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การควบคุมโรคเน่าระดับดินของต้นกล้าแตงกวา

ประสิทธิภาพของสายพันธุ์กลายที่ได้จากเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ซึ่งแยกจากดินรอบรากใน
การควบคุมโรคเน่าระดับดินของต้นกล้าแตงกวา สาเหตุจากเชื้อรา
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ABSTRACT: Mutation of antagonistic bacteria isolate KR7 (wild type strain) was induced by 
using ultraviolet (UV) radiation. Cell suspension of bacteria isolate KR7 was exposed at a distance 
of 15 cm under the UV lamp for 1−5 minutes before serial diluted and spread onto nutrient 
glucose agar (NGA). Fourty-seven mutant isolates were obtained from UV-induced mutation and 
among these isolates, thirty-three isolates were resistant to 100 ppm Rifampicin antibiotic. All 
these isolates were tested for the efficacy to inhibit mycelial growth of Pythium aphanidermatum 
(Pa), the causal agent of cucumber seedling damping−off by dual culture technique on potato 
dextrose agar (PDA). The result showed that nine mutant isolates effectively inhibited mycelial 
growth of a pathogen by 40.38%−52.38%. These nine mutant isolates were further tested for 
the disease control efficacy under greenhouse condition. Cucumber seeds were soaked in 108 

cfu/ml antagonistic bacterial cell suspension for 15 minutes before sowing in Pa-infested soil 
and compared with the Pa-inoculated control (+Pa), metalaxyl and Larminar® (Bacillus subtilis). 
After sowing for 7 days, nine mutant isolates provided 73.33%−100% of seed germination with 
were higher than a Pa-inoculated control (+Pa). After sowing for 14 days mutant isolates 
KRM7.31−Rif and KRM7.13−Rif provided 99.33% and 86.67% of survived seedlings respectively. 
These survival percentanges were significantly higher than the Pa-inoculated control (+Pa) but 
were comparable to the wild type isolate KR7. Both isolates also reduced pathogen inoculum 
in soil, increase percentanges of root colonization and promoted growth of cucumber seedlings 
as compared with the Pa-inoculated control (+Pa).
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บทคัดย่อ

เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ KR7 (สายพันธุ์ดั้งเดิม) 
ถกูชกัน�ำให้กลายพนัธุด้์วยรงัสอัีลตราไวโอเลต โดยวาง
เซลล์แขวนลอยของแบคทเีรยีห่างจากแหล่งก�ำเนดิรงัสี 
15 เซนติเมตร เป็นเวลา 1−5 นาที จากนั้นน�ำไปเจือ
จางและเกล่ียบนอาหาร Nutrient glucose agar 
(NGA) ผลการชกัน�ำให้เกดิการกลายพนัธุพ์บแบคทเีรยี
สายพันธุ์กลายจ�ำนวน 47 โอโซเลต และในจ�ำนวนดัง
กล่าวพบ 33 ไอโซเลต ท่ีมีคุณสมบัติต้านทานต่อสาร
ปฏิชีวนะ Rifampicin ที่ความเข้มข้น 100 ppm จาก
น้ันจึงน�ำมาทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญ
ของเส้นใยเชื้อรา Pythium aphanidermatum (Pa) 
สาเหตุโรคเน่าระดับดินของต้นกล้าแตงกวา ด้วยวิธี 
dual culture บนอาหาร potato dextrose agar 
(PDA) พบแบคทเีรยีสายพนัธุก์ลาย จ�ำนวน 9 ไอโซเลต 
มปีระสทิธภิาพในการยบัยัง้การเจรญิของเส้นใยเชือ้รา
สาเหตุโรค Pa ได้ ในระดับ 40.38%−52.38% จึงคัด
เลือกแบคทีเรียสายพันธุ ์ดังกล่าวเพื่อน�ำไปทดสอบ
ประสิทธิภาพการควบคุมโรคในสภาพเรือนปลูกพืช
ทดลองโดยการแช่เมลด็แตงกวาในเซลล์แขวนลอยของ
แบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์กลาย ความเข้มข้น 108 
cfu/ml นาน 15 นาที ก่อนปลูกในดินที่มีเชื้อราสาเหตุ
โรค Pa เปรียบเทยีบกบักรรมวธิคีวบคมุ (+Pa) สารเคมี 
metalaxyl และ Larminar® (Bacillus subtilis) จาก
ผลการทดลองหลังการปลูก 7 วัน พบว่าแบคทีเรียทั้ง 
9 ไอโซเลต มี เปอร ์ เซ็นต ์ต ้นงอกอยู ่ ระหว ่าง 
73.33%−100% ซึ่งสูงกว่ากรรมวิธีควบคุมที่ปลูกเชื้อ
ราสาเหตุโรคอย่างเดียว (+Pa) และที่ 14 วัน พบว่าไอ
โซเลต KRM7.31−Rif และ KRM7.13−Rif แสดง
เปอร์เซ็นต์ต้นรอดตาย 93.33% และ 86.67% ตาม
ล�ำดับ ซึ่งสูงกว่ากรรมวิธีควบคุม (+Pa) อย่างมีนัย
ส�ำคัญ และเทียบเท่ากับสายพันธุ์ดั้งเดิม (KR7) ทั้งสอง
ไอโซเลตสามารถลดปริมาณเชือ้ราสาเหตุโรคในดิน เพิม่
เปอร์เซน็ต์การเจรญิครอบครองรากสงู และส่งเสรมิการ
เจริญเติบโตของต้นกล้าแตงกวา เมื่อเปรียบเทียบกับ
กรรมวิธีควบคุมที่ปลูกเชื้อราสาเหตุโรค (+Pa)

