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คดัเลอืกแบคทเีรยีปฏปิ�กษ�ที่มศีกัยภาพ ในการควบคมุเชือ้แบคทีเรยี คดัเลอืกแบคทเีรยีปฏปิ�กษ�ที่มศีกัยภาพ ในการควบคมุเชือ้แบคทีเรยี คดัเลอืกแบคทเีรยีปฏปิ�กษ�ที่มศีกัยภาพ ในการควบคมุเชือ้แบคทีเรยี คดัเลอืกแบคทเีรยีปฏปิ�กษ�ที่มศีกัยภาพ ในการควบคมุเชือ้แบคทีเรยี Erwinia carotovora Erwinia carotovora Erwinia carotovora Erwinia carotovora 
subsp.subsp.subsp.subsp.    carotovoracarotovoracarotovoracarotovora    และและและและ    E. chrysanthemiE. chrysanthemiE. chrysanthemiE. chrysanthemi    สาเหตโุรคเน:าเละกล;วยไม;สาเหตโุรคเน:าเละกล;วยไม;สาเหตโุรคเน:าเละกล;วยไม;สาเหตโุรคเน:าเละกล;วยไม;    
สรุยี�พร  บวัอาจสรุยี�พร  บวัอาจสรุยี�พร  บวัอาจสรุยี�พร  บวัอาจ1111////                            ป@ยรัตน� ป@ยรัตน� ป@ยรัตน� ป@ยรัตน�     ธรรมกจิวฒัน�ธรรมกจิวฒัน�ธรรมกจิวฒัน�ธรรมกจิวฒัน�2222////                            ณฏัฐมิา  โฆษิตเจรญิกลุณฏัฐมิา  โฆษิตเจรญิกลุณฏัฐมิา  โฆษิตเจรญิกลุณฏัฐมิา  โฆษิตเจรญิกลุ1111////            

บุษราคมับุษราคมับุษราคมับุษราคมั        อดุมศักดิ์อดุมศักดิ์อดุมศักดิ์อดุมศักดิ์1111////                        รุ:รุ:รุ:รุ:งนภา  คงสวุรรณ�งนภา  คงสวุรรณ�งนภา  คงสวุรรณ�งนภา  คงสวุรรณ�1111////    
1111////กลุ:มวจิยัโรคพชื กลุ:มวจิยัโรคพชื กลุ:มวจิยัโรคพชื กลุ:มวจิยัโรคพชื     สาํนกัวจิยัพัฒนาการอารักขาพชืสาํนกัวจิยัพัฒนาการอารักขาพชืสาํนกัวจิยัพัฒนาการอารักขาพชืสาํนกัวจิยัพัฒนาการอารักขาพชื    

2222////กลุ:มกลุ:มกลุ:มกลุ:มวจิยัเทคโนโลยชีวีภาพการเกษตร สาํนักวจิยัเทคโนโลยชีวีภาพวจิยัเทคโนโลยชีวีภาพการเกษตร สาํนักวจิยัเทคโนโลยชีวีภาพวจิยัเทคโนโลยชีวีภาพการเกษตร สาํนักวจิยัเทคโนโลยชีวีภาพวจิยัเทคโนโลยชีวีภาพการเกษตร สาํนักวจิยัเทคโนโลยชีวีภาพ    

____________________________ 
    

บทคดัย:อบทคดัย:อบทคดัย:อบทคดัย:อ    
 รวบรวมเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ� จาก culture collections และแยกเก็บเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�
จากบริเวณผิวใบ ผิวราก และแบคทีเรียท่ีเจริญในลําต;นหรือใบกล;วยไม; รวม 70 ไอโซเลต (culture 
collection 58 ไอโซเลต และแยกเก็บเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�จากแปลงเกษตรกรอีก 12 ไอโซเลต) พบ 
19 ไอโซเลต ท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย Ecc และ Ech สาเหตุโรคเน:าเละ 
เม่ือนํามาทดสอบการยับยั้งกับเชื้อแบคทีเรีย Ecc และ Ech ท่ีคัดเลือกเฉพาะไอโซเลตท่ีมีระยะเวลาใน
การเกิดโรคเร็ว และมีความรุนแรงในการเกิดโรคสูง เปZนตัวแทนในการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�
สายพันธ�ท่ีมีศักยภาพ พบเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ� จํานวน 5 ไอโซเลต ท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการ
เจริญของเชื้อแบคทีเรีย Ecc และ Ech ได;ดีทุกสายพันธ� คือ ไอโซเลต BK2, BK5, BK9, BK12 และ 
17W18 ซ่ึงพบ clear zone การยับยั้งเปZนบริเวณกว;างเฉลี่ย 0.15-1.0 มม. 

