิ กิ ริย าการตอบสนอง เ ฉียบพลัน  (hypersensitivity response: HR)                             
ของตน้ยาสูบใบใหญ่ (Nicotiana tabacum) อายปุระมาณ 1 เดือน ข 
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ส่วนการทดสอบความสามารถในการท าให้เกิดโรคของเช้ือ R. solanacearum ในตน้มนัฝร่ัง 
(Solanum tuberosum) มะเขือเทศ (Lycopersicon esculentum) มะเขือยาว (Solanum melongena) และ
พริกหนุ่มเขียว (Capsicum annuum)  ทั้ ง  8 ไอโซเลท พบว่า  ทุกไอโซเลทสามารถเข้าท าลาย                          
ตน้มะเขือเทศได ้ยกเวน้ ไอโซเลท MH01 ท่ีแยกไดจ้ากปทุมมา และทุกไอโซเลทไม่สามารถเขา้ท าลาย 
ตน้มะเขือยาว และพริกหนุ่มเขียวได ้ยกเวน้ไอโซเลท T01 ท่ีแยกไดจ้ากมะเขือเทศ ส่วนการทดสอบ
ในตน้มนัฝร่ังนั้น มีเพียงไอโซเลท DR01 ท่ีแยกได้จากดาวเรืองเท่านั้นท่ีไม่สามารถเขา้ท าลายได้ 
(ตารางท่ี  3)  ซ่ึ งสอดคล้องกับการทดลองของ Cho et al. (2018) ท่ีท าการแยกเ ช้ือแบคทีเรีย                                
R. solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวของมนัฝร่ัง ในประเทศเกาหลี พบวา่ เม่ือทดสอบความสามารถใน
การเกิดโรคของเช้ือสาเหตุทั้งหมด 93 ไอโซเลท พบ 4 ไอโซเลท ท่ีสามารถเขา้ท าลายตน้มนัฝร่ังและ
ตน้มะเขือเทศได ้11 ไอโซเลท ท่ีสามารถเขา้ท าลายไดเ้ฉพาะมนัฝร่ัง 12 ไอโซเลทท่ีสามารถเขา้ท าลาย
มันฝร่ัง มะเขือเทศ และมะเขือยาว และ 66 ไอโซเลท ท่ีสามารถเข้าท าลายมันฝร่ัง มะเขือเทศ                      
มะเขือยาว และพริก และจากการรายงานของ Gutarra et al. (2017) จากการน าเช้ือ R. solanacearum 
สาเหตุโรคเห่ียวของมนัฝร่ัง ในประเทศเปรู ทั้งหมด 25 ไอโซเลท ทดสอบความสามารถการเกิดโรค
ในตน้พริก มนัฝร่ัง มะเขือเทศ และยาสูบ พบวา่ เช้ือสาเหตุทั้ง 25 ไอโซเลท สามารถท าให้เกิดอาการ
เห่ียวในตน้มนัฝร่ังได้ท่ี 50 – 100 เปอร์เซ็นต์ 22 ไอโซเลท ท่ีสามารถท าให้เกิดอาการเห่ียวในต้น
มะเขือเทศและมะเขือยาว และ 9 ไอโซเลท สามารถท าใหเ้กิดอาการเห่ียวในตน้ยาสูบได ้

ตารางที ่3 การทดสอบความสามารถในการก่อใหเ้กิดโรค และความรุนแรงของโรคในพืชอาศยัอ่ืน 

 
ไอโซเลท 

 
แหล่งทีม่า 

พืช (host) 
มนัฝร่ัง 

Solanum 
tuberosum 

มะเขือเทศ 
Lycopersicon 
esculentum 

มะเขือยาว 
Solanum 

melongena 

พริกหนุ่ม
เขียว 

Capsicum 
annuum  

พริก 
CP01 

อ. เมือง                     
จ. เชียงใหม่ 

+ + - - 

ดาวเรือง 
DR01 

อ. เมือง                    
จ. เชียงใหม่ 

- + - - 

มะเขือ
เทศ T01 

อ. เมือง                     
จ. เชียงใหม่ 

+ + - - 

*หมายเหตุ -; ไม่เกิดโรค, +; เกิดโรค 



 

39 

ตารางที ่3 การทดสอบความสามารถในการก่อใหเ้กิดโรค และความรุนแรงของโรคในพืชอาศยัอ่ืน 
(ต่อ 1) 

 
ไอโซเลท 

 
แหล่งทีม่า 

พืช (host) 

มนัฝร่ัง 
Solanum 

tuberosum 

มะเขือเทศ 
Lycopersicon 
esculentum 

มะเขือยาว 
Solanum 

melongena 

พริกหนุ่ม
เขียว 

Capsicum 
annuum 

ปทุมมา 
MH01 

อ. เมือง                    
จ. เชียงใหม่ 

- - - - 

มนัฝร่ัง 
CK01 

อ.ไชยปราการ 
จ. เชียงใหม่ 

+ + - - 

มนัฝร่ัง 
MK01 

อ. เชียงดาว               
จ. เชียงใหม่ 

+ + - - 

มนัฝร่ัง 
CD01 

อ. เชียงดาว            
จ. เชียงใหม่ 

+ + - - 

มนัฝร่ัง 
MA01 

อ. แม่อาย                 
จ. เชียงใหม่ 

+ + - - 

*หมายเหตุ -; ไม่เกิดโรค, +; เกิดโรค 

 

ภาพที่ 14 การทดสอบความสามารถการท าให้เกิดโรคของเช้ือ Ralstonia solanacearum ในต้น                
มะเขือเทศ ภายใตส้ภาพโรงเรือน หลงัปลูกเช้ือทดสอบเป็นเวลาท่ี 14 วนั  
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3.  จัดจ าแนกเช้ือสาเหตุโรคของมันฝร่ัง โดยอาศัยลกัษณะทางสัณฐานวิทยา และเทคนิคทางชีว
โมเลกุล 

3.1. การจัดจ าแนกโดยลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือรา  

เม่ือน าเช้ือรา Fusarium sp. ไอโซเลท CP01 และ PP03 มาจดัจ าแนกโดยอาศยัลกัษณะ
ทางสัณฐานวิทยา พบว่า ไอโซเลท CP01 เ ม่ือเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA จะมีขนาดของ 
macroconidia ท่ี 23.5-30.7 µm x 5.6-14.5 µm โดยมีผนังกั้น 3-7 และโคโลนีเป็นสีขาวอมส้ม บน
อาหาร APDA มีขนาดของ macroconidia ท่ี 21.0-29.2 µm โดยมีผนังกั้น 3-6 และโคโลนีเป็นสีขาว
เหลือง และฟู ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการรายงานของ Robertson (2005) รายงานวา่เช้ือรา F. graminaerun มี
ลักษณะฟู และโคโลนีเป็นสีเหลือง ส่วนบนอาหารเล้ียงเช้ือ YMA มีขนาดของ macroconidia ท่ี               
18.6-30.6 µm โดยมีผนงักั้น 3-5 และโคโลนีเป็นสีเหลืองอมขาว และบนอาหารเล้ียงเช้ือ SNA มีขนาด
ของ macroconidia ท่ี 19.0-28.2 µm โดยมีผนังกั้น 3-7 และโคโลนีเป็นสีเหลืองอมขาว (ตารางท่ี 4, 
ภาพท่ี 15) ส่วนลกัษณะของไอโซเลท PP03 พบวา่บนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA มีขนาดของ macroconidia 
ท่ี 12.5-25.6 µm โดยมีผนงักั้น 3-5 และโคโลนีเป็นสีม่วง ซ่ึงมีลกัษณะทางสันฐานวิทยาท่ีสอดคลอ้ง
กบัการรายงานของ Chandran and Reddi (2012) ส่วน PP03 บนอาหารเล้ียงเช้ือ APDA มีขนาดของ 
macroconidia ท่ี 12.4-24.5 µm โดยมีผนงักั้น 3-5 และโคโลนีเป็นสีม่วง บนอาหารเล้ียงเช้ือ YMA มี
ขนาดของ macroconidia ท่ี 15.3-20.7 µm โดยมีผนงักั้น 3-4 และโคโลนีเป็นสีขาว และบนอาหารเล้ียง
เช้ือ SNA มีขนาดของ macroconidia ท่ี 19.7-31.9 µm โดยมีผนังกั้ น 3-5 และโคโลนีเป็นสีขาว                
(ตารางท่ี 4, ภาพท่ี 15) ส่วนการตรวจสอบลกัษณะของเช้ือราท่ีเป็นสาเหตุโรคหัวเน่าของมันฝร่ัง 
ตัวอย่างจากอ าเภอสันทราย จังหวดัเชียงใหม่ พบว่า เป็นเช้ือรากลุ่ม Sclerotium sp. โดยมีเม็ด 
sclerotium และเม่ือส่องตรวจภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์พบ clamp connection (ภาพท่ี 16) จากการศึกษา
ของ Watanabe (2002) พบวา่ เช้ือรา Sclerotium rolfsii Sacc มีลกัษณะของเส้นใยเป็นสีขาวฟูลา้ยส าลี 
มีผนงักั้นและบาง โดยมีการสร้าง clamp connection ข้ึนมายึดเกาะเช่ือมโยงเพื่อขยายเส้นใย เส้นใย 
เช้ือรามีการพฒันาเส้นใยกลายเป็นเม็ด sclerotium สีน ้ าตาล ท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1.0-1.5 
มิลลิเมตร  
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ตารางที ่4 ลกัษณะสัณฐานวิทยาของเช้ือรา Fusarium sp. ไอโซเลท CP01 และ PP03 

a อาหารเล้ียงเช้ือต่างชนิด ไดแ้ก่  
Potato Dextrose Agar (PDA)  
Acidified Potato Dextrose Agar (APDA) 
Yeast Malt Agar (YMA)  
Synthetic Nutrient Deficient Agar (SNA) 

 

 

 

 

 

 

 

ไอโซ
เลท 

อาหารเลีย้ง
เช้ือa 

Macroconidia ลกัษณะของโคโลนี 

ยาว (μm) กว้าง (μm) จ านวนผนังกั้น โคโลนี เส้นใยผวิหน้า 
 

CP01 
PDA 23.5 – 30.9 5.6 – 14.5 3 - 7 สีเหลืองอ่อน สีสม้อ่อน 

APDA 21.0 – 29.2 6.1 – 11.8 3 - 6 สีเหลืองอ่อน สีขาว 
YMA 18.6 – 30.6 5.4 – 12.8 3 - 5 สีเหลืองอ่อน สีสม้อ่อน 
SNA 19.0 – 28.2 5.1 – 12.7 3 - 7 สีเหลืองอ่อน สีขาว 

PP03 PDA 12.5 – 25.6 2.6 – 6.6 3 - 5 สีม่วง สีเหลืองอมม่วง 
APDA 12.4 – 24.5 3.5 – 4.2 3 - 5 สีม่วง สีเหลืองอมม่วง 
YMA 15.3 – 20.7 3.8 – 6.7 3 - 4 สีขาว   สีขาว 
SNA 19.7 – 31.9 3.3 – 4.7 3 - 5 สีขาว   สีขาว 
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ภาพที่ 15 ลกัษณะการเจริญของเช้ือรา Fusarium sp. ไอโซเลท CP01 และ Fusarium sp. ไอโซเลท 
PP03 บนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดต่าง ๆ ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วนั                       
(bar = 20 µm) (MIC = microconidia, MAC = macroconidia) 
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ภาพที ่16 ลกัษณะของเช้ือรา Sclerotium sp. ไอโซเลท SC01 สาเหตุโรคหวัเน่า (tuber rot) ของมนัฝร่ัง 

ท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ Potato Dextrose Agar (PDA) ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 10 วนั  
ก. ลกัษณะโคโลนีของเช้ือรา  
ข. ลกัษณะ clamp connection ของเช้ือรา (bar = 20 µm) 

3.2. การทดสอบไบโอวาร์ (biovar) ของเช้ือ Ralstonia solanacearum 
จากการจ าแนกไบโอวาร์ โดยอาศยัความสามารถในการใชน้ ้าตาลไดแซคคาไรด ์และ

น ้ าตาลแอลกอฮอล์ พบว่าเช้ือ R. solanacearum จ านวน 4 ไอโซเลทท่ีแยกจากมนัฝร่ังนั้นไม่สามารถ
ใช้น ้ าตาลแอลกอฮอล์ คือ ดัลซิทอล แมนนิทอล และ ซอร์บิทอล และน ้ าตาลไดแซคคาไรด์ คือ                    
ทรีฮาโลส ได้ แต่สามารถใช้น ้ าตาลไดแซคคาไรด์ท่ีเป็น มอลโทส และ เซลโลไบโอส จึงจดัอยู่ใน            
ไบโอวาร์ 2T ซ่ึงสอดคล้องกับกับการรายงานของ Xu et al. (2009) พบว่า เช้ือ R. solanacearum  
สาเหตุโรคเห่ียวของมนัฝร่ัง 12 ไอโซเลท ท่ีแยกมาจากมนัฝร่ังในพื้นท่ีประเทศจีน ถูกจดัอยู่ใน            
ไบโอวาร์ 2 และอีก 5 ไอโซเลท ถูกจดัอยูใ่นไบโอวาร์ 3 และยงัสอดคลอ้งกบัการรายงานของ Thano 
and Akarapisan (2018) ท่ีพบว่า เช้ือ R. solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวท่ีแยกไดจ้ากมนัฝร่ังในอ าเภอ
ฝาง จงัหวดัเชียงใหม่ จดัอยูใ่นไบโอวาร์ 2T โดยไม่สามารถใชน้ ้ าตาลแอลกอฮอล์ คือ ดลัซิทอล แมน
นิทอล และ ซอร์บิทอล และน ้ าตาลไดแซคคาไรด์ คือ ทรีฮาโลส ได ้แต่สามารถใชน้ ้ าตาลไดแซคคา-
ไรด์ท่ีเป็น มอลโทส และ เซลโลไบโอส นอกจากน้ีเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum ท่ีแยกจากปทุมมา 
จดัอยูใ่นไบโอวาร์ 4 ซ่ึงสามารถใชน้ ้าตาลแอลกอฮอล ์ไดแ้ก่ ดลัซิทอล แมนนิทอล และ ซอร์บิทอลได ้
โดยเม่ือเล้ียงลงไปในอาหารท่ีใชท้ดสอบ เม่ือเช้ือเจริญท าให้อาหารเปล่ียนสีจากสีน ้ าเงินเขียว เป็นสี
เหลือง เ ช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวจากพริก ไอโซเลท C01 มะเขือเทศ                     
ไอโซเลท T01 และดาวเรือง ไอโซเลท DR01 สามารถใช้ได้ทั้ง น ้ าตาลแอลกอฮอล์ คือ ดลัซิทอล       
แมนนิทอล และ ซอร์บิทอล และน ้ าตาลไดแซคคาไรด์ คือ ทรีฮาโลส มอลโทส และ เซลโลไบโอส                     
จึงจดัอยูใ่นไบโอวาร์ 3 (ตารางท่ี 5, ภาพท่ี 17) 
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ตารางที่ 5 การจ าแนกไบโอวาร์ของเช้ือ Ralstonia solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวหรือเน่าสีน ้ าตาล
ของมนัฝร่ัง และพืชอาศยัอ่ืน 