ค�ำส�ำคัญ: แบคทีเรีย, รังสีอัลตราไวโอเลต, การกลาย
พันธุ์, โรคเน่าระดับดิน, การควบคุมโดยชีววิธี

บทน�ำ

โรคเน่าระดบัดนิของกล้าแตงกวา มสีาเหตหุลกั
จากเชือ้รา Pythium aphanidermatum ซึง่จดัอยูใ่น
กลุม่ Oomycetes พบการเข้าท�ำลายในระยะเมลด็หรอื
ต้นกล้าส่วนที่อยู ่ใต้ดิน และต้นอ่อนที่โผล่พ้นดิน 
ประมาณ 1−2 สัปดาห์ หลังจากปลูก ท�ำให้ต้นกล้าไม่
สามารถเจริญเติบโตต่อไปได้ เกษตรกรส่วนใหญ่นิยม
แก้ไขปัญหาด้วยการใช้สารเคมีควบคุมโรค ซ่ึงนับว่า
เป็นผลกระทบในระยะยาว ท�ำให้สารเคมีตกค้างในดิน 
มีการชะล้างลงสู่แหล่งน�้ำ ก่อให้เกิดมลพิษต่อสภาพ
แวดล้อม ปัจจุบันจึงพยายามลดการใช้สารเคมีป้องกัน
ก�ำจัดโรคพืช แล้วหันมาให้ความสนใจจุลินทรีย์กัน 
มากขึ้น จึงได้มีการคัดเลือกจุลินทรีย์มาใช้ควบคุมเชื้อ
ราสาเหตุโรคเหล่านี้ และปรับปรุงพัฒนาสายพันธุ์ของ
จลุนิทรย์ีให้มปีระสทิธภิาพในการควบคมุโรคพชืมากยิง่
ข้ึน และสามารถด�ำรงชีวิตอยู่ในระบบการเกษตรได้
นานขึ้น วิธีการหนึ่งที่นิยมใช้คือ การชักน�ำให้จุลินทรีย์
เกิดการกลายพันธุ์ด้วยการใช้รังสีอัลตราไวโอเลต จาก
การทดลองของ Srihattagum and Aurairong (2012) 
ทีไ่ด้ปรบัปรงุสายพนัธุ ์Bacillus subtilis ให้กลายพันธุ์
โดยใช้รงัสยีวู ีผลการทดลองพบ 117 ไอโซเลต ทีย่บัยัง้
การเจริญของเชื้อรา Macrophomina phaseolina 
และ Sclerotium rolfsii ได้มากยิง่ขึน้เมือ่เปรยีบเทยีบ
กับ wild type ที่ไม่ได้ผ่านการฉายรังสียูวี ในจ�ำนวนนี้
พบทั้งที่สร้างสารพิษรุนแรงท�ำให้ปลายเส้นใยของ M. 
phaseolina บริเวณ clear zone ตายเป็นสีเหลือง
และชะงักการเจริญของเส้นใยได้ ดังน้ันการศึกษาใน
ครั้งนี้จึงได้น�ำเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ KR7 ชนิดแกรม
บวก มาชักน�ำให้กลายพันธุ์ด้วยรังสีอัลตราไวโอเลต 
และต้านทานต่อสารปฏชิวีนะ Rifampicin เพือ่ง่ายต่อ
การติดตามตรวจสอบมาศกึษาการยบัยัง้การเจรญิของ
เส้นใยของเชื้อสาเหตุโรคในห้องปฏิบัติการ และการ
ควบคุมโรคเน่าระดับดินในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง
เปรียบเทียบกับสายพันธุ์ดั้งเดิม (wild type strain)
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อุปกรณ์และวิธีการ