    
คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    

 กล;วยไม; (orchid) จัดเปZนไม;ดอกท่ีมีสําคัญทางเศรษฐกิจอีกชนิดหนึ่งของประเทศไทย เพราะ
นอกจากจําหน:ายภายในประเทศแล;ว ยังส:งออกต:างประเทศเปZนจํานวนมาก (กรมส:งเสริมการเกษตร, 
2544) ป�จจุบันการปลูกกล;วยไม;มักประสบป�ญหาด;านโรคพืชและแมลง ซ่ึงทําให;ผลผลิตของกล;วยไม;
ลดลง และไม:ได;มาตรฐาน (กรมวิชาการเกษตร, 2547) จากการสํารวจโรคท่ีสําคัญของกล;วยไม; พบว:า
โรคเน:าเละจัดเปZนโรคท่ีสําคัญอย:างหนึ่งท่ีสร;างความเสียหายให;กับเกษตรกร เนื่องจากหากเกิด
ป�ญหาการระบาดแล;ว จะทําให;ต;นเน:าตายเสียหายในเวลาอันรวดเร็ว ก:อให;เกิดอาการใบเน:า ต;น
เน:า ใบเน:าพอง จากการจําแนกเชื้อสาเหตุเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย 2 ชนิด คือ Erwinia carotovora 
subsp. carotovora และ E. chrysanthemi โดยพบการระบาดทําความเสียหายในกล;วยไม;สกุล
การค;าหลายสกุล ท่ีสําคัญได;แก: หวาย แวนดา ช;าง และออนซิเดียม (ป@ยรัตน� และจงวัฒนา, 2551) 
จากรายงานยังไม:มีสารเคมีท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเน:าเละได; Uchida (2006)  
_____________________________ 
รหสัรหสัรหสัรหสัการทดลองการทดลองการทดลองการทดลอง    03030303----04040404----54545454----01010101----03030303----01010101----03030303----54545454    
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ได;รายงานว:า โรคเน:าเละเปZนสาเหตุหลักที่สร;างความเสียหายให;กับการปลูกเลี้ยงกล;วยไม;สกุล
หวายของฮาวาย การควบคุมโรคด;วยสารประกอบคอปเปอร� มักพบป�ญหาของการแพ;สารเคมี ส:วน
การใช;สารปฏิชีวนะ ทําให;เชื้อสาเหตุเกิดการด้ือยาได;ง:าย ป�จจุบันท้ังต:างประเทศและในประเทศ ได;
ศึกษาค;นคว;าหาชีวภัณฑ�มาใช;ในการควบคุมโรคพืชโดยชีวิธี เช:น Aysan et al. (2003) ได;ศึกษาการ
ควบคุมโรคเน:าเละท่ีเกิดจากเชื้อ E. chrysanehemi ของมะเขือเทศ โดยใช;จุลินทรีย�ปฏิป�กษ�ท่ีแยก
จากบริเวณผิวรากของมะเขือเทศ ซึ่งสามารถควบคุมโรคได;สูงถึง 74% นอกจากนั้นยังมีรายงาน
การควบคุมโรคเน:าเละโดยชีววิธีในไม;ดอกไม;ประดับและพืชอีกหลายชนิด เช:น ลิลลี่ และมันฝรั่ง 

โดยใช;แบคทีเรีย Erwinia herbicola Ech252 (Vanneste, 2009) ดังนั้นการวิจัยและพัฒนาการ

ควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี นับว:าเปZนแนวทางในการควบคุมโรคท่ีปลูกภายในโรงเรือน ซ่ึงเปZนการ
ควบคุมโรคอย:างยั่งยืน และลดป�ญหาการใช;สารเคมีควบคุมโรคพืชในอนาคตต:อไป 
 

วิธกีารดาํเนนิการวิธกีารดาํเนนิการวิธกีารดาํเนนิการวิธกีารดาํเนนิการ    
อุปกรณ�อุปกรณ�อุปกรณ�อุปกรณ�    

1. อาหารเลี้ยงแบคทีเรีย ได;แก: Wakimoto’s semisynthetic potato medium (PSA)   
   และ Nutrient glucose agar (NGA) 