ไอโซเลท แหล่งทีม่า น า้ตาล 
ซูโครส ทรี

ฮาโลส 
มอลโทส เซลโล

ไบโอส 
ดลัซิ
ทอล 

แมน
นิ

ทอล 

ซอร์บิ
ทอล 

พริก C01 อ. เมือง             
จ. เชียงใหม่ 

+ + + + + + + 

ดาวเรือง 
DR01 

อ. เมือง               
จ. เชียงใหม่ 

+ + + + + + + 

มะเขือ
เทศ T01 

อ. เมือง            
จ. เชียงใหม่ 

+ + + + + + + 

ปทุมมา 
MH01 

อ. เมือง           
จ. เชียงใหม่ 

+ + - - + + + 

มนัฝร่ัง 
CK01 

อ.ไชยปราการ 
จ. เชียงใหม่ 

+ - + + - - - 

มนัฝร่ัง 
MK01 

อ. เชียงดาว  จ. 
เชียงใหม่ 

+ - + + - - - 

มนัฝร่ัง 
CD01 

อ. เชียงดาว  จ. 
เชียงใหม่ 

+ - + + - - - 

มนัฝร่ัง 
MA01 

อ. แม่อาย            
จ. เชียงใหม่ 

+ - + + - - - 

* หมายเหตุ -; ไม่เกิดปฏิกิริยา, +; เกิดปฏิกิริยา 



 

45 

 

ภาพที ่17 การจ าแนกไบโอวาร์ของเช้ือ Ralstonia solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวหรือเน่าสีน ้าตาลของ
มนัฝร่ัง และพืชอาศยัอ่ืน  

B2T = ไบโอวาร์ 2T ไม่ใชท้ั้งน ้าตาลไดแซคคาไรด ์ชนิด ทรีฮาโลส และน ้าตาลแอลกอฮอล ์
แต่ใชน้ ้าตาลไดแซคคาไรดช์นิด มอลโทส และ เซลโลไบโอส 
B3 = ไบโอวาร์ 3 ใชท้ั้งน ้าตาลไดแซคคาไรด ์และน ้าตาลแอลกอฮอล ์
B4 = ไบโอวาร์ 4 ไม่ใชน้ ้าตาลไดแซคคาไรดช์นิด มอลโทส และ เซลโลไบโอส แต่ใช้
น ้าตาลแอลกอฮอลทุ์กชนิด และใชน้ ้าตาลไดแซคคาไรดช์นิด ทรีฮาโลส 
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3.3. การจ าแนกโดยเทคนิคทางชีวโมเลกุล 

3.3.1. การจัดจ าแนกเช้ือรา Fusarium sp. ไอโซเลท CP01 สาเหตุโรค dry rot ของมัน
ฝร่ัง โดยวเิคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ของยนี ITS1 และ ITS4 

จากการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของเช้ือรา Fusarium sp. ทั้ง 2 ไอโซเลท คือ ไอโซ
เลท CP01 และ PP03 โดยเทียบกับ ribosomal ITS region sequence ของ AJ491292 , LC384879 , 
AJ491293, MH865875, MH854778, MH864013, EU326202, AJ853769, X94173, KC709665, 
KR052812, JF817294, JF817283, MH864972, MH858189, MH855482, KP265344, KP295503, 
LN864520 , AY043469 , DQ164843 , AY043477  และ  KU933356  จาก  National center for 
Biotechnology Information (NCBI) database โ ด ย ใ ช้  BLAST ( https://blast.ncbi.nlm.nih.gov  
/Blast.cgi) (ตารางท่ี 6) พบว่า ไอโซเลท CP01 มีล าดับนิวคลีโอไทด์ใกล้เคียงกับเช้ือรา Fusarium 
graminearum (AJ491292, LC384879, AJ491293 และ  MH865875) และไอโซเลท PP03 มีล าดับ                     
นิ วค ลี โอไทด์ ใกล้ เ คี ยงกับ เ ช้ือรา  Fusarium solani (LN864520, AY043469, DQ164843 และ 
AY043477) (ภาพท่ี 18)  

ตารางที ่6 Fusarium sp. ท่ีใชใ้นการศึกษาน้ี และไอโซเลทอา้งอิงท่ีใชใ้นการเปรียบเทียบ 

ล าดับ ITS 
identification 

พืชอาศัย แหล่งทีม่า Strain Accession 
No. a 

1 F. graminearum Potato Thailand CP01 MK208494 
2 F. graminearum Potato Thailand PP03 MK208490 
3 F. graminearum Wheat head Japan NRRL28302 AJ491292 
4 F. graminearum no data no data SWM3 LC384879 
5 F. graminearum Maize USA NRRL28063 AJ491293 
6 F. graminearum no data no data CBS MH865875 
7 F. sambucinum no data no data CBS135 MH854778 
8 F. equiseti no data no data CBS126202 MH864013 
9 F. equiseti no data China XSD-80 EU326202 

10 F. oxysporum no data Australia WM04 AJ853769 
11 F. oxysporum no data no data  X94173 
12 F. verticillioides no data Greece UAO/HCPF14862 KC709665 
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ตารางที ่6 Fusarium sp. ท่ีใชใ้นการศึกษาน้ี และไอโซเลทอา้งอิงท่ีใชใ้นการเปรียบเทียบ (ต่อ 1) 

ล าดับ ITS identification พืชอาศัย แหล่งทีม่า Strain Accession No. a 
13 F. verticillioides no data Brazil LAPEMI10.2015 KR052812 
14 F. proliferatum Oilseed 

rape 
China CanR-7 JF817294 

15 F. proliferatum Oilseed 
rape 

China CanR-45r JF817283 

16 F. avenaceum no data no data CBS128538 MH864972 
17 F. avenaceum no data no data CBS387.62 MH858189 
18 F. merismoides no data no data CBS MH855482 
19 Fusarium sp. Potato Poland M115 KP265344 
20 Fusarium sp. Potato Poland M87A KP295503 
21 F. solani no data Pakistan 791 LN864520 
22 F. solani Potato Brazil IMI263815 AY043469 
23 F. solani f.sp. 

eumartii 
Potato California Fs306 DQ164843 

24 F. solani Potato Brazil 80 AY043477 
25 C. gloeospoioides Carambola Lndia 58F KU933356 

areference ของ sequence จาก Tan and Niessen (2003); Vu et al. (2019); Waalwijk et al. (1996); Zhang et al. 
(2014); Stefanczyk et al. (2016); Romberg and Davis (2007) 
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ภาพที ่18 การจดัจ าแนกความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของเช้ือรา Fusarium sp. ไอโซเลท CP01 และ 
PP03 ด้วย รูปแบบ  neighbor-joining tree โดยใช้  internal transcribed spacer gene ค่ า 
Bootstrap 1000 ดว้ย โปรแกรม MEGA 7 

3.3.2. การจัดจ าแนกเช้ือรา Sclerotium sp. สาเหตุโรคหัวเน่าของมันฝร่ัง โดยใช้ไพรเมอร์
จ าเพาะกบัชนิดของเช้ือราสาเหตุ 

จากการน าดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากเส้นใยของเช้ือรา Sclerotium sp. ไอโซเลท SC01 ท่ีแยก
ได้จากตวัอย่างหัวพนัธ์ุมนัฝร่ังท่ีแสดงอาการของโรคหัวเน่าของมนัฝร่ัง อ าเภอสันทราย จงัหวดั
เชียงใหม่ เทียบกบั Sclerotium sp. ไอโซเลท SC02 จากหัวมนัฝร่ังท่ีแสดงอาการหัวเน่าภายในแปลง
ปลูกของอ าเภอ ไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม่ และ Sclerotium rolfsii ไอโซเลท SCL1 จากตวัอย่าง
ของกล้วยไมน้างอัว๊ ท่ีได้รับมาจากห้องปฏิบติัการโรคพืชท่ีเกิดจากแบคทีเรีย คณะเกษตรศาสตร์ 
มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกดัได้โดยใช้ไพรเมอร์ SCR-F และ SCR-R พบแถบ 
DNA ขนาด 540 bp ท่ีสามารถยืนยนัไดว้่าเป็นเช้ือรา S. rofsii (ภาพท่ี 19) สอดคลอ้งกบัการรายงาน
ของ Jeeva et al. (2010) ว่าหากคือ เช้ือรา S. rolfsii จะพบแถบขนาดของ DNA ปรากฏท่ี 540 bp แต่
หากใช ้ITS1 และ ITS4 จะปรากฏขนาดของแถบ DNA ท่ี 643 bp 
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ภาพที่ 19  การจดัจ าแนกเช้ือราโดยใช้ specific primers SCR-R /SCR-F จากเช้ือ Sclerotium rolfsii 
แสดงแถบของ DNA ท่ีปริมาณขนาด 540 bp ใน 1.25% agarose gel ด้วยวิ ธี  gel 
electrophoresis 
Lane 1: ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 kb plus DNA ladder 
Lane 2: Sclerotium sp. ไอโซเลท SC01 แยกจากหัวพันธ์ุมันฝร่ังท่ีแสดงอาการของ                       
โรคหวัเน่า อ าเภอสันทราย จงัหวดัเชียงใหม่ เ 
Lane 3: Sclerotium sp. ไอโซเลท SC02 แยกจากหัวมนัฝร่ังท่ีแสดงอาการหัวเน่าภายใน
แปลงปลูกของอ าเภอ ไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม่ 
Lane 4: Sclerotium rolfsii ไอโซเลท SCL1 จากตวัอยา่งของกลว้ยไมน้างอัว๊ ท่ีไดรั้บมา
จากหอ้งปฏิบติัการโรคพืชท่ีเกิดจากแบคทีเรีย คณะเกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 
Lane 5: น ้ากลัน่ (blank control) 

3.3.3. การจัดจ าแนกเช้ือแบคทเีรียสาเหตุโรคโดยวเิคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ของยนี 16S 
rRNA 

จากการจดัจ าแนกเช้ือแบคทีเรียสาเหตุ Streptomyces sp.ไอโซเลท MJ21 โดยการวิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์ตรงต าแหน่งยีน 16S rRNA ท่ีวิเคราะห์ความสัมพันธ์ด้านพันธุกรรม ด้วย
โปรแกรม  MEGA 7  แบบ  neighbor-joining tree เ ที ยบกับ  Streptomyces sp. (KY001569 . 1 , 
NR025866.2, D63864.1, NR025865.2, KY783747.1, NR040828.2, EU828542.1, NR025293.1, 
MF077114.1, NR041225.1, D63872.1, NR042791.1, NR112290.1, KC794689.1, HE604197.1, 
D63873, KX452948.1, NR025870.2, D63871.1, HG798779.1, DQ883812.1 และ NR041091.1) 
(ตารางท่ี 7) พบว่า แบคทีเรียสาเหตุไอโซเลท MJ21 มีล าดบันิวคลีโอไทด์ใกลเ้คียงกบัเช้ือแบคทีเรีย 
Streptomyces tendae สายพนัธ์ุ W10, PE และ NBRC 12822 ตามล าดบั (ภาพท่ี 20) ซ่ึงจากการรายงาน
ของ Takeuchi et al. (1996) ว่าเช้ือ Streptomyces species สาเหตุโรคข้ีกลาก (scab) มีเช้ือแบบคทีเรีย   
Streptomyces scabies และ  Streptomyces acidiscabies เ ป็นก ลุ่ม เ ช้ือสา เหตุ ท่ี รุนแรง  ในขณะ ท่ี  
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Streptomyces setonii, Streptomyces grikeus, Streptomyces tendae และ  Streptomyces aureofaciens 
เป็นกลุ่มเช้ือแบคทีเรียสาเหตุท่ีมีความรุนแรงนอ้ยกวา่ S. scabies และ S. acidiscabies 

ตารางที ่7 Streptomyces sp. ท่ีใชใ้นการศึกษาน้ี และ ไอโซเลทอา้งอิงท่ีใชใ้นการเปรียบเทียบ  
ล าดับ Streptomyces 

species 

Strain พืชอาศัย แหล่งทีม่า Accession No. a 

1. S. acidiscabies  potato tuber Mexico KY001569.1 
2. S. acidiscabies  RL-110 potato scab no data NR025866.2 
3. S. scabiei  potato scab no data D63864.1 
4. S. scabiei  RL-34 potato scab no data NR025865.2 
5. S. reticuliscabiei IBSBF 2086 Potato tuber France KY783747.1 
6. S. turgidiscabies  ATCC 

700248 
potato scab no data NR040828.2 

7. S. turgidiscabies  266 potato scab lesion no data EU828542.1 
8. S. reticuliscabiei  CFBP 4531 no data no data NR025293.1 
9. S. ipomoeae  91-CNR2-2 no data no data MF077114.1 
10. S. ipomoeae   NBRC 13050 no data no data NR041225.1 
11. S. griseus   potato scab no data D63872.1 
12. S. griseus   KACC 20084 no data no data NR042791.1 
13. S. tendae  NBRC 12822 no data no data NR112290.1 
14. S. tendae  PE no data no data KC794689.1 
15. S. tendae  YH3 soil no data HE604197.1 
16. S. tendae  potato scab no data D63873 
17. S. tendae  W10 soil Tunisia KX452948.1 
18. S. sampsonii  ATCC 25495 no data no data NR025870.2 
19. S. sampsonii   no data no data D63871.1 
20. S. rochei  SUS1 no data no data HG798779.1 
21. S. rochei  NBRC 12908 no data no data NR041091.1 

a reference จาก Takeuchi et al. (1996); Lambert and Loria (1989); Lee et al. (1985); Lehtonen et al. (2004); 
Bouchek-Mechiche et al. (2000); Li (2017); Gherbawy et al. (2012) 
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ภาพที ่20 การจดัจ าแนกความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมดว้ยรูปแบบ neighbor-joining tree โดยใช ้
16S rRNA ของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคข้ีกลาก (scab) ไอโซเลท MJ21 ค่า Bootstrap 
1000 ดว้ย โปรแกรม MEGA 7 

ส่วนการจดัจ าแนกเช้ือแบคทีเรียสาเหตุ Pectobaterium sp.ไอโซเลท SR01 และ SR03 โดยการ
วเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดต์รงต าแหน่งยนี 16S rRNA  ท่ีวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ดา้นพนัธุกรรม ดว้ย
โปรแกรม MEGA 7  แบบ neighbor-joining tree เ ที ยบกับ  NR118227, NR041971, NR125539, 
NR118225, NR025316, MG589454, KX096065, NR118295, NR044980, NR114704, NR118293 
และ NM405240 (ตารางท่ี 8) พบวา่ไอโซเลท SR01 และ SR03 มีล าดบันิวคลีโอไทด์ใกลเ้คียงกบัเช้ือ
แบคทีเรีย Pectobaterium carotovorum subsp. basiliense (ภาพท่ี 21) ซ่ึงจากการรายงานของ Van der 
Wolf et al. (2016) พบวา่เช้ือแบคทีเรีย P. carotovorum subsp. basiliense เป็นเช้ือสาเหตุโรคแขง้ด าท่ี
รุนแรงของมนัฝร่ัง เม่ือเทียบกบัเช้ือ Dikeya dianthicola, D. solani, P. atrosepticum และ P. wasabiae 
โดยเช้ือ P. carotovorum subsp. basiliense มีการระบาดของโรคในแปลงสูงถึง 75–95 เปอร์เซ็นต ์และ
จากการรายงานของ Nunes et al. (2015) พบว่า เช้ือแบคทีเรีย P. carotovorum subsp. basiliense เป็น
เช้ือสาเหตุโรคแข้งด าของมนัฝร่ังท่ีพบแพร่ระบาดคร้ังแรกในปี 2012 ในประเทศเบลเยียม และ
เนเธอร์แลนด ์ 
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ตารางที ่8 Pectobacterium sp. ท่ีใชใ้นการศึกษาน้ี และไอโซเลทอา้งอิงท่ีใชใ้นการเปรียบเทียบ 

ล าดับ Pectobacterium species Strain พืชอาศัย แหล่งทีม่า Accession 
No. 