1. การชกัน�ำแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ให้กลายพนัธุด้์วยรงัสี
อัลตราไวโอเลต

น�ำเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ KR7 สายพันธุ์ดั้งเดิม 
ชนิดแกรมบวก ที่แยกได้จากดินรอบรากแตงกวา 
(rhizosphere soil) และผ่านการทดสอบความสามารถ
ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคบนอาหาร
เลีย้งเชือ้ การละลายฟอสเฟต การสร้างสารไซเดอโรฟอร์ 
และการทดสอบในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง 
แล ้วว ่ามีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมเชื้อรา 
P. aphanidermatum มาชักน�ำให้กลายพันธุ์ด้วย 
รังสีอัลตราไวโอเลต และดัดแปลงการทดลองของ 
Kositratana (2006) โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
KR7 บนอาหาร Nutrient glucose agar (NGA) เป็น
เวลา 48 ชั่วโมง และใช้ loop แตะโคโลนีเดี่ยวไปเลี้ยง
บนอาหารเหลว Nutrient glucose broth (NGB) หมนุ
เหวี่ยงบนเคร่ืองเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (shaking 
incubator) ทีค่วามเรว็รอบ 140 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 
48 ชั่วโมง จากนั้นใช้ไมโครปิเปิตดูดใส่หลอดปริมาตร 
5 มิลลิลิตร แล้วน�ำไปปั่นให้เซลล์แบคทีเรียตกตะกอน
โดยหมนุเหว่ียงทีค่วามเรว็ 2500 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 
15 นาที จากนั้นละลายตะกอนด้วย 0.1 M MgSO

4 
 

ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ก่อนน�ำไปใส่ในจานเลี้ยงเชื้อ 
แล้วน�ำไปฉายรังสีอัลตราไวโอเลต หรือ รังสียูวี (ขนาด 
30 วตัต์ ความยาวคลืน่ 254 นาโนเมตร) เป็นเวลา 1−5 
นาที โดยวางจานเลีย้งเชือ้ห่างจากแหล่งก�ำเนดิรงัส ี15 
เซนติเมตร จากนั้นน�ำเซลล์แขวนลอยดังกล่าวมาเจือ
จางที่ 10-7 หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร (cfu/ml) และใช้
ไมโครปิเปตดูดเซลล์แขวนลอยปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 
เกลี่ยบนอาหาร NGA ท�ำการทดลองทั้งหมด 3 ซ�้ำ บ่ม
เชื้อที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 48 ชั่วโมง และนับจ�ำนวน
โคโลนี เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่ไม่ผ่านการ
ฉายรงัส ีและแยกเก็บโคโลนขีองเชือ้ไปเลีย้งบนอาหาร
ที่ผสมด้วยสารปฏิชีวนะ Rifampicin ที่ความเข้มข้น 
100 ppm ต่อไป

2. การพัฒนาเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ให้ต้านทานต่อ
สารปฏิชีวนะ

น�ำเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ KR7 ท่ีผ่านการฉาย
รงัสอีลัตราไวโอเลต และเกบ็ไว้ในอาหารเอยีง NGA ข้าง
ต้นมา streak ลงบนอาหาร NGA ที่ผสมสารปฏิชีวนะ 
Rifampicin ความเข้มข้น 1 ppm บ่มท่ีอณุหภมูห้ิองเป็น
เวลา 24−48 ช่ัวโมง น�ำโคโลนท่ีีเจรญิบนอาหารดงักล่าว
มา streak ซ�้ำ 2−3 ครั้ง ที่ความเข้มข้นเดิมเพื่อให้เกิด
ความคงตัวและเพิ่มระดับความเข ้มข ้นของสาร
ปฏิชีวนะขึ้นเป็น 5, 10, 20, 50 และ 100 ppm ตาม
ล�ำดบั (Meeglinhom, 2003) น�ำแบคทีเรียปฏปัิกษ์สาย
พันธุ์กลาย (mutant strains) มาเก็บรักษาไว้ในอาหาร
เอยีง NGA ก่อนน�ำไปทดสอบประสทิธภิาพในการยบัยัง้
และการควบคมุเชือ้ราสาเหตโุรคเช่นเดยีวกบัสายพนัธุ์
ดั้งเดิม (wild type strain) ต่อไป