 2. เชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�ในกลุ:ม Bacillus spp. จากศูนย�เก็บเชื้อ culture collections  
 3. เชื้อแบคทีเรีย E. carotovora subsp. carotovora (Ecc) และ E. chrysanthemi    (Ech)  
             สาเหตุโรคเน:าเละ จากศูนย�เก็บเชื้อ culture collections 
 4. อุปกรณ�ในห;องปฏิบัติการ ได;แก: ตู;เข่ียเชื้อ ตู;เย็นสําหรับเก็บตัวอย:าง หม;อนึ่งความดัน  
              ตู;ควบคุมอุณหภูมิ ตู;อบ (oven) และอุปกรณ�เครื่องแก;ว เปZนต;น 
 5. สารเคมีท่ีใช;ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
วธิกีารวธิกีารวธิกีารวธิกีาร    
1. การรวการรวการรวการรวบบบบรวม และแยกรวม และแยกรวม และแยกรวม และแยกเเเเชื้อชื้อชื้อชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�แบคทีเรียปฏิป�กษ�แบคทีเรียปฏิป�กษ�แบคทีเรียปฏิป�กษ� 

1.1 คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�ในกลุ:ม Bacillus spp. จากศูนย�เก็บเชื้อ culture 
collections กลุ:มงานบักเตรีวิทยา กลุ:มวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช และแยกเก็บเชื้อ
แบคทีเรียให;บริสุทธิ์ โดยเก็บเชื้อในน้ํากลั่นนึ่งฆ:าเชื้อ และเก็บในหลอดอาหารเอียง (NGA slant) เท
ทับด;วยพาราฟ@นเหลว เพ่ือใช;ในการคัดเลือกเชื้อต:อไป 
 1.2 แยกเก็บเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�จากบริเวณผิวใบ ผิวราก และแบคทีเรียท่ีเจริญในลําต;น
หรือใบกล;วยไม; โดยเลือกตัวอย:างต;นกล;วยไม;ท่ีเจริญเติบโตดี แข็งแรง และปลอดโรค การแยกเชื้อ ตัด
ชิ้นส:วนของบริเวณท่ีจะแยกเชื้อ (ราก หรือใบ) แช:ในน้ํากรองนึ่งฆ:าเชื้อท้ิงไว; เปZนเวลา 30 นาที ใช;ปาก
คีบฆ:าเชื้อหยิบชิ้นส:วนพืช วางบนอาหารสังเคราะห� PSA สําหรับการแยกเชื้อท่ีเจริญในลําต;นและใบ 
ทําการฆ:าเชื้อท่ีผิวโดยใช;แอลกอฮอล� 70 เปอร�เซ็นต� ซับให;แห;ง นํามาสับหรือบดในน้ํากรองนึ่งฆ:าเชื้อ 
แช:ท้ิงไว; เปZนเวลา 3-5 นาที ใช;ลูปท่ีลนไฟฆ:าเชื้อ จุ:มในน้ําบดตัวอย:างมาลาก (streak) บนอาหาร
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สังเคราะห� PSA บ:มเชื้อท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปZนเวลา 24-48 ชั่วโมง จากนั้นจึงเลือกโคโลนีสี
ขาวขุ:น ขอบไม:เรียบ และเปZนแกรมบวก นําไปเลี้ยงให;บริสุทธิ์บนอาหาร PSA ตรวจดูความบริสุทธิ์ของ
เชื้อแบคทีเรีย โดยมีลักษณะโคโลนีเหมือนกัน เลือกแตะโคโลนีเด่ียวนํามาเลี้ยงบนอาหารจนได;เชื้อ
บริสุทธิ์ ให;รหัส และเก็บเชื้อในน้ํากลั่นนึ่งฆ:าเชื้อ และเก็บในหลอดอาหารเอียง (NGA slant) เททับ
ด;วยพาราฟ@นเหลว เพ่ือใช;ในการคัดเลือกเชื้อต:อไป 
2. 2. 2. 2. การรวมรวม และแยกการรวมรวม และแยกการรวมรวม และแยกการรวมรวม และแยกเชื้อเชื้อเชื้อเชื้อแบคทีเรีย แบคทีเรีย แบคทีเรีย แบคทีเรีย Erwinia carotovora Erwinia carotovora Erwinia carotovora Erwinia carotovora subsp.subsp.subsp.subsp.    carotovoracarotovoracarotovoracarotovora    และและและและ    E. E. E. E. 
chrysanthemichrysanthemichrysanthemichrysanthemi    สาเหตุโรคเน:าเละกล;วยไม;สาเหตุโรคเน:าเละกล;วยไม;สาเหตุโรคเน:าเละกล;วยไม;สาเหตุโรคเน:าเละกล;วยไม; 