1. P.carotovorum CFBP2046 no data no data NR118227.1 
2. P. carotovorum DSM 

30168 
no data no data NR041971   

3. P. carotovorum subsp. 
actinidiae 

KKH3 kiwifruit no data NR125539 

4. P.carotovorum subsp. 
odoriferum 

CFBP1878 no data no data NR118225 

5. P. carotovorum subsp. 
odoriferum 

LMG 
17566 

no data no data NR025316 

6. P. carotovorum subsp. 
brasiliense 

NL1 no data no data MG589454.1 

7. P. carotovorum subsp. 
brasiliense 

184 no data no data KX096065.1 

8. P. atrosepticum CFBP 
1526 

no data no data NR118295.1 

9. P.atrosepticum LMG 
2386 

no data no data NR044980.1 

10. P. wasabiae SR91 no data no data NR114704.1 
11. P. wasabiae CFBP 

3304 
no data no data NR118293.1 

12. D. solani 6165-3 hyacinthus Netherlands KM405240.1 
areference จาก Nabhan et al. (2012); Sproer et al. (1999); Koh et al. (2012); Hauben et al. (1998); Chen et al. (2015) 
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ภาพที ่21 การจดัจ าแนกความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมดว้ยรูปแบบ neighbor-joining tree โดยใช ้
16S rRNA ของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละ (soft rot) ไอโซเลท SR01 และ SR03 
ค่า Bootstrap 1000 ดว้ย โปรแกรม MEGA 7 

3.3.4. การ จัดจ า แนก  Phylotype ของ เ ช้ื อ  Ralstonia solanacearum ด้ วย เทค นิค 
Phylotype-specific multiplex PCR (Pmx-PCR) 

การจดัจ าแนกเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเห่ียวของมนัฝร่ังทั้ง 4 ไอโซเลท ได้แก่ 
MK01, CD01, CK01 และ MA01 เปรียบเทียบกบัแบคทีเรียสาเหตุโรคเห่ียวของพืชชนิดอ่ืน ได้แก่ 
MH01, DR01, T01 และ C01 ดว้ยเทคนิคทางชีวโมเลกุล โดยใช ้ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะ (759R/760F) กบั
เช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum ร่วมกบั ไพรเมอร์อีก 5 เส้น พบว่า แบคทีเรีย R. solanacearum ทุก              
ไอโซเลทปรากฏแถบ DNA ท่ีขนาด 280 bp และเม่ือจ าแนก phylotype ของเช้ือดว้ยไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะ 
พบว่าเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum ไอโซเลท MK01, CD01, CK01 และ MA01 ท่ีแยกจากมนัฝร่ัง 
จดัอยูใ่น phylotype II ซ่ึงปรากฏแถบ DNA ท่ีขนาด 372 bp ส่วนไอโซเลท MH01 ท่ีแยกจากปทุมมา 
DR01 ท่ีแยกจากดาวเรือง T01 ท่ีแยกจากมะเขือเทศ และ C01 ท่ีแยกจากพริก จดัอยูใ่น phylotype I ซ่ึง
ปรากฏแถบ DNA ท่ีขนาด 144 bp (ภาพท่ี 22) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการรายงานของ Sagar et al. (2013) ท่ี
ศึกษาเก่ียวกับโรคเห่ียวของมันฝร่ังในอินเดียท่ีมีสาเหตุมาจากเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum 
phylotype I, II และ IV พบว่า เม่ือใช้ไพร์เมอร์ท่ีจ าเพาะ 759R/760F พบแถบ DNA ขนาด 280 bp ซ่ึง
เป็นการยืนยนัว่าเป็นเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum และสอดคลอ้งกบัการรายงานของ Cellier and 
Prior (2010) ท่ีท าการส ารวจ phylotype ของเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวในพืช
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อ่ืนๆ พบวา่ strain ท่ีแยกไดจ้ากมนัฝร่ัง ในประเทศเคนยา บราซิล อียปิต ์เปรู เนเธอ-แลนด ์แอฟริกาใต ้
และโปรตุเกส จดัอยูใ่น phylotype II  

 

ภาพที ่22 การจดักลุ่ม phylotype โดยเทคนิค PCR  
Phylotype I ของ R. solanacearum amplified ~144 bp และ ~280 bp ตามล าดบั 
Phylotype II ของ R. solanacearum amplified ~370 bp และ ~280 bp ตามล าดบั 
Phylotype III ของ R. solanacearum amplified ~91 bp และ ~280 bp ตามล าดบั 
Phylotype IV ของ R. solanacearum amplified ~213 bp และ ~280 bp ตามล าดบั 
Lane 1: 1 Kb Plus DNA Ladder 
Lane 2: R. solanacearum ไอโซเลทจากปทุมมา (MH01)  
Lane 3: R. solanacearum ไอโซเลทจากดาวเรือง (DR01)  
Lane 4: R. solanacearum ไอโซเลทจากมะเขือเทศ (T01)  
Lane 5: R. solanacearum ไอโซเลทจากพริก (C01)  
Lane 6 - 10: R. solanacearum ไอโซเลทจากมนัฝร่ัง (P01, CD01, MK1, MA01 และ CK01)  
Lane 11: น ้ากลัน่ (blank control) 
Lane 12: 1 Kb Plus DNA Ladder 
 
 
 
 
 
 



 

55 

3.3.5. การจัดจ าแนก sequevar ของเช้ือแบคทเีรีย Ralstonia solanacearum 
การจ าแนก sequevar ของเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวเขียว

หรือโรคเน่าสีน ้าตาลของมนัฝร่ังทั้ง 4 ไอโซเลท จดัอยูใ่น sequevar I ซ่ึงมีล าดบันิวคลีโอไทดใ์กลเ้คียง
กบัแบคทีเรีย R. solanacearum สายพนัธ์ุ CIP117 และ CFBP3858 โดย Fegan and Prior (2005) ไดจ้ดั
จ าแนกแบคทีเรีย R. solanacearum สายพนัธ์ุ CFBP3858 และ CIP117 อยู่ใน sequevar I ท่ีเขา้ท าลาย
มนัฝร่ัง และสอดคลอ้งกบัการรายงานของ Santiago et al. (2017) พบวา่เช้ือ R. solanacearum สาเหตุ
โรคเห่ียวของมนัฝร่ังในปะเทศบราซิลนั้นมีถึง 8 sequevar ไดแ้ก่ 1, 7, 28, 50, 54, 55, 56 และ 57 และ 
2 ไบโอวาร์ ได้แก่ ไบโอวาร์ 1 และ 2 โดยพบว่าส่วนใหญ่เช้ือ R. solanacearum จะอยู่ในกลุ่มของ         
ไบโอวาร์ 2 และจากการรายงานของ Cellier et al. (2012) พบวา่ เช้ือ R. solanacearum สาเหตุโรคเห่ียว
ของมนัฝร่ัง strain CFBP4787 และ CFBP3785 ท่ีเขา้ท าลายในประเทศโปรตุเกส และ strain JT516, 
LNPV28.23 และ JQ1006 ท่ีเข้าท าลายในเกาะ La Réunion จดัอยู่ใน sequevar 1 และ phylotype IIB 
ส่วน เช้ือ R. solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวของมนัฝร่ัง strain CFBP3879 ท่ีเข้าท าลายในประเทศ
โคลอมเบีย (Colombia) นั้นจดัอยู่ใน sequevar 2 และ phylotype IIB เช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum  
ท่ีแยกจาก มะเขือเปราะ ไอโซเลท E01 และมะเขือเทศไอโซเลท TL1 จดัอยูใ่น sequevar 15 (ภาพท่ี 23 
และ 24) ซ่ึงสอดคล้องกบัการรายงานของ Waki et al. (2013) ท่ีพบเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum 
strain PSS4, PSS81, PSS219, PSS358 และ PSS366 เขา้ท าลายในมะเขือเทศ ในประเทศไตห้วนั จดัอยู่
ใน  sequevar 15, 14, 34, 15 และ  15 ตามล าดับ  และ  Kyaw et al. 2017  พบ เ ช้ื อแบคที เ รี ย                                             
R. solanacearum sequevar 15 เข้าท าลายมะเขือเทศ และพริก ในประเทศพม่า ส่วนเช้ือแบคทีเรีย                                       
R. solanacearum ไอโซเลท C01 ท่ีแยกจากพริก จดัอยูใ่น sequevar 13 เช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum 
จากมะเขือเทศไอโซเลท T01 และมนัฝร่ัง ไอโซเลท P01 นั้นจดัอยูใ่น sequevar 17 และ 1 ตามล าดบั 
โดยท่ี Liu et al. (2017) และ Xu et al. (2009)ไดร้ายงานไวว้่าพบแบคทีเรีย R. solanacearum ท่ีจดัอยู่
ใน sequevar 17 เขา้ท าลาย ยาสูบ และถัว่ลิสงได ้ 
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ตารางที ่9 Ralstonia solanacearum ท่ีใชใ้นการศึกษาน้ี และ ไอโซเลทอา้งอิงท่ีใชใ้นการเปรียบเทียบ 

ล าดับ 
sequence 

ไอโซเลทa แหล่งทีม่า พืชอาศัย PCR 
759R/760F 

Biovar Phylotype/Sequevar 
determined by 

GeneBank 
accession numberb 

PCR egl-tree 
1. MH2 Chiang Mai,Thailand Patumma + 4 I 48 MG136849 

2. SS1 Chiang Mai,Thailand Patumma + 4 I 48 MG136850 

3. E01 Chiang Mai,Thailand brinjal + 4 I 15 MG136854 

4. C01 Chiang Mai,Thailand chili + 3 I 13 MG136851 

5. T01 Chiang Mai,Thailand tomato + 3 I 17 MG136852 

6. TL1 Laos tomato + 1 I 15 MG136853 

7. P01 Chiang Mai,Thailand potato + 2T II 1 MG136855 

8. CFBP3858 Netherlands potato  2 II 1 AF295259 (2) 
9. CIP117 Nigeria potato  2 II 1 JF702301 (2) 
10. CFBP1183 Costa Rica Heliconia  1 II 3 EF371805 (2) 
11. UW181 Venezuela plantain  1 II 6 KU708075 (2) 
12. ICMP7963 Kenya potato   II 7 AF295263 (1) 
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ตารางที ่9 Ralstonia solanacearum ท่ีใชใ้นการศึกษาน้ี และ ไอโซเลทอา้งอิงท่ีใชใ้นการเปรียบเทียบ (ต่อ1) 

 

ล าดับ 
sequence 

ไอโซเลทa แหล่งทีม่า พืชอาศัย PCR 
759R/76
0F 

Biovar Phylotype/Sequevar 
determined by 

GeneBank 
accession numberb 

PCR egl-tree 

13. J25 Kenya potato   III 9 AF295279 (2) 
14. JT523 Reuion Is. potato   I 13 AF295252 (1) 
15. CMR134 Cameroon black huckleberry   I 13 EF439740 (6) 
16. PSS81 Taiwan tomato  3 I 14 EU407270 (6) 
17. PSS4 Taiwan tomato   I 15 EU407264 (5) 
18. PSS358 Taiwan tomato   I 15 EU407298 (6) 
19. GZBJJS-2 China tobacco   I 17 KT961513 (7) 
20. NCPPB332 Zimbabwe potato  1 III 21 AF295276 (3) 
21. CFBP3059 Burkina Faso egg plant  1 III 23 DQ657647 (3) 
22. GMI8254 Indonesia tomato  - I 47 GU295014 (6) 
23. HNFH7 China tobacco  3 I 17 KP967652 (1) 
24. JT528 African potato   III 9 KU255921 (1) 
25. CIP309 Colombia potato  2 II 2 EF647735 (1) 

57 
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ตารางที ่9 Ralstonia solanacearum ท่ีใชใ้นการศึกษาน้ี และ ไอโซเลทอา้งอิงท่ีใชใ้นการเปรียบเทียบ (ต่อ2) 

ล าดับ 
sequence 

ไอโซเลทa แหล่งทีม่า พืชอาศัย PCR 
759R/76
0F 

Biovar Phylotype/Sequevar 
determined by 

GeneBank 
accession numberb 

PCR egl-tree 

26. RS345 China pumpkin   I 17 KY594813 (1) 
27. RS362 China pumpkin   I 17 KY594821 (1) 
28. CFBP2047 United States tomato  1 II 7 AF295615 (1) 
29. UW469 Brazil potato  1 II 40 AF295622 (1) 
30. CFBP3858 Netherlands potato  2 II 1 AF295612 (1) 
a ช่ือไอโซเลทท่ีใชใ้นการศึกษาน้ี และไอโซเลทท่ีใชอ้า้งอิง  
b Reference ของ sequevar ในแต่ละสายพันธ์ุ จาก  Poussier et al. (2000); Fegan and Prior (2005); Prior and Fegan (2005); Xu et al. (2009); Lebeau et. al. (2010); Waki et al. 

(2013); Liu et. al. (2017) 
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ภาพที ่23 การจดัจ าแนกความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม รูปแบบ neighbor-joining tree โดยใชย้นี egl  ของ
เช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum ค่า Bootstrap 1000 ดว้ย โปรแกรม MEGA 7 
CK01 = R. solanacearum ไอโซเลทจากมนัฝร่ัง อ าเภอไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม่ 
CD01 = R. solanacearum ไอโซเลทจากมนัฝร่ัง อ าเภอเชียงดาว จงัหวดัเชียงใหม่ 
MK01 = R. solanacearum ไอโซเลทจากมนัฝร่ัง อ าเภอเชียงดาว จงัหวดัเชียงใหม่ 
MA01 = R. solanacearum ไอโซเลทจากมนัฝร่ัง อ าเภอแม่อาย จงัหวดัเชียงใหม่ 
DR01 = R. solanacearum ไอโซเลทจากดาวเรือง อ าเภอเมือง จงัหวดัเชียงใหม่ 
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ภาพที ่24   การจดัจ าแนกความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมดว้ยรูปแบบ neighbor-joining tree โดยใชย้นี hrpB 
ของเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum ค่า Bootstrap 1000 ดว้ย โปรแกรม MEGA 7 
CK01 = R. solanacearum ไอโซเลทจากมนัฝร่ัง อ าเภอไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม่ 
CD01 = R. solanacearum ไอโซเลทจากมนัฝร่ัง อ าเภอเชียงดาว จงัหวดัเชียงใหม่ 
DR01 = R. solanacearum ไอโซเลทจากดาวเรือง อ าเภอเมือง จงัหวดัเชียงใหม่ 

4.  การแยกเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
การแยกเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์จากบริเวณดินรอบต้นไผ่ และดินรอบต้นกล้วย อ าเภอสุคิริน 

จงัหวดันราธิวาส ดินบริเวณผิวรากมนัฝร่ัง ดินบริเวณรอบรากตน้มนัฝร่ัง และดินปลูกมนัฝร่ัง จากอ าเภอ
ไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม่ โดยใชว้ธีิ soil dilution plate บนอาหารเล้ียงเช้ือ NA และ King’s B สามารถ
แยกแบคทีเรียปฏิปักษ์ไดท้ั้งหมด 83 ไอโซเลท โดย 10 ไอโซเลท จากดินรอบตน้ไผ่ และ 12 ไอโซเลท 
จาก ดินรอบตน้กล้วย ในพื้นท่ี อ าเภอสุคิริน จงัหวดันราธิวาส 10 ไอโซเลท จากบริเวณผิวรากมนัฝร่ัง 
อ าเภอไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม่ 26 ไอโซเลท จากดินบริเวณรอบรากมนัฝร่ัง และ 25 ไอโซเลท จาก
ดินปลูกมนัฝร่ัง อ าเภอไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม่ (ตารางท่ี 10) 
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ตารางที ่10 เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษท่ี์แยกไดจ้ากดินดินไผ ่ดินกลว้ย มนัฝร่ัง รากมนัฝร่ัง และดินปลูกมนัฝร่ัง 

ไอโซเลท จ านวน แหล่งทีม่า 
SD01 – SD10 10 ดินรอบรากตน้ไผ ่อ าเภอสุคิริน จงัหวดันราธิวาส 
SB01 – SB12 12 ดินรอบรากตน้กลว้ย อ าเภอสุคิริน จงัหวดันราธิวาส 
RP01- RP10 10 ดินบริเวณผวิรากของมนัฝร่ัง อ าเภอไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม ่