1.1 คัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Ecc และ Ech จากศูนย�เก็บเชื้อ culture collections กลุ:มงาน
บักเตรีวิทยา กลุ:มวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช และแยกเก็บเชื้อแบคทีเรียให;บริสุทธิ์ 
โดยเก็บเชื้อในน้ํากลั่นนึ่งฆ:าเชื้อ และเก็บในหลอดอาหารเอียง (NGA slant) เททับด;วยพาราฟ@นเหลว 
เพ่ือใช;ในการคัดเลือกเชื้อต:อไป 
 1.2 แยกเก็บเชื้อแบคทีเรีย Ecc และ Ech จากสวนของเกษตรกรเพาะปลูกกล;วยไม;สกุลหวาย 
ท่ีจังหวัดกาญจนบุรี และนครปฐม โดยเลือกใบและลําต;นต;นท่ีเปZนโรคซ่ึงมีแผลเชื่อมต:อกับส:วนท่ีไม:
เปZนโรค ตัดชิ้นส:วนพืชประมาณ 0.5 x 0.5 มิลลิเมตร จุ:มแช:ในน้ํานึ่งฆ:าเชื้อ นาน 1-2 นาที ใช;ปากคีบ
ฆ:าเชื้อหยิบชิ้นส:วนพืชวางบนหยดน้ํา 50 ไมโครลิตร ตัดหรือบดให;เปZนชิ้นเล็กๆ ท้ิงไว; 2-3 นาที แล;วใช;
ลูปท่ีฆ:าเชื้อจุ:มในหยดน้ําบด streak บนอาหารสังเคราะห� PSA หรืออาจใช;ลูปแตะตรงบริเวณแผลท่ี
แสดงอาการเน:าเละมา streak บนอาหารสังเคราะห� PSA ก็ได; หลังจากนั้นบ:มเชื้ออุณหภูมิ 28 องศา
เซลเซียส เปZนเวลา 24-48 ชั่วโมง จากนั้นเลือกแตะโคโลนีเด่ียวนํามาเลี้ยงบนอาหาร PSA ให;บริสุทธิ์ 
ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีตาม Bergey’s manual of Determinative Bacteriology (1974) 
จากนั้นเก็บรักษาแบคทีเรียบริสุทธิ์บนอาหาร NGA slant เททับด;วยพาราฟ@นเหลว เพ่ือการศึกษา
ต:อไป 
3.3.3.3. การพิสูจน�การพิสูจน�การพิสูจน�การพิสูจน�การเปZนเชื้อสาเหตุโรคการเปZนเชื้อสาเหตุโรคการเปZนเชื้อสาเหตุโรคการเปZนเชื้อสาเหตุโรค    

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเน:าเละ (Ecc และ Ech) ท่ีรวบรวมได; บนอาหาร NGA บ:มเชื้อท่ี
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ชั่วโมง นํามาเตรียมเซลล�แขวนลอยเชื้อ (cell suspension) 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ความเข;มข;นประมาณ 0.2 O.D. ท่ีความเข;มแสง 600 นาโนเมตร มีความ
เข;มข;นเชื้อประมาณ 2 x 108 หน:วยโคโลนีต:อมิลลิลิตร จากนั้นปลูกเชื้อบนใบกล;วยไม;สกุลหวาย ทํา
แผลด;วยปลายเข็มเข่ีย หยด cell suspension ของเชื้อปริมาตร 5 ไมโครลิตร 4 ซํ้า ต:อใบ และใช;น้ํา
กรองนึ่งฆ:าเชื้อเปZนกรรมวิธีควบคุม เก็บต;นกล;วยไม;ท่ีปลูกเชื้อ ในถุงพลาสติกพ:นน้ําให;ความชื้น บันทึก
ลักษณะอาการ ระยะเวลาการเกิดโรค การพัฒนาอาการ จากนั้นนําตัวอย:างท่ีแสดงอาการโรค นํามา
แยกเชื้อในห;องปฏิบัติการ เพ่ือยืนยันการเปZนเชื้อสาเหตุโรค ตามวิธี Koch’s postulation 
    
4444.... การคัดเลือกสายพันธ�ที่มีศักยภาพในการยัการคัดเลือกสายพันธ�ที่มีศักยภาพในการยัการคัดเลือกสายพันธ�ที่มีศักยภาพในการยัการคัดเลือกสายพันธ�ที่มีศักยภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย บยั้งเชื้อแบคทีเรีย บยั้งเชื้อแบคทีเรีย บยั้งเชื้อแบคทีเรีย Erwinia carotovora Erwinia carotovora Erwinia carotovora Erwinia carotovora subsp.subsp.subsp.subsp.    
carotovoracarotovoracarotovoracarotovora    และและและและ    E. chrysanthemiE. chrysanthemiE. chrysanthemiE. chrysanthemi    ในสภาพห;องปฎิบัติการในสภาพห;องปฎิบัติการในสภาพห;องปฎิบัติการในสภาพห;องปฎิบัติการ 
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 3.13.13.13.1 การเตรียมเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�การเตรียมเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�การเตรียมเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�การเตรียมเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�  นําเชื้อแบคทีเรียท่ีรวบรวม และท่ีแยกได; จํานวน 70   
ไอโซเลต เลี้ยงบนอาหารเหลว Nutrient Glucose Broth (NGB) บนเครื่องเขย:า (rotary shaker) ท่ี
อุณหภูมิห;อง เปZนเวลา 24-48 ชั่วโมง จากนั้นนําไปวัดค:าดูดซับคลื่นแสง (absorbance) โดยใช;เครื่อง 
Spectrophotometer ท่ีช:วงความยาวคลื่นแสง 600 นาโนเมตร แล;วเจือจางเชื้อให;มีค:า O.D เท:ากับ 
0.2 โดยใช;น้ํากลั่นนึ่งฆ:าเชื้อ 

    3.23.23.23.2 การเตรียมเชื้อการเตรียมเชื้อการเตรียมเชื้อการเตรียมเชื้อแบคทีเรียแบคทีเรียแบคทีเรียแบคทีเรีย    EccEccEccEcc    และและและและ    EchEchEchEch สาเหตุโรคเน:าเละสาเหตุโรคเน:าเละสาเหตุโรคเน:าเละสาเหตุโรคเน:าเละ     เตรียมเชื้อแบคทีเรีย Ecc 
และ Ech ท่ีรวบรวมและท่ีแยกได; ด;วยวิธี double layer culture โดยชั้นล:างเทอาหาร PSA รองพ้ืน
ไว;บางๆ ในปริมาณ 15 มิลลิลิตรต:อจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ท้ิงไว;ให;ผิวหน;าอาหารแห;ง (ประมาณ 2-3 
ชั่วโมง) เททับชั้นบนด;วยเชื้อแบคทีเรีย Ecc และ Ech อายุ 48 ชั่วโมง ในปริมาตร 108 หน:วยโคโลนี
ต:อมิลลิลิตร (cfu/ml) ผสมในอาหาร PSA ซ่ึงหลอมท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เขย:าให;เข;ากัน แล;ว
เททับลงในจานเลี้ยงเชื้อประมาณ 5 มล. ต:อหนึ่งจานเลี้ยงเชื้อ ให;ส:วนบนกระจายคลุมท่ัวผิวหน;าชั้น
ล:างท่ีเทไว;แล;วข;างต;น  

3.33.33.33.3 การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเชื้อ การเจริญของเชื้อ การเจริญของเชื้อ การเจริญของเชื้อ Ecc Ecc Ecc Ecc และและและและ    EchEchEchEch ในสภาพอาหารในสภาพอาหารในสภาพอาหารในสภาพอาหาร
เลี้ยงเชื้อเลี้ยงเชื้อเลี้ยงเชื้อเลี้ยงเชื้อ    ด;วยวิธี disc diffusion method โดยใช; micropipette หยดสารละลายเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิป�กษ�ท่ีเตรียมไว;ดังกล:าว ลงบนกระดาษกรองท่ีเจาะเปZนวงกลมท่ีมีเส;นผ:าศูนย�กลาง 5 มิลลิเมตร 
ปริมาตร 7 ไมโครลิตร แล;วใช;ปากคีบท่ีลนไฟฆ:าเชื้อคีบกระดาษวางบนผิวหน;าอาหาร นําไปวางบนผิว
อาหารท่ีผสมเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค 4 จุดต:อจานเลี้ยงเชื้อ ส:วนตรงกลางวางกระดาษกรองท่ีหยดน้ํา
กลั่นนึ่งฆ:าเชื้อเปZนกรรมวิธีในการเปรียบเทียบ (ภาพท่ี 1) จากนั้นบ:มเชื้อท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
เปZนเวลา 3 วัน 

    การบันทึกผลการบันทึกผลการบันทึกผลการบันทึกผล ตรวจผลหลังการทดสอบ 24, 48, 72 โดยการวัดความกว;างรัศมีบริเวณใส 
(clear zone) จากขอบโคโลนีของเชื้อถึงขอบบริเวณใส  

 
 
 
 

 
 
 
 ภาพที่ ภาพที่ ภาพที่ ภาพที่ 1111 แสดงการวางกระดาษกรอง โดยวางกระดาษกรองท่ีหยดเซลล�แขวนลอยเชื้อ
แบคทีเรียปฏิป�กษ� 7 ไมโครลิตร 4 จุดต:อจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ส:วนตรงกลางวางกระดาษกรองท่ีหยด
น้ํากลั่นนึ่งฆ:าเชื้อเปZนกรรมวิธีในการเปรียบเทียบ 
เวลาสถานที่เวลาสถานที่เวลาสถานที่เวลาสถานที่    