SRP01 – SRP26 26 ดินรอบรากมนัฝร่ัง อ าเภอไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม่ 
SPP01 - SPP25 25 ดินปลูกมนัฝร่ัง อ าเภอไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม่ 

รวม 83  

5.  การคัดเลือกเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ในการควบคุมเช้ือสาเหตุโรคของมันฝร่ัง 

5.1. การคัดเลือกเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ในการควบคุมเช้ือราสาเหตุ 
จากแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้งหมด 83ไอโซเลท ท่ีแยกไดจ้ากดินบริเวณดินรอบตน้ไผ่ และดิน

รอบตน้กลว้ย อ าเภอสุคิริน จงัหวดันราธิวาส ดินบริเวณผิวรากมนัฝร่ัง ดินบริเวณรอบรากตน้มนัฝร่ัง และ
ดินปลูกมนัฝร่ัง จากอ าเภอไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม่ มาทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียในการ
ควบคุมเช้ือรา Fusarium graminearum ไอโซเลท CP01 สาเหตุโรค dry rot ของมนัฝร่ัง เบ้ืองตน้พบวา่ มี                            
13 ไอโซเลท ท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญเส้นใยของเช้ือรา เม่ือน าขอ้มูลมาวิเคราะห์ทางสถิติท่ีระดบัความ
เช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ โดยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SB02, SB04, SD02, SD03, SD04, SD07, 
SD08, SPP07 SPP08 และ RP01 มี เปอร์เซ็นตย์บัย ั้งการเจริญสูงสุดท่ีไม่แตกต่างกนัทางสถิติ เท่ากบั 57.02, 
57.89, 51.75, 53.51, 59.91, 47.37, 57.02, 52.63, 50.88 และ 49.12 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
การรายงานของ Mezaache-Aichour et al. (2012) ท่ีไดท้  าการแยกแบคทีเรียปฏิปักษจ์ากดินแปลงปลูกมนั
ฝร่ัง 3 แหล่งในประเทศแอลจีเรียแลว้ท าการทดสอบประสิทธิภาพในควบคุมเช้ือรา Fusarium oxysporum 
f. sp. albedinis เช้ือราสาเหตุโรคทางดินในแปลงปลูกมนัฝร่ัง พบวา่ จากแบคทีเรียปฏิปักษ ์50 ไอโซเลท มี
14 ไอโซเลท ท่ีมีเปอร์เซ็นต์ยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา 92 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นท าการคดัเลือกแบคทีเรีย
ปฏิปักษโ์ดยอาศยัความแตกต่างทางดา้นสัณฐานวิทยาเบ้ืองตน้และแหล่งท่ีมาท่ีแตกต่างกนัของแบคทีเรีย
ปฏิปักษ ์พบวา่ สามารถคดัเลือกเหลือเพียง 4 ไอโซเลท ไดแ้ก่ ไอโซเลท SB02, SD03, SD08 และ SPP07 
(ตารางท่ี 11, ภาพท่ี 25) 
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ตารางที ่11 ผลการยบัย ั้งการเจริญเส้นใยเช้ือรา Fusarium graminearum ไอโซเลท CP01 สาเหตุโรค dry 
rot ของมนัฝร่ัง 

แบคทเีรียปฏิปักษ์ 
ไอโซเลท 

เปอร์เซ็นต์การยบัยั้งการเจริญเส้นใย 
เช้ือรา Fusarium graminearum1 

SB02 57.02 a2 
SD03 53.51 a 
SD08 57.02 a 
SPP07 52.63 a 

LSD (P=0.05) 
CV (%) 

10.80 
10.42 

1ค่าเฉล่ีย 4 ซ ้ า, 2ตวัอกัษรเหมือนกนัใน column เดียวกนั แสดงวา่ ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

 

ภาพที่ 25 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ ไอโซเลท SB02, SD03, SD08 และ SPP07 
ต่อเช้ือรา Fusarium graminearum ไอโซเลท CP01 บนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) 
ดว้ยวธีิการ dual culture ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั 
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การทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 4 ไอโซเลท ไดแ้ก่ SB02, SD03, SD08 
และ SPP07 ในการควบคุมการเจริญเส้นใยของเช้ือรา S. rolfsii ไอโซเลท SC01 สาเหตุโรคหวัเน่าของมนั
ฝร่ัง พบวา่ ไอโซเลท SB02 มีเปอร์เซ็นตย์บัย ั้งการเจริญเส้นใยของเช้ือราสูงสุดท่ี 47.81 เปอร์เซ็นต ์ส่วนไอ
โซเลท SD03, SD08 และ SPP07 มีเปอร์เซ็นตย์บัย ั้งการเจริญเส้นใยของเช้ือราท่ี 41.77, 41.15 และ 38.48 
ตามล าดบั (ตารางท่ี 12, ภาพท่ี 26) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการรายงานของ Abeysinghe (2007) พบว่า Bacillus 
subtilis strain CA32r ท่ีแยกไดจ้ากดินปลูกพริก มีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือรา S. rolfsii ในพริกได ้

ตารางที ่12 ผลการยบัย ั้งการเจริญเส้นใยของเช้ือรา Sclerotium rolfsii ไอโซเลท SC01 สาเหตุโรคหวัเน่า
ของมนัฝร่ัง 

แบคทเีรียปฏิปักษ์ 
ไอโซเลท 

เปอร์เซ็นต์การยบัยั้งการเจริญเส้นใย 
เช้ือรา Sclerotium rolfsii1 

SB02 47.81 a2 
SD03 41.77 b 
SD08 41.15 c 
SPP07 38.48 d 

LSD (P=0.05) 0.2338 
CV (%) 0.36 

1ค่าเฉล่ีย 4 ซ ้ า, 2ตวัอกัษรเหมือนกนัใน column เดียวกนั แสดงวา่ ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  
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ภาพที่ 26 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ ์ไอโซเลท SB02, SD03, SD08 และ SPP07 
ต่อเช้ือรา Sclerotium rolfsii ไอโซเลท SC01 บนอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) ดว้ยวธีิการ 
dual culture ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั 

5.2.  การคัดเลือกเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ในการควบคุมเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรค 

 การทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย S. tendea ไอโซเลท MJ21 
สาเหตุโรคข้ีกลากของมนัฝร่ัง พบวา่ แบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลท SD08 และ SPP07 มีรัศมีของความกวา้ง
บริเวณใสในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย S. tendea ไอโซเลท MJ21 สูงสุดท่ี 12.88 และ 13.63 
มิลลิเมตร ตามล าดบั (ตารางท่ี 13,ภาพท่ี 27) เช่นเดียวกบัการทดลองของ Kobayashi et al. (2011) ท่ีท าการ
แยกเช้ือปฏิปักษ ์ไดแ้ก่ เช้ือรา เช้ือแอคติโนมยัซีส และแบคทีเรียปฏิปักษ ์ท่ีแยกจากดินปลูกมนัฝร่ัง ตน้มนั
ฝร่ัง และตน้ขา้วโอ๊ตป่า จ  านวน 345 ไอโซเลท โดยไอโซเลท WoRs-501 มีประสิทธิภาพในการควบคุม
การเจริญของเช้ือแบคทีเรีย  Streptomyces turgidiscabies สาเหตุโรคข้ีกลากของมันฝร่ังท่ี 6.4 ± 0.7 
มิลลิเมตร และสามารถลดความรุนแรงของโรคในสภาพแปลงปลูกไดท่ี้ 78-91 เปอร์เซ็นต์ และจากการ
รายงานของ Han et al. (2005) พบวา่ Bacillus sp. sunhua มีสารปฏิชีวนะท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรีย Streptomyces scabiei โดยมีรัสมีวงใสในการยบัย ั้งเช้ือสาเหตุท่ี 22.0 มิลลิเมตร  

ตารางที่ 13 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 4 ไอโซเลท ในการยบัย ั้งเช้ือ
แบคทีเรีย Streptomyces tendea ไอโซเลท MJ21 สาเหตุโรคข้ีกลากของมนัฝร่ัง 

แบคทเีรียปฏิปักษ์ 
ไอโซเลท 

รัศมีของความกว้างบริเวณใส 1 (มิลลเิมตร) 

SB02 10.75 b 
SD03 9.38 c 
SD08 12.88 a 
SPP07 13.63 a 

LSD (P=0.05) 1.24 
CV (%) 6.92 

1ค่าเฉล่ีย 4 ซ ้ า 
2ตวัอกัษรเหมือนกนัใน column เดียวกนั แสดงวา่ ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  
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ภาพที่ 27 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ ไอโซเลท SB02, SD03, SD08 และ SPP07 
ในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย Streptomyces tendea ไอโซเลท MJ21 สาเหตุโรคข้ี
กลากของมนัฝร่ัง ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

ส่วนการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ ง 4 ไอโซเลท ในการควบคุมเช้ือ
แบคทีเรีย P. carotovoum subsp. basiliense ไอโซเลท SR01 และ SR03 สาเหตุโรคเน่าเละหรือแขง้ด าของ
มนัฝร่ัง พบว่า แบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SB02 มีรัศมีของความกวา้งบริเวณใสในการยบัย ั้งการเจริญ
ของแบคที เ รีย  P. carotovorum subsp. basiliense สูง สุด ท่ี  7 .00  และ 7 .50  มิล ลิ เมตร ตามล าดับ                           
(ตารางท่ี 14, ภาพท่ี 28) เช่นเดียวกบัการทดลองของ Jafra et al. (2006) ท่ีไดท้  าการแยกแบคทีเรียปฏิปักษ์
จากดินบริเวณรอบรากของมนัฝร่ัง โดยพบวา่ แบคทีเรียปฏิปักษท์ั้ง 5 ไอโซเลท สามารถควบคุมการเจริญ
ของเช้ือแบคทีเรีย P. carotovorum ในระดับห้องปฏิบัติการได้ และมีความสามารถในการสลายสาร 
(degrade) N-acyl homoserine lactones (AHLs) ท่ีผลิตมาจาก เช้ือแบคทีเรีย P. carotovorum ซ่ึงเม่ือท าการ
จ าแนกชนิดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ด้วยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์จดัอยู่ใน genus Ochrobactrum, 
Rhodococcus, Pseudomonas, Bacillus และ Delftia และจากการรายงานของ Azaiez et al. (2018) พบว่า
จากการแยกช้ือแบคทีเรียจากส่วนต่างๆของมนัฝร่ัง มีแบคทีเรียปฏิปักษ ์50 ไอโซเลท ท่ีสามารถยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือแบคทีเ รีย P.  carotovorum sp strain II16 ภายในห้องปฏิบัติการ โดยเช้ือแบคทีเ รีย                               
B. Amyloliquefaciens strain Ar10 มีรัศมีความกวา้งบริเวณใสยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียไดสู้งสุดท่ี 18 มิลลิเมตร  
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ตารางที่ 14  การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ 4 ไอโซเลท ในการยบัย ั้งเช้ือ
แบคทีเรีย Pectobacterium carotovorum subsp. basiliense ไอโซเลท SR01 และ SR03 สาเหตุ
โรคแขง้ด าหรือเน่าเละของมนัฝร่ัง 

แบคทเีรียปฏิปักษ์ 
ไอโซเลท 

รัศมีของความกว้างบริเวณใส 1 (มิลลเิมตร) 

SR01 SR03 
SB02 7.00 a 7.50 a 
SD03 6.38 ab 5.50 bc 
SD08 5.50 b 5.13 c 
SPP07 6.75 a 6.75 ab 

LSD (P=0.05) 1.08 1.37 
CV (%) 10.98 14.26 

1ค่าเฉล่ีย 4 ซ ้ า 
2ตวัอกัษรเหมือนกนัใน column เดียวกนั แสดงวา่ ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

 

ภาพที่ 28 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ ์ไอโซเลท SB02, SD03, SD08 และ SPP07 
ต่อเช้ือแบคทีเรีย Pectobacterium carotovorum subsp. basiliense สาเหตุโรคแขง้ด าหรือเน่าเละ
ของมนัฝร่ัง ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
ก. ชุดทดสอบการควบคุมเช้ือแบคทีเรีย P. carotovorum subsp. basiliense ไอโซเลท SR01  
ข. ชุดทดสอบการควบคุมเช้ือแบคทีเรีย P. carotovorum subsp. basiliense ไอโซเลท SR03  
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เม่ือน าแบคทีเรียปฏิปักษท์ั้ง 4 ไอโซเลท ไดแ้ก่ SB02, SD03, SD08 และ SPP07 มาทดสอบกบัเช้ือ
แบคทีเรียสาเหตุ R. solanacearum ไอโซเลท CK01 MK01, MA01 และ CD01 พบว่า แบคทีเรียปฏิปักษ์   
ไอโซเลท SPP07 มีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือ R. solanacearum ทั้ง 4 ไอโซเลท โดยมีรัศมีของความ
กวา้งบริเวณใสในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคท่ี 8.25, 8.75, 9.88 และ 8.38 มิลลิเมตร 
ตามล าดบั (ตารางท่ี 15, ภาพท่ี 29) เช่นเดียวกบัการศึกษาของ Lemessa and Zeller (2007) ท่ีท าการคดัเลือก
เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษจ์ากดินรอบ ๆ รากของมนัฝร่ัง มะเขือเทศ พริก กาแฟ และขา้วโพด ไดท้ั้งหมด 118 
ไอโซเลท มาทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย  R. solanacearum พบ 
แบคทีเรียปฏิปักษ์จ  านวน 6 ไอโซเลท ท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญได้สูงสุด และจาก 6 ไอโซเลท มี                             
2 ไอโซเลทท่ีสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชไดอี้กดว้ย  

ตารางที่ 15  การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 4 ไอโซเลท ในการยบัย ั้งเช้ือ
แบคทีเรีย Ralstonia solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวหรือโรคเน่าสีน ้ าตาล ทั้ง 4 ไอโซเลท 
ของมนัฝร่ัง 

แบคทเีรียปฏิปักษ์ 
ไอโซเลท 

รัศมีของความกว้างบริเวณใส 1 (มิลลเิมตร) 

CK01 MK01 MA01 CD01 
SB02 6.63 b2 6.75 b 7.63 c 6.75 b 
SD03 7.13 b 6.88 b 7.88 bc 6.63 b 
SD08 7.38 ab 7.00 b 8.63 b 6.381 b 
SPP07 8.25 a 8.75 a 9.88 a 8.38 a 

LSD (P=0.05) 0.92 1.15 0.92 1.53 
CV (%) 8.16 10.00 7.00 14.11 

1ค่าเฉล่ีย 4 ซ ้ า 
2ตวัอกัษรเหมือนกนัใน column เดียวกนั แสดงวา่ ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  
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ภาพที่ 29 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ ไอโซเลท SB02, SD03, SD08 และ 
SPP07 ในการควบคุมการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanasearum สาเหตุโรคเห่ียวหรือ
หวัเน่าสีน ้าตาล ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
ก. ชุดทดสอบความสามารถในการควบคุมเช้ือแบคทีเรีย R. solanasearum ไอโซเลท CK01 
ข. ชุดทดสอบความสามารถในการควบคุมเช้ือแบคทีเรีย R. solanasearum ไอโซเลท MA01 
ค. ชุดทดสอบความสามารถในการควบคุมเช้ือแบคทีเรีย R. solanasearum ไอโซเลท MK01 
ง. ชุดทดสอบความสามารถในการควบคุมเช้ือแบคทีเรีย R. solanasearum ไอโซเลท CD01 
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6.  การศึกษา และการจัดจ าแนกเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ 

6.1. การศึกษาลกัษณะทางด้านสัณฐานวิทยาของเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ 

การศึกษาลกัษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 4 ไอโซเลท ไดแ้ก่ SB02, SD03, 
SD08 และ SPP07 ท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุโรคของมนัฝร่ังสูงสุดในสภาพ
ห้องปฏิบติัการ พบว่า แบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SB02 มีรูปร่างเป็นท่อน ยอ้มติดสีแกรมบวก สร้าง                
เอนโดสปอร์ รูปร่างกลมรี อยู่ตรงกลางเซลล์ โคโลนีรูปร่างไม่แน่นอน ขอบเป็นคล่ืนโคง้เวา้เล็กน้อย 
โคโลนีแบนราบไปกบัผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ ตรงกลางนูนข้ึนมา สีขาวขุ่น พื้นผวิดา้น และแหง้ แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ไอโซเลท SD03 มีรูปร่างเป็นท่อน ยอ้มติดสีแกรมบวก สร้างเอนโดสปอร์ รูปร่างกลมรี อยู่ตรง
กลางเซลล ์โคโลนีรูปร่างไม่แน่นอน ขอบเป็นคล่ืนโคง้เวา้เล็กนอ้ย แบนราบไปกบัผิวหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ 
ตรงกลางนูนข้ึนมา สีขาวขุ่น พื้นผิวดา้น และแห้ง แบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SD08 มีรูปร่างเป็นท่อน 
ยอ้มติดสีแกรมบวก  สร้างเอนโดสปอร์ รูปร่างกลมรี อยู่ตรงกลางเซลล์ โคโลนีรูปร่างไม่แน่นอน ขอบ
เป็นคล่ืนโคง้เวา้เล็กนอ้ย แบนราบไปกบัผิวหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ ตรงกลางนูนข้ึนมา สีขาวขุ่น พื้นผิวดา้น 
และแห้ง  และแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SPP07 มีรูปร่างเป็นท่อน ยอ้มติดสีแกรมบวก สร้างเอนโด
สปอร์ รูปร่างกลมรี อยู่ตรงกลางเซลล์ โคโลนีรูปร่างกลม ขอบเรียบ โคโลนีหนาสูงข้ึนมาจากผิวหน้า
อาหารเล้ียงเช้ือเล็กนอ้ย สีขาวขุ่น พื้นผวิเรียบ (ตารางท่ี 16, ภาพท่ี 30)   
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ตารางที ่16 ผลการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของแบคทีเรียปฏิปักษท์ั้ง 4 ไอโซเลท บนอาหารเล้ียง
เช้ือ Nutrient agar (NA) เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

แบคทเีรีย
ปฏิปักษ์ 

ลกัษณะ
เซลล์ 

การย้อม 
สีแบบ 
แกรม 

รูปร่าง และ
ต าแหน่ง       

เอนโดสปอร์ 

 
ลกัษณะโคโลนี 

SB02 เป็นท่อน 
(bacillus) 

+ รูปร่างกลมรี 
ตรงกลางเซลล ์

โคโลนีรูปร่างไม่แน่นอน (irregular) ขอบ
เป็นคล่ืนโคง้เวา้เล็กนอ้ย (lobate) แบนราบ 
(smooth) ไปกบัผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ ตรง
กลางนูนข้ึนมา (umbonate) สีขาวขุ่น   
พื้นผวิดา้น และแหง้ 

SD03 เป็นท่อน 
(bacillus) 

+ รูปร่างกลมรี 
ตรงกลางเซลล ์

โคโลนีรูปร่างไม่แน่นอน (irregular) ขอบ
เป็นคล่ืนโคง้เวา้เล็กนอ้ย (lobate) แบนราบ 
(smooth) ไปกบัผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ ตรง
กลางนูนข้ึนมา (umbonate) สีขาวขุ่น   
พื้นผวิดา้น และแหง้ 

SD08 เป็นท่อน 
(bacillus) 

+ รูปร่างกลมรี 
ตรงกลางเซลล ์

โคโลนีรูปร่างไม่แน่นอน (irregular) ขอบ
เป็นคล่ืนโคง้เวา้เล็กนอ้ย (lobate) แบนราบ 
(smooth) ไปกบัผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ ตรง
กลางนูนข้ึนมา (umbonate) สีขาวขุ่น   
พื้นผวิดา้น และแหง้ 

SPP07 เป็นท่อน 
(bacillus) 

+ รูปร่างกลมรี 
ตรงกลางเซลล ์

รูปร่างกลม (circular) ขอบเรียบ (entire) 
โคโลนีหนาสูง (raised) ข้ึนมาจากผวิหนา้
อาหารเล้ียงเช้ือเล็กนอ้ย สีขาวขุ่น พื้นผวิ
เรียบ 
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ภาพที ่30 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษท์ั้ง 4 ไอโซเลท 
ก. แบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลท SB02 
ข. แบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลท SD03 
ค. แบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลท SD08 
ง. แบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลท SPP07 
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6.2. การศึกษาคุณสมบัติทางด้านชีวเคมีของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ 

จากการคดัเลือกเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษท่ี์แยกไดจ้ากดินบริเวณดินรอบตน้ไผ ่และดินรอบตน้
กลว้ย อ าเภอสุคิริน จงัหวดันราธิวาส ดินบริเวณผิวรากมนัฝร่ัง ดินบริเวณรอบรากตน้มนัฝร่ัง และดินปลูก
มนัฝร่ัง จากอ าเภอไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม่ ท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งไดดี้ มีจ  านวน 4 ไอโซเลท
ไดแ้ก่ SB02, SD03, SD08 และ SPP07 มาศึกษาคุณสมบติัทางดา้นชีวเคมีของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์จาก
การทดสอบการเคล่ือนท่ีของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์บนอาหาร motility test แบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ ง                  
4 ไอโซเลทให้ผลบวกโดยเช้ือมีการเจริญกระจายรอบแนว stab และเจริญบนผิวหนา้อาหาร motility agar 
แสดงให้เห็นวา่สามารถเคล่ือนท่ีได ้การทดสอบการยอ่ยแป้งพบว่า แบคทีเรียปฏิปักษท์ั้ง 4 ไอโซเลทให้
ผลบวก โดยท าให้อาหารเป็นสีม่วง ส่วนบริเวณรอบ ๆ โคโลนีใส ไม่มีสี ในการทดสอบ VP (Voges-
Proskauer) พบวา่ แบคทีเรียปฏิปักษท์ั้ง 4 ไอโซเลท ให้ผลบวก โดยเปล่ียนสีอาหารเป็นสีแดงภายในเวลา 
30 นาที  ส่วนการทดสอบความสามารถของเช้ือในการใชซิ้เทรตเป็นแหล่งคาร์บอนในกระบวนการเมทา
บอลิซึม (citrate utilization) แบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 4 ไอโซเลท ให้ผลบวก โดยท าให้สีอาหารเปล่ียนจากสี
เขียวเป็นสีน ้ าเงินในวนัท่ี 3 หลงัจากเล้ียงเช้ือลงบนอาหาร (ภาพท่ี 31) และการทดสอบความสามารถใน
การเจริญของแบคทีเรียปฏิปักษ์บนอาหารเล้ียงเช้ือ NA ท่ีผสม 6.5 % NaCl ท่ีอุณหภูมิห้อง (28-30 องศา
เซลเซียส) และอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส พบ แบคทีเรียปฏิปักษท์ั้ง 4 ไอโซเลท สามารถเจริญได ้โดยเช้ือ
สร้างโคโลนีบนผิวหนา้อาหารเม่ือเล้ียงท่ีอุณหภูมิห้อง แต่ไม่สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
ซ่ึงสอดคล้องกับการรายงานของ Olanbiwoninu and Samuel (2015) ท่ีได้จดัจ าแนกแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
Bacillus subtilis ท่ีแยกจากเปลือกมนัเทศ โดยทดสอบทางชีวเคมี พบวา่ แบคทีเรียปฏิปักษใ์ห้ผลบวกใน
การทดสอบการยอ่ยแป้ง การทดสอบ VP (Voges-Proskauer) การทดสอบการใชซิ้เทรตเป็นแหล่งคาร์บอน
ในกระบวนการเมทาบอลิซึม (citrate utilization) และทดสอบการเจริญของแบคทีเรียท่ี 6.5% NaCl ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง  
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ภาพที ่31 การทดสอบคุณสมบติัทางเคมีของแบคทีเรียปฏิปักษ์ ไอโซเลท SB02, SD03, SD08 และ SPP07 
บนอาหารจ าเพาะ 
ก. การทดสอบ VP (Voges-Proskauer)  
ข. การทดสอบความสามารถการใชแ้หล่งคาร์บอน (citrate utilization) 
ค. การทดสอบการยอ่ยแป้ง (starch hydrolysis test) 

6.3. การจัดจ าแนกเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์โดยใช้เทคนิคทางโมเลกุล ด้วยการวเิคราะห์ล าดับเบสที่
ต าแหน่งยนี 16S rRNA 

การจดัจ าแนกเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 4 ไอโซเลท ไดแ้ก่ SB02, SD03, SD08 และ SPP07 
โดยการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ตรงต าแหน่งยีน 16s rRNA ท่ีวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ดา้นพนัธุกรรม 
ดว้ยโปรแกรม MEGA 7 แบบ neighbor – joining (NJ) analysis เทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทดใ์นตารางท่ี 17 
พบวา่ แบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลท SB02, SD03, SD08 และ SPP07 มีล าดบันิวคลีโอไทด์ใกลเ้คียงกบัเช้ือ
แบคทีเรีย Bacillus velezensis สายพันธ์ุ Z – 26, FZB42, H3 และ BCRC รหัส HM598464, NR075005, 
FJ713021 และ EF433407 (ภาพท่ี 32) 
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ตารางที ่17 Bacillus species ท่ีใชใ้นการศึกษาน้ี และไอโซเลทอา้งอิงท่ีใชใ้นการเปรียบเทียบ 

ล าดับ Bacillus species Strain แหล่งอาศัย แหล่งทีม่า Accession Noa. 

1. B. velezensis  Z-26 pigs China HM598464 
2. B. velezensis  FZB42 no data no data NR075005 
3. B. velezensis  H3 no data no data FJ713021 
4. B. velezensis  BCRC no data no data EF433407 
5. B. amyloliquefaciens NBRC 15535 no data no data AB255669 
6. B. amyloliquefaciens  BCRC no data no data NR116022 
7. B.amyloliquefaciens  MPA no data no data NR117946 
8. B.amyloliquefaciens  NBRC 15535 no data no data NR112685 
9. B. subtilis DSM 10 no data no data AJ276351 

10. B. subtilis subsp. 
spizizenii 

 no data no data AF074970.1 

11. B. mojavensis  no data no data AB021191 
12. B.s mojavensis  IFO15718 no data no data NR024693 
13. B. licheniformis BCRC 11702 no data no data NR116023 
14. B. licheniformis TMPSB-D1 no data India EU513395 
15. B. pumilus ST277 no data no data EU350371 
16. B. pumilus DSMZ27 no data no data AY456263 
20. B. mycoides  no data no data AB021192 
21. B. anthracis CGS-1 citrus variety no data MF802839 
22. B. anthracis UAF leaf Pakistan LT844654 
23. B. anthracis ATCC 14578 no data no data NR041248 
24. P. polymyxa IAM 13419 no data no data NR037006 

areference จาก Chen et al. (2007); Liu et al. (2010); Wang et al. (2007); Meerak et al. (2008); Nakamura et al. (1999); 
Nakamura et al. (1999); Goto et al. (2000); Matarante et al. (2004); Suzuki and Yamasato (1994) 
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ภาพที ่32  การจดัจ าแนกความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม โดยใชย้นี 16S rRNA ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์       
ไอโซเลท SB02, SD03, SD08 และ SPP07 ค่า Bootstrap 1000 
SB02 = แบคทีเรียปฏิปักษแ์ยกจากดินรอบรากตน้กลว้ย อ าเภอสุคิริน จงัหวดันราธิวาส 
SD03 = แบคทีเรียปฏิปักษแ์ยกจากดินรอบรากตน้ไผ ่อ าเภอสุคิริน จงัหวดันราธิวาส 
SD08 = แบคทีเรียปฏิปักษแ์ยกจากดินรอบรากตน้ไผ ่อ าเภอสุคิริน จงัหวดันราธิวาส 
SPP07 = แบคทีเรียปฏิปักษแ์ยกจากดินรอบรากตน้มนัฝร่ัง อ าเภอไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม่ 
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7.  ศึกษาคุณสมบัติของเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ในการสร้างสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชและ
สารยบัยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรค 

7.1. การทดสอบคุณสมบัติในการสร้างสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช และสารยบัยั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรคของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ 

การทดสอบคุณสมบติัในการสร้างสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช และสารยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรคของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. velezensis ทั้ง 4 ไอโซเลท ประกอบด้วย                  
3 คุณสมบัติ  ได้แก่  การย่อยธาตุฟอสเฟต การสร้างสาร IAA และการสร้าง siderophore พบว่า                                 
เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ ง 4 ไอโซเลท สามารถย่อยสลายฟอสเฟต โดยท าให้เกิดวงใสรอบ ๆ โคโลนี 
ภายในเวลา 7 วนั พบมีการสร้าง siderophore เน่ืองจากพบวงใสบนอาหาร Chrome Azurol S Agar (CAS 
agar) ภายในเวลา 24 ชัว่โมง (ภาพท่ี 33) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการรายงานของ Yang et al. (2012) รายงานว่า
เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีสามารถควบคุมเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum มีการสร้างเอนไซม์ protease 
chitinase, cellulase, glucanase และ siderophore  

 

ภาพที ่33 คุณสมบติัของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์Bacilus velezensis ทั้ง 4 ไอโซเลท ในการสร้างสารส่งเสริม
การเจริญเติบโตของพืช และสารยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรค 
ก. คุณสมบติัในการยอ่ยฟอสเฟต ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 7 วนั 
ข. คุณสมบติัในการสร้าง siderophore ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 วนั 
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ส่วนการทดสอบความสามารถในการผลิต IAAในอาหาร LB ท่ีมี tryptophan เขม้ขน้ 500 นา
โนกรัม วดัด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืนแสง 530 นาโนเมตร พบว่า เช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ไอโซเลท SD03 สามารถผลิตฮอร์โมนออกซินไดสู้งสุดท่ี 374.78 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รอง
ลองมาคือ ไอโซเลท SD08 ท่ี 370.67 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรไอโซเลท SPP07 และ SB02 สามารถผลิต
ฮอร์โมนออกซินไดท่ี้ 327.33 และ 321.78 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั (ภาพท่ี 34) ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
งานวิจัย  Tsavkelova et al. (2016) ได้รายงานว่า  เ ช้ื อแบคที เ รียในสกุล  Pseudomonas, Bacillus, 
Flavobacterium, Acetobacter, Klebsiella และ Enterobacter มีความสามารถในการผลิต IAA ท่ี เป็น
ฮอร์โมนพืช สามารถน าไปใชก้ารเจริญเติบโตของพืช โดยการปักช าแต่ละคร้ังของการทดลองพบวา่ ช่วย
ส่งเสริมหรือชกัน าใหค้วามยาวของรากและความสูงเพิ่มข้ึนเม่ือเทียบกบัชุดควบคุมไดสู้งสุดถึง 3-17 เท่า 

 

ภาพที ่34 ค่าความเข้มข้น indole-3-acetic; IAA ท่ีผลิตได้ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacilus velezensis ทั้ ง             
4 ไอโซเลท เม่ือเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน  

 STD = ค่ามาตรฐาน (0-100 ไมโครลิตร) 
SB02 = แบคทีเรียปฏิปักษแ์ยกจากดินรอบรากตน้กลว้ย อ าเภอสุคิริน จงัหวดันราธิวาส 
SD03 = แบคทีเรียปฏิปักษแ์ยกจากดินรอบรากตน้ไผ ่อ าเภอสุคิริน จงัหวดันราธิวาส 
SD08 = แบคทีเรียปฏิปักษแ์ยกจากดินรอบรากตน้ไผ ่อ าเภอสุคิริน จงัหวดันราธิวาส 
SPP07 = แบคทีเรียปฏิปักษแ์ยกจากดินรอบรากตน้มนัฝร่ัง อ าเภอไชยปราการ จงัหวดัเชียงใหม่ 
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7.2. การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทเีรียปฏิปักษ์ต่อการงอกของเมลด็มะเขือเทศ 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการงอกของเมล็ดมะเขือเทศ 
หลงัจากการแช่เมล็ดมะเขือเทศในเซลล์แขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 8 ไอโซเลท ได้แก่ SB01, 
SB02 , SD02 , SD03 , SD04 , SD08 , SPP07  และ SPP08 พบว่าหลังจากวางเมล็ดแล้วท่ี เวลา 10 ว ัน                                      
ท่ีอุณหภูมิห้อง ไอโซเลท SB01, SB02, SD03, SD04, SD08, SPP07 และ SPP08 มีอตัราการงอกของเมล็ด
มะเขือเทศท่ีไม่แตกต่างกนัทางสถิติเม่ือเทียบกับชุดควบคุมโดยมีเปอร์เซ็นต์การงอก ท่ี 76.00, 82.00, 
82.00, 80.00, 84.00, 87.00, 84.00 และ 86.00 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั โดยไอโซเลท SD02 มีอตัราการงอก
ของเมล็ดมะเขือเทศต ่าสุดท่ี 43 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 18) สอดคลอ้งกบัการรายงานของ Widnyana and 
Javandira (2016) ท่ีไดร้ายงานวา่พบการส่งเสริมการงอกของเมล็ดมะเขือเทศ เม่ือน าเมล็ดมะเขือเทศแช่ใน
เซลล์แขวนลอยเช้ือแบคทีเรีย Pseudomonas spp. และ Bacillus sp. โดยเมล็ดมะเขือเทศท่ีแช่ในเซลล์
แขวนลอยของเซลล์เช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp. พบแนวโน้มการงอก และการเจริญเติบโตของต้นกล้า
มะเขือเทศ เร็วกวา่เช้ือแบคทีเรีย Pseudomonas spp. 