ตตตต....คคคค....55553333    ––––    กกกก....ยยยย....55556666    ห;องปฏิบัติการ กลุ:มวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
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ผลและวจิารณ�ผลการทดลองผลและวจิารณ�ผลการทดลองผลและวจิารณ�ผลการทดลองผลและวจิารณ�ผลการทดลอง    
1.1.1.1.    การรวการรวการรวการรวบบบบรวม และแยกรวม และแยกรวม และแยกรวม และแยกเชื้อเชื้อเชื้อเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�แบคทีเรียปฏิป�กษ�แบคทีเรียปฏิป�กษ�แบคทีเรียปฏิป�กษ� 

รวบรวมเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ� จํานวน 58 ไอโซเลต จาก culture collections โดยคัดเลือก
ไอโซเลตเชื้อท่ีแยกได;จากกล;วยไม; และไอโซเลตมีรายงานว:ามีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย
สาเหตุโรคพืช ส:วนท่ีมีการแยกเก็บเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�จากบริเวณผิวใบ ผิวราก และแบคทีเรียท่ี
เจริญในลําต;นหรือใบกล;วยไม; จํานวน 12 ไอโซเลต ซ่ึงส:วนใหญ:ได;จากสวนของเกษตรกรจังหวัด
กาญจนบุรี รวมเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ� จํานวน 70 ไอโซเลต 
2. 2. 2. 2. การรวมรวม และแยกการรวมรวม และแยกการรวมรวม และแยกการรวมรวม และแยกเชื้อเชื้อเชื้อเชื้อแบคทีเรีย แบคทีเรีย แบคทีเรีย แบคทีเรีย Erwinia carotovora Erwinia carotovora Erwinia carotovora Erwinia carotovora subsp.subsp.subsp.subsp.    carotovoracarotovoracarotovoracarotovora    และและและและ    E. E. E. E. 
chrysanthemichrysanthemichrysanthemichrysanthemi    สาเหตุโรคเน:าเละกล;วยไม;สาเหตุโรคเน:าเละกล;วยไม;สาเหตุโรคเน:าเละกล;วยไม;สาเหตุโรคเน:าเละกล;วยไม; 

คัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Ecc จํานวน 5 ไอโซเลต และ Ech จํานวน 5 ไอโซเลต จาก culture 
collections ซ่ึงส:วนใหญ:แยกเชื้อได;จากกล;วยไม;มีหลายสกุล เช:น แวนดา หวาย และช;าง เปZนต;น อีก
จํานวน 7 ไอโซเลต แยกเก็บเชื้อแบคทีเรีย Ecc 6 ไอโซเลต และ Ech 10 ได;จากสวนของเกษตรกรท่ี
ปลูกกล;วยไม;สกุลหวาย จังหวัดกาญจนบุรี และนครปฐม ซ่ึงส:วนใหญ:เชื้อแบคทีเรียท่ีแยกได;เปZน Ech 
รวมเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเน:าเละ จํานวน 26 ไอโซเลต 

ลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย กรณีเชื้อแบคทีเรีย Ecc โคโลนีกลมเล็ก สีขาวขุ:น ตรงกลาง
นูนข้ึนเล็กน;อยคล;ายไข:ดาว ส:วนเชื้อแบคทีเรีย Ech โคโลนีรี สีเขียวข้ีม;า ตรงกลางนูนข้ึนเล็กน;อยคล;าย
ไข:ดาว เม่ือทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีตาม Bergey’s manual of Determinative Bacteriology 
(1974) พบว:า เปZนลักษณะของเชื้อ แบคทีเรีย Ecc และ Ech  
3.3.3.3. การพิสูจน�การเปZนเชื้อสาเหตุโรคการพิสูจน�การเปZนเชื้อสาเหตุโรคการพิสูจน�การเปZนเชื้อสาเหตุโรคการพิสูจน�การเปZนเชื้อสาเหตุโรค    

จากการพิสูจน�การเปZนเชื้อสาเหตุโรคตามวิธีของ Koch’s postulation พบว:า. แบคทีเรีย
สาเหตุโรคเน:าเละ ท้ัง 26 ไอโซเลต มี Ecc จํานวน 11 ไอโซเลต และ Ech จํานวน 15 ไอโซเลต พบว:า 
ทุกไอโซเลตสามารถก:อให;พืชเปZนโรคเน:าเละ หลังจากการปลูกเชื้อ เม่ือพืชแสดงอาการโรค ได;นํา
ตัวอย:างอาการเน:าเละท่ีปลูกเชื้อ มาแยกเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะห� เพ่ือพิสูจน�การเกิดโรคตาม 
Koch’s postulation ซ่ึงพบลักษณะโคโลนีของเชื้อเปZนแบบเดียวกับท่ีนําไปปลูกเชื้อ แสดงว:า
แบคทีเรียท่ีแยกได;นั้นเปZนสาเหตุโรคจริง 

ดังนั้นในการทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Ecc และ Ech ในสภาพ
อาหารเลี้ยงเชื้อ จึงคัดเลือกไอโซเลตท่ีมีระยะเวลาในการเกิดโรคเร็ว และมีความรุนแรงในการเกิดโรค
สูง เช:น เชื้อแบคทีเรีย Ecc ไอโซเลต KEC1, KEC2, KEC3, EKC4, EKC5 และ KEC6 หลังการปลูกเชื้อ
บนใบกล;วยไม;สกุลหวาย 24 ชั่วโมง ใบกล;วยไม;เริ่มแสดงอาการแผลช้ํา ต:อมาใบเริ่มเน:าเละ ลักษณะ
ใบเน:าเปZนเหลืองออกน้ําตาล และมีกลิ่นเหม็นรุนแรง (ภาพท่ี 1)ส:วนเชื้อแบคทีเรีย Ech ไอโซเลต 
PA334, PA392 และ KE2 หลังการปลูกเชื้อบนใบกล;วยไม;สกุลหวาย 24 ชั่วโมง ใบกล;วยไม;เริ่มแสดง
อาการใบเน:าเละ เนื้อเยื่อเละ และแยกจากผิวใบ ทําให;ผิวใบพอง บวมน้ําและเริ่มเน:า ลักษณะใบเน:า
เปZนสีเขียวและกลิ่นไม:เหม็นมาก (ภาพท่ี 2) 
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4.4.4.4. การคัดเลือกสายพันธ�ที่การคัดเลือกสายพันธ�ที่การคัดเลือกสายพันธ�ที่การคัดเลือกสายพันธ�ที่มีศักยภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย มีศักยภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย มีศักยภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย มีศักยภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย Erwinia carotovora Erwinia carotovora Erwinia carotovora Erwinia carotovora subsp.subsp.subsp.subsp.    
carotovoracarotovoracarotovoracarotovora    และและและและ    E. chrysanthemiE. chrysanthemiE. chrysanthemiE. chrysanthemi    ในสภาพห;องปฎิบัติการในสภาพห;องปฎิบัติการในสภาพห;องปฎิบัติการในสภาพห;องปฎิบัติการ 
 การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Ecc และ Ech ในสภาพอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ด;วยวิธี disc diffusion method โดยคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Ecc ไอโซเลต KEC3 และ Ech ไอโซเลต 
PA334 ซ่ึงเปZนตัวแทนในการทดสอบการเกิดโรค และใช;เชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�ท่ีคัดเลือกมาจํานวน 70 
ไอโซเลต พบว:า มีเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ� 19 ไอโซเลต มีประสิทธิภาพดีในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ
สาเหตุโรค ท้ังใน  Ecc และ Ech  โดยพบ clear zone การยับยั้งเปZนบริเวณกว;างเฉลี่ย 0.2-1.0 
มิลลิเมตร (มม.) 
 จากนั้นทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิป�กษ� ท้ัง 19 ไอโซเลต ต:อเชื้อแบคทีเรียสาเหตุ
โรคเน:าเละ ท้ัง Ecc และ Ech เชื้อละ 6 ไอโซเลต ท่ีได;รวบรวมและท่ีแยกเก็บจากแปลงของเกษตรกร 
เพ่ือคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�สายพันธ�ท่ีมีศักยภาพในการยับยั้ง ผลการทดสอบพบ เชื้อแบคทีเรีย
ปฏิป�กษ� จํานวน 5 ไอโซเลต ได;แก: ไอโซเลต BK2, BK5, BK9, BK12 และ 17W18 ซ่ึงสามารถยับยั้ง
การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย Ecc และ Ech ได;ดีทุกสายพันธ�ของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช โดยพบ 
clear zone การยับยั้งเปZนบริเวณกว;างเฉลี่ย 0.15-1.0 มม. (ตารางท่ี 1และภาพท่ี 3)  

    
สรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํสรปุผลการทดลองและคําแนะนาํ    

 จากรวบรวมเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�จาก culture collection และแยกเก็บเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิป�กษ�จากบริเวณผิวใบ ผิวราก และแบคทีเรียท่ีเจริญในลําต;นหรือใบกล;วยไม; รวม 70 ไอโซเลต 
(culture collection 58 ไอโซเลต และแยกเก็บเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�จากแปลงเกษตรกรอีก 12      
ไอโซเลต) พบ 19 ไอโซเลต ท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย Ecc และ Ech 
สาเหตุโรคเน:าเละ (culture collection 10 ไอโซเลต ส:วนแยกเก็บเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ� 9 ไอโซเลต) 
เม่ือนํามาทดสอบการยับยั้งกับเชื้อแบคทีเรีย Ecc และ Ech ท่ีคัดเลือกเฉพาะไอโซเลตท่ีมีระยะเวลาใน
การเกิดโรคเร็ว และมีความรุนแรงในการเกิดโรคสูง เปZนตัวแทนในการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�
สายพันธ�ท่ีมีศักยภาพ ซ่ึงพบเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ� จํานวน 5 ไอโซเลต ท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง
การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย Ecc และ Ech ได;ดีทุกสายพันธ� คือ ไอโซเลต BK2, BK5, BK9, BK12 และ 
17W18 ซ่ึงพบ clear zone การยับยั้งเปZนบริเวณกว;างเฉลี่ย 0.15-1.0 มม. 
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ภาคผนวกภาคผนวกภาคผนวกภาคผนวก    
    

    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
ภาพที ่ภาพที ่ภาพที ่ภาพที ่1111 ลักษณะอาการของโรคเน:าเละท่ีเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Erwinia carotovora subsp. 

Carotovora ในกล;วยไม; 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่ภาพที ่ภาพที ่ภาพที ่2222 ลักษณะอาการของโรคเน:าเละท่ีเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Erwinia carotovora chrysanthemi 

ของกล;วยไม; 
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ตารางที ่ตารางที ่ตารางที ่ตารางที ่1  1  1  1  ขนาดความกว;างของบริเวณวงใส (clear zone) ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Erwinia 
carotovora subsp. carotovora และ E. chrysanthemi ด;วยเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�ท่ี
คัดเลือกได;บนอาหาร PSA 

เชื้อแบคทเีรยีเชื้อแบคทเีรยีเชื้อแบคทเีรยีเชื้อแบคทเีรยี
ปฏปิ�กษ�ปฏปิ�กษ�ปฏปิ�กษ�ปฏปิ�กษ�    

ความกว;างของบรเิวณวงใส  ความกว;างของบรเิวณวงใส  ความกว;างของบรเิวณวงใส  ความกว;างของบรเิวณวงใส  ((((มมมมมมมม.).).).)    
EccEccEccEcc    Ech Ech Ech Ech     

24 h24 h24 h24 hrrrr    48 h48 h48 h48 hrrrr    72 h72 h72 h72 hrrrr    24 h24 h24 h24 hrrrr    48 h48 h48 h48 hrrrr    72 h72 h72 h72 hrrrr    

KB2 0.50 0.60 0.60 0.43 0.94 1.00 
KB5 050 0.53 0.80 0.36 0.90 0.82 
KB9 0.30 0.42 0.60 0.26 0.72 1.00 
KB12 0.25 0.50 0.50 0.15 0.74 1.00 
17G18 0.20 0.40 0.54 0.39 0.44 0.45 

    
    

ภาพที ่ภาพที ่ภาพที ่ภาพที ่2222    บริเวณวงใส (clear zone) จากการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Erwinia carotovora subsp. 
carotovora และ E. chrysanthemi ด;วยแบคทีเรียปฏิป�กษ� 

 (A) Bacillus sp. ไอโซเลต KB2 ยับยั้งการเจรญิของเช้ือ Ecc 

 (B) Bacillus sp. ไอโซเลต KB5 ยับยั้งการเจรญิของเช้ือ Ecc 

 (C) Bacillus sp. ไอโซเลต KB9 ยับยัง้การเจรญิของเช้ือ Ecc 

 (D) Bacillus sp. ไอโซเลต KB12 ยับยั้งการเจรญิของเช้ือ Ecc 

 (E) Bacillus sp. ไอโซเลต 17G18 ยับยั้งการเจรญิของเช้ือ Ecc 

 (F) Bacillus sp. ไอโซเลต KB2 ยับยั้งการเจรญิของเช้ือ Ech 

 (G) Bacillus sp. ไอโซเลต KB5 ยับยัง้การเจรญิของเช้ือ Ech 

 (H) Bacillus sp. ไอโซเลต KB9 ยับยั้งการเจรญิของเช้ือ Ech 

 (I) Bacillus sp. ไอโซเลต KB12 ยับยั้งการเจรญิของเช้ือ Ech 

 (J) Bacillus sp. ไอโซเลต 17G18 ยับยั้งการเจรญิของเช้ือ Ech 