ตารางที ่18 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษต่์อการงอกของเมล็ดมะเขือเทศ 

ไอโซเลท แบคทเีรียปฏิปักษ์ เปอร์เซ็นต์การงอก ของเมลด็มะเขือเทศ อายุ 10 วนั 

Control 86.00 a 
SB01 76.00 a 
SB02 82.00 a 
SD02 43.00 b 
SD03 82.00 a 
SD04 80.00 a 
SD08 84.00 a 
SPP07 87.00 a 
SPP08 84.00 a 

LSD (P=0.05) 17.103 
CV (%) 15.07 
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8. การศึกษาหายนีทีส่ร้างสารปฏิชีวนะของเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ในการยบัยั้งเช้ือแบคทเีรียสาเหตุโรค 

จากการน า genomic DNA ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. velezensis ทั้ ง 4 ไอโซเลท ท่ีมี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรคของมนัฝร่ัง มาตรวจสอบหายีนท่ีสร้างสารปฏิชีวนะ iturin A, 
bacillomycin A, bacillomycin D, fengycin D, zwittermycin และ surfactin โดยอาศยัเทคนิค PCR ร่วมกบั 
specific primers ท่ีจ  าเพาะกับยีนดังกล่าว (ตารางท่ี 1) พบว่า เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. velezensis ทั้ ง                       
4 ไอโซเลท ปรากฏแถบ DNA ขนาด 647 bp และ 482 bp ซ่ึงเป็นขนาดแถบ DNA ท่ีมีการสร้างสาร
ปฏิชีวนะ iturin A และ bacillomycin D ตามล าดบั (ภาพท่ี 35) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Jasim et al. 
(2016) ท่ีระบุว่าเช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp. ท่ีแยกได้จากพืชพรมมิ (Bacopa monnieri) มีการสร้างสาร
ปฏิชีวนะ surfactin และ iturin ท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือรา และเช้ือแบคทีเรียสาเหตุ
โรคพืชได ้จากการหลัง่สารปฏิชีวนะ และการทดลองของ Han et al. (2005) ท่ีพบวา่แบคทีเรีย Bacillus sp. 
sunhua มีการผลิตสารปฏิชีวนะ iturin A และ macrolactin A ท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ            
เช้ือสาเหตุได ้

 

ภาพที่ 35 ผลการตรวจสอบต าแหน่งของยีนท่ีมีการสร้างสารปฏิชีวนะของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์                          
Bacillus velezensis ทั้ง 4 ไอโซเลท 
ก. ขนาดของแถบ DNA ท่ีมีการสร้างสารปฏิชีวนะ iturin A 
ข. ขนาดของแถบ DNA ท่ีมีการสร้างสารปฏิชีวนะ bacillomycin D 

 

ข ก 
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9.  การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทเีรียปฏิปักษ์ในการยบัยั้งเช้ือสาเหตุในสภาพโรงเรือน 

จากการน าเซลลแ์ขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปักษ ์B. velezensis ทั้ง 3ไอโซเลท ไดแ้ก่ SB02, SD03 
และ SPP07 ท่ีผา่นการคดัเลือกจากการทดสอบประสิทธิภาพในยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรค
ในห้องปฏิบติัการมาทดสอบผลกระทบต่อการเจริญของตน้มนัฝร่ังหลงัปลูกตน้มนัฝร่ังท่ี 90 วนั พบหัว
พนัธ์ุมนัฝร่ังกรรมวิธีท่ีผ่านการแช่ปฏิปักษ์ทั้ง 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่ SB02, SD03 และ SPP07 เทียบกบัชุด
ควบคุม มีจ านวนหัวต่อถุงท่ี 3.40, 3.30, 2.50 และ 3.80 หัว ตามล าดบั และมีน ้ าหนกัหัวท่ี 52.30, 55.80, 
57.80 และ 41.40 กรัม ตามล าดบั (ตารางท่ี 19)  

ตารางที่ 19 ผลการปรียบเทียบปริมาณน ้ าหนกัหัว และจ านวนหัวของมนัฝร่ังหลงัจากทดสอบกบัเซลล์
แขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปักษ ์ไอโซเลท SB02, SD03 และ SPP07 ท่ีเวลา 90 วนั 

กรรมวธีิ ชุดควบคุม1 

จ านวน 
(หัว) 

น า้หนัก 
(kg) 

ชุดควบคุม 3.80 a2 41.40 b 
ปฏิปักษ ์SB02 3.40 ab 52.30 ab 
ปฏิปักษ ์SD03 3.30 ab 55.80 a 
ปฏิปักษ ์SPP07 2.50 b 57.80 a 
LSD (P=0.05) 

CV (%) 
1.16 
39.26 

11.48 
24.42 

1ค่าเฉล่ีย 10 ซ ้ า, 2ตวัอกัษรเหมือนกนัใน column เดียวกนั แสดงวา่ ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

ส่วนการควบคุมโรคในสภาพโรงเรือน โดยท าการทดสอบกบัตน้มนัฝร่ังทั้งหมด 20 กรรมวิธี 
ประเมินเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตท่ี 25 วนั ประเมินความรุนแรงของโรคท่ี 45 วนั และประสิทธิภาพในการ
ควบคุมโรคท่ีเวลา 45 วนัหลงัการปลูกเช้ือทดสอบ พบวา่ เม่ือท าการวเิคราะห์ผลทางสถิติและเปรียบเทียบ
ค่าเฉล่ียของแต่ละกรรมวิธีท่ีระดบัค่าความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์ชุดการทดลองท่ีใชแ้บคทีเรียปฏิปักษไ์อ
โซเลท SB02, SD03 และ SPP07 ร่วมกบัการปลูกเช้ือ F. graminearum เทียบกบัชุดควบคุมท่ีปลูกเพียงเช้ือ
รา F. graminearum ไอโซเลท CP01 มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติท่ี 54.54, 81.81, 72.72 และ 63.00 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั (ตารางท่ี 20) มีระดบัการเกิดโรคท่ี 2.59, 1.73, 2.14 และ 2.68 ตามล าดบั (ตารางท่ี 21) และมี
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ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคท่ี 3.89,35.59 และ 20.39 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (ภาพท่ี 36) สอดคลอ้งกบั
การรายงานของ Anahosur (2001) วา่เช้ือปฏิปักษ ์Trichoderma  harzianum, T. viride, Gliocladium virens, 
Penicillium sp., Paeocilomyces lilacinus,  Pseudomonas fluorescens, B. subtilis และ  Mycorrhizae มี
ศักยภาพในการควบคุมโรครากเน่า เห่ียว และรากเน่าโคนเน่าอันเกิดจากเช้ือสาเหตุ S.  rolfsii, 
Macrophomina  phaseolina, Rhizoctonia solani, Fusarium sp. และ Pythium debarianum และรายงานของ 
Khan et al. (2018) วา่เช้ือแบคทีเรีย Bacillus simplex 30N-5, B. simplex 11, B. simplex 237 และ B. subtilis 
30VD-1 มีสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช และคุณสมบัติทางชีวภาพ โดย. subtilis 30VD-1 มี
ประสิทธิภาพสูงท่ีสุดในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Fusarium spp. ภายใตส้ภาวะห้องปฏิบติัการ และ
เม่ือใช้สารสกัด 1-butanol ท่ีได้จากเช้ือ B. subtilis 30VD-1 สามารถยบัย ั้งการเจริญของเส้นใยได้ท่ี                    
40 เปอร์เซ็นต์ อีกทั้ งจากการรายงานของ Grosu et al. (2015) ว่าเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. 
สามารถน ามาใช้ควบคุมเช้ือรา Fusarium graminearum และ F. culmorum สาเหตุโรค head blight ของ
ข้าวสาลีได้ โดยพบว่า Bacillus amyloliquefaciens สายพันธ์ุ BIR และ B3 มีศักยภาพในการกระตุ้น            
การงอกของเมล็ดข้าวสาลี  รวมถึงการเจริญเติบโตของต้น และชะลอการเข้าท าลายของเ ช้ือรา                                  
F. graminearum และ F. culmorum ในระยะแรกของขา้วสาลี ท่ี 78 และ 86 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั  

ตารางที่ 20 ผลการทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SB02, SD03 และ SPP07 ต่อการ
เจริญของหวัพนัธ์ุมนัฝร่ังหลงัจากปลูกเช้ือสาเหตุโรค ท่ีเวลา 25 วนั 

 
กรรมวธีิ 

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวติของต้นมนัฝร่ัง (%) 

ชุดควบคุม F. graminearum 
CP01 

S. rolfsii 
SC01 

S. tendea 
MJ21 

R. solanacearum 
CK01 

P. 
carotovorum 

SR03 
ชุดควบคุม 90.90 63.0 0.0 54.54 63.63 36.36 

ปฏิปักษ ์SB02 95.45 54.54 31.81 68.18 68.18 50.0 

ปฏิปักษ ์SD03 95.45 81.81 22.72 90.90 63.63 59.09 

ปฏิปักษ ์
SPP07 

95.45 72.72 13.63 81.81 59.09 27.27 

1ค่าเฉล่ีย 10 ซ ้ า 
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ตารางที่ 21 ผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ ไอโซเลท SB02, SD03 และ SPP07 
ในการควบคุมเช้ือสาเหตุโรคของมนั ฝร่ัง หลงัจากปลูกเช้ือทดสอบ ท่ีเวลา 45 วนั 

 
 

กรรมวธีิ1 

ระดบัการเกดิโรค2 

F. graminearum 
CP01 

S. rolfsii 
SC01 

S. tendea 
MJ21 

R. solanacearum 
CK01 

P. carotovorum 
subsp. basiliense 

SR03 
ชุดควบคุม 0.00 c 0.00 c 0.00 c 0.00 c 0.00 c 
ปลูกเช้ือสาเหต ุ 2.68 a 4.00 a 2.86 a 3.41 a 3.64 a 
ปฏิปักษ ์SB02 2.59 a 3.27 b 2.36 ab 2.95 ab 2.59 b 
ปฏิปักษ ์SD03 1.73 b 3.36 b 1.86 b 2.55 b 2.50 b 
ปฏิปักษ ์SPP07 2.14 ab 3.59 ab 2.09 b 2.77 ab 2.55 b 

LSD (P=0.05) 0.77 0.62 0.69 0.67 0.87 

CV (%) 56.33 28.90 50.77 38.03 51.27 
1ค่าเฉล่ีย 10 ซ ้ า  
2ระดบัการเกิดโรค:  

Sclerotium sp. ประกอบดว้ย 4 ระดบั ดงัน้ี 
ระดบัท่ี 0 = ไม่ปรากฏอาการ 
ระดบัท่ี 1 = ผอมสูง 
ระดบัท่ี 2 =  ล าตน้มีแผลเลก็นอ้ย 
ระดบัท่ี 3 =  ล าตน้มีแผล และลม้ 
ระดบัท่ี 4 = ตน้ลม้ตาย  
Fusarium sp. ประกอบดว้ย 4 ระดบั ดงัน้ี 
ระดบัท่ี 0 =  ไม่ปรากฏอาการ 
ระดบัท่ี 1 =  แคระ หรือผอมสูง 
ระดบัท่ี 2 =  มีใบสีเหลืองอ่อนถึงเหลือง หรือเห่ียวเลก็นอ้ย 
ระดบัท่ี 3 =  ใบล่างร่วง ใบบนเห่ียวมาก 
ระดบัท่ี 4 =  ตน้ตาย 

Pectobacterium sp. ประกอบดว้ย 4 ระดบั ดงัน้ี 
ระดบัท่ี 0 =  ไม่ปรากฏอาการ 
ระดบัท่ี 1 =  แคระหรือผอมสูง 
ระดบัท่ี 2 =  โคนล าตน้มีแผลนอ้ยกวา่ 50 เปอร์เซ็นต ์
ระดบัท่ี 3 =  โคนล าตน้มีแผลมากกวา่ 51 เปอร์เซ็นต ์
ระดบัท่ี 4 =  ตน้ลม้ตาย 
Ralstonia sp. ประกอบดว้ย 4 ระดบั ดงัน้ี 
ระดบัท่ี 0 =  ไม่ปรากฏอาการ 
ระดบัท่ี 1 =  ตน้แคระ หรือผอมสูง 
ระดบัท่ี 2 =  ใบอ่อนร่วงรวย หรือมีอาการเห่ียว 
ระดบัท่ี 3 =  4 ใบหรือมากกวา่มีอาการเห่ียว 
ระดบัท่ี 4 =  ตน้เห่ียวตาย 

Streptomyces sp. ประกอบดว้ย 4 ระดบั ดงัน้ี 
ระดบัท่ี 0 =  ไม่ปรากฏอาการ 
ระดบัท่ี 1 =  ผอมสูง 
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ระดบัท่ี 2 =  มีใบสีเหลืองอ่อนถึงเหลือง 
ระดบัท่ี 3 =  แคระแกรน 
ระดบัท่ี 4 =  ตน้ตาย หรือไม่งอก 

 

 

ภาพที ่36 ประสิทธิภาพในการควบคุมโรค(%) ในสภาพโรงเรือนของแบคทีเรียปฏิปักษ ์
เช้ือสาเหตุ: 
CP01 = เช้ือรา Fusarium graminearum ไอโซเลท CP01 สาเหตุโรค dry rot  
SC01 = เช้ือรา Sclerotium rolfsii ไอโซเลท SC01 สาเหตุโรคหวัเน่าหรือล าตน้เน่า 
MJ21 = เช้ือแบคทีเรีย Strptomyces tendea ไอโซเลท MJ21 สาเหตุโรคข้ีกลาก 
CK01 = เช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum ไอโซเลท CK01 สาเหตุโรคเห่ียวเขียว หรือเน่า
สีน ้าตาล 
SR03 = เช้ือแบคทีเรีย Pectobcterium carotovorum subsp. basiliense ไอโซเลท SR03 สาเหตุ
โรคเน่าเละหรือแขง้ด า 
แบคทีเรียปฏิปักษ ์: 
SB02 = แบคทีเรียปฏิปักษ ์Bacillus velezensis ไอโซเลท SB02 
SD03 = แบคทีเรียปฏิปักษ ์Bacillus velezensis ไอโซเลท SD03 
SPP07 = แบคทีเรียปฏิปักษ ์Bacillus velezensis ไอโซเลท SPP07 
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ส าหรับชุดการทดลองท่ีใชแ้บคทีเรียปฏิปักษ ์ไอโซเลท SB02, SD03 และ SPP07 ร่วมกบัการปลูก
เช้ือ S. rolfsii เทียบกบัชุดควบคุมท่ีปลูกเพียง S. rolfsii ไอโซเลท SC01 พบมีเปอร์เซ็นตใ์นการรอดชีวิตท่ี 
31.81, 22.72, 13.63 และ 0.00 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (ตารางท่ี 20) มีระดบัการเกิดโรคท่ี 3.27, 3.36, 3.59 
และ 4.00 ตามล าดับ (ตารางท่ี 21) และมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคท่ี 18.19, 15.91, และ 10.23 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (ภาพท่ี 36) จากการายงานของ Abd-Allah (2005) พบวา่แบคทีเรียปฏิปักษ ์Bacillus 
subtilis สามารถควบคุมโรคท่ีเกิดจากการเขา้ท าลายของเช้ือรา S. rolfsii ของถัว่ได ้และพบวา่ B. subtilis มี
การสร้างสารตา้นทานเช้ือราดว้ย (antifungal) ส่วนชุดการทดลองท่ีใชแ้บคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลท SB02, 
SD03 และ SPP07 ร่วมกบัการปลูกเช้ือ S. tendea เทียบกบัชุดควบคุมท่ีปลูกเพียงเช้ือ S. tendea ไอโซเลท 
MJ21 พบมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตท่ี 62.5, 83.3, 75.0 และ 50.0 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (ตารางท่ี 20) มี
ระดบัการเกิดโรคท่ี 2.09, 2.36, 1.86 และ 2.86 ตามล าดบั (ตารางท่ี 21) และมีประสิทธิภาพในการควบคุม
โรคท่ี 11.86, 30.51 และ 22.03 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (ภาพท่ี 36) สอดคลอ้งกบัการรายงานของ Chih et al. 
(2018) พบแบคทีเรียปฏิปักษ ์B. amyloliquefaciens Ba01 สามารถลดความรุนแรงของโรค common scab 
ท่ีเกิดจากเช้ือ S. scabies ของมนัฝร่ังภายในสภาพแปลงปลูกลงไดจ้าก 55.6 ± 11.1 เปอร์เซ็นต์ เหลือเพียง 
4 .2  ± 1.4 เปอร์เซ็นต์ และจากการ ศึกษาของ Qingxiao and Jianjun (2017) ว่าแบคทีเ รียปฏิปักษ์                             
B. velezensis BAC03 สามารถลดความรุนแรงของโรคข้ีกลากท่ีเกิดจากเช้ือ S. scabies ของหวัไชเทา้ลงได้
และยงัพบวา่สามารถช่วยเพิ่มน ้ าหนกัของหวัมนัฝร่ังและจ านวนใบของตน้มนัฝร่ัง ส าหรับชุดการทดลอง
ท่ีใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SB02, SD03 และ SPP07 ร่วมกบัการปลูกเช้ือ P. carotovorum subsp. 
basiliense เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมท่ีปลูกเพียงเช้ือ P. carotovorum subsp. basiliense ไอโซเลท SR03 มี
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตท่ี 50.0, 59.09, 27.27 และ 36.36 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (ตารางท่ี 20) มีระดบัการ
เกิดโรคท่ี 2.59, 2.50, 2.55 และ 3.64 ตามล าดบั (ตารางท่ี 21) และมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคท่ี 
28.75, 28.75, 31.25 และ 30.00 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (ภาพท่ี 36) สอดคล้องกับงานทดลองของ El-
Hendawy and Abo-Elyousr (2016) ท่ีไดท้  าศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ P. fluoresces (Pf2), 
B. subtilis (Bs3) และ Rahnella acquatilis (Ra39) มาควบคุมเช้ือ P. atrosepticum สาเหตุโรคแขง้ด าของ
มนัฝร่ังในสภาพโรงเรือน ซ่ึงพบวา่หากท าการแช่หวัพนัธ์ุมนัฝร่ังในเซลลแ์ขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปักษ์
ของทั้ง 3 ไอโซเลทก่อนจะมีประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือสาเหตุได้ดี และในชุดการทดลองท่ีใช้
แบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลท SB02, SD03 และ SPP07 ร่วมกบัการปลูกเช้ือ R. solanacearum เทียบกบัชุด
ควบคุมท่ีปลูกเพียงเช้ือ R. solanacearum ไอโซเลท CK01 มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตท่ี 68.18, 63.63, 59.09 
และ 63.63 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (ตารางท่ี 20) มีระดบัการเกิดโรคท่ี 2.95, 2.55, 3.50 และ 3.41 ตามล าดบั 
(ตารางท่ี 21) และมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคได ้13.33, 25.33 และ 18.67 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
(ภาพท่ี 36) สอดคล้องกับการรายงานของ Yendyo et al. (2017) ว่าแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis เม่ือ



 

85 

น ามาใช้ควบคุมเช้ือ R. solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวในมะเขือเทศในสภาพแปลงปลูกนั้นไม่มีความ
แตกต่างทางสถิติกบัการใชแ้บคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens และเช้ือรา Trichoderma spp.  

 

ภาพที ่37 ลกัษณะอาการของตน้มนัฝร่ังเม่ือท าการปลูกเช้ือสาเหตุในสภาพโรงเรือนเทียบกบัชุดควบคุม 
ก. ชุดควบคุม 
ข. ตน้มนัฝร่ังท่ีผา่นการปลูกเช้ือรา Fusarium graminearum 
ค. ตน้มนัฝร่ังท่ีผา่นการปลูกเช้ือแบคทีเรีย Streptomyces tendae 
ง. ตน้มนัฝร่ังท่ีผา่นการปลูกเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum 
จ.- ช. ตน้มนัฝร่ังท่ีผา่นการปลูกเช้ือรา Sclerotium rolfsii 
ซ. - ด. ตน้มนัฝร่ังท่ีผา่นการปลูกเช้ือรา Pectobacterium carotovorum subsp. basiliense 
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บทที ่5 

สรุปผลการทดลอง 

จากการแยกเช้ือสาเหตุจากตวัอย่างหัวพนัธ์ุมนัฝร่ังท่ีแสดงอาการเน่าแห้ง (dry rot) หัวเน่า 
(tuber rot) และข้ีกลาก (scab) เม่ือทดสอบความสามารถในการเกิดโรค พบ 4 ไอโซเลท ท่ีสามารถเกิด
โรคได ้ไดแ้ก่ ไอโซเลท CP01 และ PP03 ใหอ้าการโรคเน่าแหง้ ตวัอยา่งจากอ าเภอไชยปราการ จงัหวดั
เชียงใหม่ และอ าเภอพบพระ จงัหวดัตาก ตามล าดบั ไอโซเลท SC01 ให้อาการโรคหวัเน่า ท่ีตวัอย่าง
จากอ าเภอสันทราย จังหวดัเชียงใหม่ และ ไอโซเลท MJ21 ให้อาการโรคข้ีกลาก ตัวอย่างจาก                   
อ าเภอจอมทอง จงัหวดัเชียงใหม่ และ นอกจากน้ีไดแ้ยกตวัอยา่งมนัฝร่ังและตน้มนัฝร่ังท่ีแสดงอาการ
ผิดปกติท่ีพบในแปลงปลูกของเกษตรกรและเม่ือทดสอบความสามารถในการเกิดโรค พบจ านวน                
6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ ไอโซเลท SR01 และ SR03 จากตวัอย่างตน้มนัฝร่ังท่ีแสดงอาการโรคแขง้ด า จาก
อ าเภอเชียงค า จงัหวดัพะเยา และไอโซเลท MA01, CK01, MK01 และ CD01 ตวัอย่างหัวมนัฝร่ังท่ี
แสดงอาการเน่าสีน ้าตาล จากอ าเภอไชยปราการ อ าเภอเชียงดาว และอ าเภอแม่อาย จงัหวดัเชียงใหม่   

 เม่ือจดัจ าแนกชนิดของเช้ือสาเหตุโรคโดยอาศยัเทคนิคทางโมเลกุล พบวา่ จากการวิเคราะห์
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน ITS1 และ ITS4 ของเช้ือรา Fusarium sp. ไอโซเลท CP01 จดัเป็นเช้ือรา 
Fusarium gramenearum ส่วน Sclerotium sp. ไอโซเลท SC01 เม่ือท าการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอท่ีสกดัได้
โดยใช้ไพรเมอร์ SCR-F และ SCR-R พบแถบดีเอ็นเอขนาด 540 bp ท่ีสามารถยืนยนัไดว้า่เป็นเช้ือรา 
Sclerotium rolfsii ส่วนเ ช้ือแบคที เ รีย  Streptomyces sp.ไอโซเลท MJ21 และ Pectobaterium sp.                      
ไอโซเลท SR01 และ SR03 เม่ือวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ตรงต าแหน่งยีน 16S rRNA ไอโซเลท 
MJ21 คือเช้ือแบคทีเรีย Streptomyces tendea ส่วนไอโซเลท SR03 คือเช้ือ Pectobaterium carotovorum 
subsp. basiliense ส่วนเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum ทั้ง 4 ไอโซเลท เม่ือจ าแนก phylotype 
ดว้ยเทคนิค phylotype-specific multiplex PCR (Pmx-PCR) และจ าแนก sequevar ดว้ยวธีิการวเิคราะห์ 
ยีนในต าแหน่ง endoglucanase (egl) และ hypersensitive reaction and pathogenicity (hrpB) พบว่า              
เช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum ทั้ง 4 ไอโซเลท จดัอยูใ่น ไบโอวาร์ 2 phylotype II และ sequevar 1    
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 ส าหรับการแยกเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ และคดัเลือกจากทั้งหมด 83 ไอโซเลท ไดแ้บคทีเรีย
ปฏิปักษ์  4  ไอโซเลท ท่ีผ่านการคัดเ ลือก ได้แก่  SB02, SD03, SD08 และ  SPP07 มาทดสอบ
ประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือสาเหตุทั้ง 5 ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท CP01 สาเหตุโรคเน่าแห้ง              
ไอโซเลท SC01 สาเหตุโรคหวัเน่า ไอโซเลท MJ21 สาเหตุโรคข้ีกลาก ไอโซเลท SR03 สาเหตุโรคเน่า
เละหรือแขง้ด า และ ไอโซเลท CK01 สาเหตุโรคเห่ียวเขียวและเน่าสีน ้ าตาล พบวา่ SB02 มีเปอร์เซ็นต์
ยบัย ั้งการเจริญเส้นใยของเช้ือรา F. graminearum ไอโซเลท CP01 และเช้ือรา S. rofsii ไอโซเลท SC01 
สูงสุดท่ี 57.02 และ 47.81 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และยงัมีรัศมีความกวา้งในการยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย
สาเหตุ P. carotovorum subsp. basiliense ไอโซเลท SR03 สูงสุดท่ี 7.50 มิลลิเมตร ส่วน SPP07 มีรัศมี
ความกวา้งในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย S. tendea ไอโซเลท MJ21 และ R. solanacearum 
ไอโซเลท CK01 สูงสุดท่ี 13.63 และ 8.25 มิลลิเมตร ตามล าดบั 

 จากการน าแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 4 ไอโซเลท ได้แก่ SB02, SD03, SD08 และ SPP07 มาจดั
จ าแนกได้อยู่ในกลุ่ม Bacillus sp. จากนั้นจึงน ามาวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA 
พบวา่ มีความเหมือนกบับริเวณยีน 16S rRNA ของ Bacillus velezensis จึงจดัเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง                  
4 ไอโซเลท อยู่ในกลุ่ม B. velezensis นอกจากน้ีพบว่าแบคทีเรียปฏิปักษ์สามารถสังเคราะห์                   
กรดอินโดลอะซีติก (indole-3-acetic acid; IAA) ได้เท่ากับ 321.78, 374.78, 370.33 และ 327.33 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั และยงัมีต าแหน่งของยนีท่ีสามารถสร้างสารปฏิชีวนะ iturin A และ 
bacillomycin D ไดท้ั้ง 4 ไอโซเลทเช่นกนั 

จากการทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมโรคของมนัฝร่ังในสภาพ
โรงเรือน โดยใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์ 3 ไอโซเลท ได้แก่ SB02, SD03 และ SPP07 พบว่า แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ไอโซเลท SD03 มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคของมันฝ ร่ัง ท่ี เ กิดจาก  เ ช้ือรา                                     
F. graminearum ไอโซเลท CP01 เช้ือรา S. rofsii ไอโซเลท SC01 เช้ือแบคทีเรีย S. tendea ไอโซเลท 
MJ21 เ ช้ื อแบคที เ รีย  P. carotovorum subsp. basiliense ไอโซ เลท SR03 และ  เ ช้ือแบคที เ รี ย                                    
R. solanacearum ไอโซเลท CK01 ท่ี 35.59, 15.91, 30.51, 25.33 และ 21.25 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั โดย
ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 95 เปอร์เซ็นต ์
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลีย้งเช้ือ และอาหารทดสอบ 

1. Nutrient Agar (NA) 
 Peptone    5  กรัม 
 Beef extract   3 กรัม 
 Agar    15 กรัม 
 Distilled water   1000 มิลลิลิตร 
2. Nutrient Broth (NB) 
 Beef extract   3 กรัม 
 Peptone    5 กรัม 
 Distilled water   1000 มิลลิลิตร 
3. King’s Medium B (KB) 
 Peoteose peptone   20 กรัม 
 K2HPO4    1.5 กรัม 
 MgSO4.7H2O   1.5 กรัม 
 Glycerol    15 กรัม 
 Agar    15 กรัม 
 Distilled water   1000 มิลลิลิตร 
 Malachite green   10 มิลลิกรัม 
 Agar    15 กรัม 
 Distilled water   1000 มิลลิลิตร 
4. Nutrient Broth (NB) 
 Beef extract   3 กรัม 
 Peptone    5 กรัม 
 น ้ำกลัน่    1000 มิลลิลิตร 
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5. 6.5% NaCl Growth 
 NaCl    6.5 กรัม 
 Agar                   15 กรัม 
 Distilled water   1 L 
6. Citrate  
 (NH4)H2PO4   1 กรัม 
 K2HPO4    1 กรัม 
 NaCl    5 กรัม 
 Sodium citrate   2 กรัม 
 Magnesium sulfate  0.2 กรัม 
 Bromthymol blue  0.08 กรัม 
 Agar    15 กรัม 

Distilled water   1000 มิลลิลิตร 
7. Motility 
 Trytose    10 กรัม 
 Sodium chloride   5 กรัม 
 Agar       5 กรัม 
 Distilled water   1000 มิลลิลิตร 
8. Starch hydrolysis 

Soluble starch    2 กรัม 
Yeast extract   5 กรัม 
Peptone    5 กรัม 
Beef extract   5 กรัม 
Agar    15 กรัม 
Distilled water   1000 มิลลิลิตร 
pH 6.8 

9. Voges–Proskauer medium (MR/VP test) 
 Polypeptone   7 กรัม 
 Glucose    5 กรัม 
 Dipotassium phosphate  5 กรัม 

Distilled water   1000 มิลลิลิตร 
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10. Luria Bertani (LB) 
 Proteose peptone   10 กรัม 
 Tryptone    20 กรัม 
 NaCl    5 กรัม 
 Distilled water   1000  มิลลิลิตร
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ภาคผนวก ข 

การทดสอบคุณสมบัตทิางสัณฐานวทิยา และชีวเคมีของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ 

1. การทดสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา 

1.1 การย้อมสีแบบแกรม (Gram staining) 

เตรียมสไลด์สะอำด หยดน ้ ำกลัน่ 1 หยด แลว้ใช้ห่วงถ่ำยเช้ือ แตะเช้ือแบคทีเรียอำยุประมำณ       
2 วนั แลว้น ำมำเกล่ียใหบ้ำง ๆ บนน ้ำกลัน่ฆ่ำเช้ือท่ีหยดบนสไลด ์ปล่อยใหเ้ช้ือแหง้ โดยวธีิ air dry แลว้ 
fix เช้ือ โดยผำ่นเปลวไฟไปมำ 2–3 คร้ัง ระวงัอยำ่ใหเ้ช้ือโดนควำมร้อนมำกเกินไปเพรำะจะท ำใหเ้ซลล์
แตกหรือเสียรูปร่ำงได ้จำกนั้นหยด crystal violet ให้ท่วมรอย smear ยอ้มเป็นเวลำ 1 นำที จำกนั้นลำ้ง
ออกดว้ยน ้ ำกลัน่ หยดสำรละลำย iodine ให้ท่วมรอย smear แลว้ปล่อยไวอี้ก 1 นำที แลว้ลำ้งออกดว้ย 
95% ethyl alcohol จนไม่มีสีติดออกมำ แลว้ลำ้งดว้ยน ้ำกลัน่ จำกนั้นหยด safranin O ใหท้่วม ปล่อยทิ้ง
ไว ้30 วนิำที ลำ้งออกดว้ยน ้ ำกลัน่ ซบัน ้ำดว้ยกระดำษทิชชู่ หรือผำ้แหง้ จำกนั้นน ำไปส่องภำยใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ 

1.2 การย้อมสีสปอร์ 

ตรวจดูต ำแหน่งของสปอร์ โดยเตรียมสไลด์สะอำด หยดน ้ ำกลัน่ 1 หยด แลว้ใช้ห่วงถ่ำยเช้ือ 
แตะเช้ือแบคทีเรียอำยุประมำณ 3–4 วนั แลว้น ำมำเกล่ียให้บำง ๆ บนน ้ ำกลัน่ฆ่ำเช้ือท่ีหยดบนสไลด์ 
ปล่อยให้เช้ือแห้ง โดยวิธี air dry แลว้ fix เช้ือ โดยผ่ำนเปลวไฟไปมำ 2–3 คร้ัง ระวงัอย่ำให้เช้ือโดน
ควำมร้อนมำกเกินไปเพรำะจะท ำให้เซลล์แตกหรือเสียรูปร่ำงได ้หยดสี malachite green ให้ท่วมรอย 
smear บนไอน ้ ำร้อน 100 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 5 นำที จำกนั้นลำ้งออกดว้ยน ้ ำกลัน่ จำกนั้นหยด 
safranin O ให้ท่วม ปล่อยทิ้งไว ้30 วินำที ลำ้งออกด้วยน ้ ำกลัน่ ซับน ้ ำดว้ยกระดำษทิชชู่ หรือผำ้แห้ง 
จำกนั้นน ำไปส่องภำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
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2. การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี 

2.1 การทดสอบการสร้างเอนไซม์ catalase 

วธีิทดสอบ 

1. เล้ียงเช้ือแบคทีเรียบนอำหำร NA อำยปุระมำณ 24–48 ชัว่โมง  
2. หยด H2O2 เขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์ลงบนสไลด ์ใชห่้วงถ่ำยเช้ือ แตะเช้ือแบคทีเรียลงบน H2O2 

ผลบวก   เกิดฟองก๊ำซข้ึนทนัที แสดงวำ่เช้ือสำมำรถสร้ำงเอน็ไซม ์catalase 
ผลลบ  ไม่เกิดฟองก๊ำซข้ึนทนัที แสดงวำ่เช้ือไม่สำมำรถสร้ำงเอน็ไซม ์catalase 

2.2 การทดสอบการสร้างเอนไซม์ oxidase 

วธีีทดสอบ 

1. น ำกระดำษกรองท่ีเคลือบดว้ยสำร tetramethl-p-phenylene-diamine dihydrochlorine 
(Oxidase reagent) ใช ้ห่วงถ่ำยเช้ือเข่ียเช้ือมำขีดบนกระดำษกรองเป็นลกัษณะเส้นตรง 1 ขีด 
ผลบวก   จะไดส้ำรประกอบสีม่วงน ้ำเงินข้ึนภำยใน 10 วนิำที  

2.3 การทดสอบการย่อยแป้ง (Starch hydrolysis) 

วธีิทดสอบ 

1. เล้ียงเช้ือลงในอำหำร Starch hydrolysis plate โดยใชก้ระดำษกรองรูปวงกลมขนำดเส้นผ่ำน
ศูนยก์ลำง 5 มิลลิเมตร แตะเช้ือแบคทีเรียแลว้น ำไปเล้ียงบนอำหำรดงักล่ำว บ่มเช้ือ 48 ชัว่โมง 
2. เทสำรละลำย 1% Lugol’s iodine รำดบนอำหำรท่ีมีเช้ือเจริญอยู ่แลว้สังเกตกำรเปล่ียนสีรอบ
โคโลนี 
ผลบวก  อำหำรเปล่ียนเป็นสีน ้ำเงินแต่บริเวณรอบโคโลนีไม่มีสี  
ผลลบ  อำหำรเปล่ียนเป็นสีน ้ำเงินแต่บริเวณรอบโคโลนียงัคงเป็นสีน ้ำเงิน 

2.4 การทดสอบการใช้ซิเตรท (citrate) 

วธีิทดสอบ 

1. เล้ียงเช้ือแบคทีเรียอำย ุ48 ชัว่โมง บนอำหำร Simmon’s citrate agar  
2. บ่มเช้ือนำน 48 ชัว่โมง สังเกตกำรเปล่ียนสีของอำหำร 
ผลบวก  อำหำรเปล่ียนจำกสีเขียวเป็นสีน ้ำเงิน  
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ผลลบ  อำหำรไม่เปล่ียนเป็นสีน ้ำเงิน 

2.5 การทดสอบการเคล่ือนที ่(Motility test)  

วธีิทดสอบ 

1. ใชเ้ขม็เข่ียแตะเช้ือแบคทีเรีย แลว้ stab ลงในอำหำร Motility test 
2. บ่มเช้ือนำน 48 ชัว่โมง 
ผลบวก  เช้ือเจริญกระจำยรอบๆบริเวณรอย stab 
ผลลบ  เช้ือไม่เจริญกระจำยรอบๆบริเวณรอย stab 

2.6 การทดสอบ VP (Voges–Proskauer) 

วธีิทดสอบ 

1. เล้ียงเช้ือแบคทีเรียอำย ุ48 ชัว่โมง บนอำหำร VP (Voges–Proskauer) 
2. บ่มเช้ือนำน 48 ชัว่โมง  
3. หยดสำร VP reagent A 6 หยด และ VP reagent A 2 หยด (3:1) แลว้สังเกตกำรเปล่ียนสี 
ผลบวก  อำหำรเปล่ียนจำกสีเหลืองเป็นสีแดง ภำยใน 5–10 นำที  
ผลลบ  อำหำรทดสอบไม่เปล่ียนสี 

*หมำยเหตุ ถำ้ทิ้งไวน้ำนเกินไป อำหำรจะเปล่ียนเป็นสีแดง



 

109 

ภาคผนวก ค 

การจ าแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรีย 

Identification flow charts 
 

Differentiation via Gram stains and cell morphology 
 

 
 

ภาพที ่1 กำรจ ำแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรียโดยกำรยอ้มสีแบบแกรม 
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Identification flow charts 
 

Gram Positive Rods ID Flowchart 
Gram Positive Rods 

 

 

ภาพที ่2 กำรจ ำแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก รูปแท่ง 
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Identification flow charts 

Bacillus spp. ID Flowchart 

Bacillus spp. 
 

 
 
ภาพที ่3 กำรจ ำแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรีย Bacillus spp. 
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Identification flow charts 
Differentiation of commonly isolated genera 

 
ภาพที ่4 กำรจ ำแนกเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก และแกรมลบ 
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ภาคผนวก ง 

การวเิคราะห์สถติิ 

ตารางที่ 1  กำรทดสอบประสิทธิภำพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ในกำรควบคุมเช้ือรำ Fusarium 
graminearum ไอโซเลท CP01 สำเหตุโรคเน่ำแหง้ (dry rot) ของมนัฝร่ัง 

Source DF SS MS F P 

Treatment 3     47.899           15.9665 0.49 0.7018 

Error 8    263.158    32.8947   

Corrected total 11 311.057    

Grand Mean 55.044     

CV (%) 10.42     

ตารางที ่2  กำรทดสอบประสิทธิภำพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษใ์นกำรควบคุมเช้ือรำ Sclerotium rolfsii 
ไอโซเลท SC01 สำเหตุโรคหวัเน่ำของมนัฝร่ัง 

Source DF SS MS F P 

Treatment 3 186.277      62.0923     2695 0.0000 

Error 12          0.276 0.0230   

Corrected total 15    186.553    

Grand Mean 42.305     

CV (%) 0.36     
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ตารางที่ 3  กำรทดสอบประสิทธิภำพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ในกำรควบคุมเช้ือ Streptomyces 
tendea ไอโซเลท MJ21 สำเหตุโรคข้ีกลำกของมนัฝร่ัง 

Source DF SS MS F P 

Treatment 3    12.227          4.07576 3.00 0.0351 

Error 84   1 114.091    .35823   

Corrected total 87 126.318    

Grand Mean 2.2955     

CV (%) 50.77     

ตารางที่ 4  กำรทดสอบประสิทธิภำพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ในกำรควบคุมเช้ือแบคทีเรีย 
Pectobacterium carotovorum subsp. basiliense ไอโซเลท SR01 สำเหตุแขง้ด ำหรือเน่ำเละ
ของมนัฝร่ัง 

Source DF SS MS F P 

Treatment 3       5.1719    1.72396     3.48 0.0502 

Error 12     5.9375    0.49479   

Corrected total 15    11.1094    

Grand Mean 6.4063     

CV (%) 10.98     

ตารางที่ 5  กำรทดสอบประสิทธิภำพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ในกำรควบคุมเช้ือแบคทีเรีย 
Pectobacterium carotovorum subsp. basiliense ไอโซเลท SR03 สำเหตุแขง้ด ำหรือเน่ำเละ
ของมนัฝร่ัง 

Source DF SS MS F P 

Treatment 3    14.5469    4.84896     6.17    0.0089 

Error 12     9.4375    0.78646   

Corrected total 15    23.9844    

Grand Mean 6.2188     

CV (%) 14.26     
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ตารางที ่6  กำรทดสอบประสิทธิภำพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษใ์นกำรควบคุมเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia 
solanacearum ไอโซเลท CK01 สำเหตุเห่ียวเขียวหรือเน่ำสีน ้ำตำลของมนัฝร่ัง 

Source DF SS MS F P 

Treatment 3     18.307    6.10227     2.63    0.0552 

Error 84    194.682    2.31764   

Corrected total 87 212.989    

Grand Mean 3.7386     

CV (%) 40.72     

ตารางที ่7  กำรทดสอบประสิทธิภำพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษใ์นกำรควบคุมเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia 
solanacearum ไอโซเลท MK01 สำเหตุเห่ียวเขียวหรือเน่ำสีน ้ำตำลของมนัฝร่ัง 

Source DF SS MS F P 

Treatment 3    10.6719    3.55729     6.38    0.0078 

Error 12 6.6875    0.55729   

Corrected total 15 17.3594    

Grand Mean 7.3438     

CV (%) 10.17     

ตารางที ่8  กำรทดสอบประสิทธิภำพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษใ์นกำรควบคุมเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia 
solanacearum ไอโซเลท MA01 สำเหตุเห่ียวเขียวหรือเน่ำสีน ้ำตำลของมนัฝร่ัง 

Source DF SS MS F P 

Treatment 3    12.2500    4.08333     11.5    0.0008 

Error 12     4.2500    0.35417   

Corrected total 15 16.5000    

Grand Mean 8.5000     

CV (%) 7.00     
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ตารางที ่9  กำรทดสอบประสิทธิภำพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษใ์นกำรควบคุมเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia 
solanacearum ไอโซเลท CD01 สำเหตุเห่ียวเขียวหรือเน่ำสีน ้ำตำลของมนัฝร่ัง 

Source DF SS MS F P 

Treatment 3     9.9219    3.30729     3.36    0.0551 

Error 12    11.8125    0.98438   

Corrected total 15    21.7344    

Grand Mean 7.0313     

CV (%) 14.11     

ตารางที ่10  กำรทดสอบประสิทธิภำพของแบคทีเรียปฏิปักษต่์อกำรงอกของเมล็ดมะเขือเทศ 
Source DF SS MS F P 

Treatment 8 5926.22    740.778     5.33    0.0005 

Error 27 3752.00    138.963   

Corrected total 35 9678.22    

Grand Mean 78.222     

CV (%) 15.07     

ตารางที่ 11  กำรทดสอบประสิทธิภำพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ในกำรควบคุมเช้ือรำ Fusarium 
graminearum ไอโซเลท CP01 สำเหตุโรคเน่ำแหง้ (dry rot) ของมนัฝร่ังในสภำพโรงเรือน 

Source DF SS MS F P 

Treatment 3     12.852      4.28409   2.59    0.0583 

Error 84    139.045    1.65530   

Corrected total 87 151.898    

Grand Mean 2.2841     

CV (%) 56.33     
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ตารางที่ 12  กำรทดสอบประสิทธิภำพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ในกำรควบคุมเช้ือรำ Sclerotium 
rolfsii ไอโซเลท SC01 สำเหตุโรคหวัเน่ำของมนัฝร่ังในสภำพโรงเรือน 

Source DF SS MS F P 

Treatment 3     6.9432    2.31439     2.19    0.0952 

Error 84    88.7727    1.05682   

Corrected total 87 95.7159    

Grand Mean 3.5568     

CV (%) 28.90     

ตารางที่ 13  กำรทดสอบประสิทธิภำพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ในกำรควบคุมเช้ือ Streptomyces 
tendea ไอโซเลท MJ21 สำเหตุโรคข้ีกลำกของมนัฝร่ังในสภำพโรงเรือน 

Source DF SS MS F P 

Treatment 3     1.3089    0.43630     1.91    0.1420 

Error 44    10.0532    0.22848   

Corrected total 47    11.3620    

Grand Mean 0.4410     

CV (%) 108.38     

ตารางที่ 14  กำรทดสอบประสิทธิภำพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ในกำรควบคุมเช้ือแบคทีเรีย 
Ralstonia solanacearum ไอโซเลท CK01 สำเหตุเห่ียวเขียวหรือเน่ำสีน ้ ำตำลของมนัฝร่ัง
ในสภำพโรงเรือน 

Source DF SS MS F P 

Treatment 3     8.852       2.95076     2.39 0.0742 

Error 84    103.591    1.23323   

Corrected total 87 112.443    

Grand Mean 2.9205     

CV (%) 38.03     
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ตารางที่ 15  กำรทดสอบประสิทธิภำพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ในกำรควบคุมเช้ือแบคทีเรีย 
Pectobacterium carotovorum subsp. basiliense ไอโซเลท SR03 สำเหตุแขง้ด ำหรือเน่ำ
เละของมนัฝร่ังในสภำพโรงเรือน 

Source DF SS MS F P 

Treatment 3     19.727    6.57576     3.15    0.0292 

Error 84   175.364    2.08766   

Corrected total 87    195.091    

Grand Mean 2.8182     

CV (%) 51.27     
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