3. ประสทิธิภาพของแบคทเีรยีปฏิปักษ์สายพันธุก์ลาย
ต่อการยบัยัง้การเจรญิของเส้นใยเชือ้ราสาเหตโุรคใน
ห้องปฏิบัติการ (ดัดแปลงจาก Saowapak, 2009)

ทดสอบการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือรา 
Pythium aphanidermatum บนอาหาร Potato 
dextrose agar (PDA) ด้วยวิธีการ dual culture 
(ดัดแปลงจาก Royse and Ries, 1978) โดยใช้ loop 
แตะโคโลนีเดี่ยวของเซลล์แบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์
กลายมาขีดบนอาหาร PDA ในจานเลี้ยงเชื้อ 2 แนวใน
ทิศทางขนานกัน ระยะห่าง 4 เซนติเมตร บ่มไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 48 ชั่วโมง จากนั้นใช้ cork borer ขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะชิ้นวุ้นบริเวณ
ขอบโคโลนีของเช้ือราสาเหตุท่ีเลี้ยงไว้บนอาหาร PDA 
เป็นเวลา 2 วนั แล้วน�ำไปวางไว้ทีจ่ดุศนูย์กลางของจาน
เลีย้งเชือ้ PDA บ่มไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิอง 2 วนั ท�ำการทดลอง
กรรมวิธีละ 3 ซ�้ำ บันทึกผลการทดลองโดยวัดรัศมีของ
เส้นใยเช้ือราสาเหตุท่ีเจริญออกมาจากจุดศูนย์กลาง
และความกว้างของบริเวณใส (clear zone, inhibition 
zone) และค�ำนวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญ 
ของเส้นใยจากสูตร (R1-R2/R1)x100 โดยที่ R1 คือ  
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รศัมโีคโลนขีองเช้ือราสาเหตุโรคในกรรมวธิคีวบคุม และ 
R2 คือ รัศมีโคโลนีของเชื้อราสาเหตุโรคในกรรมวิธี
ทดสอบ จากนัน้คดัเลอืกเชือ้แบคทเีรยีทีม่ปีระสทิธภิาพ
ในการยับยั้ งการ เจริญของ เส ้น ใยของ เชื้ อ รา  
P. aphanidermatum ไปทดสอบในเรือนปลูกพืช
ทดลองต่อไป

4. ประสทิธภิาพของแบคทเีรยีปฏิปักษ์สายพนัธุก์ลาย
ในการควบคุมเช้ือราสาเหตุโรคในเรือนปลูกพืช
ทดลอง (ดัดแปลงจาก Saowapak, 2009; Kumyod, 
2014)

เตรียมเซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์สาย
พนัธุก์ลาย โดย cross streak บนอาหาร NGA เป็นเวลา 
48 ชัว่โมง แล้วล้างเซลล์แบคทเีรยีด้วยน�ำ้น่ึงฆ่าเชือ้ และ
น�ำมาวัดค่าดูดกลืนคลื่นแสงด้วยเครื่องวัดการดูดกลืน
แสง (spectrophotometer) ทีค่วามยาวคลืน่ 600 นาโน
เมตร โดยวัดค่าความขุ่นของเซลล์ optical density 
(OD) ที่ 0.2 (108 cfu/ml)

เ ต รี ย ม เ ส ้ น ใ ย แ ข ว น ล อ ย ข อ ง เ ชื้ อ ร า  
P. aphanidermatum ทีเ่ลีย้งบนอาหาร PDA เป็นเวลา 
2 วนั ทีอ่ณุหภมูห้ิอง จากน้ันตัดเส้นใยของเชือ้ราท่ีเจรญิ
อยู่บนอาหารให้เป็นชิน้เลก็ ๆ  และใส่ในน�ำ้นึง่ฆ่าเชือ้ ใน

อัตรา 1 จานเลี้ยงเชื้อ ต่อน�้ำนึ่งฆ่าเชื้อ ปริมาตร 600 
มิลลิลิตร น�ำไปปั ่นด้วยเครื่อง homogenizer จน
ละเอียด เป็นเวลา 1 นาที

เตรียมดินปลูก โดยการใช้ดินที่ผ่านการนึ่งฆ่า
เชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ
ดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว นาน 30 นาที บรรจุดิน 350 
กรมั ลงกระถางพลาสตกิขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 4 นิว้ 
ท่ีผ่านการล้างให้สะอาดแช่ในสารละลาย sodium 
hypochlorite ในอตัราส่วน 20 มลิลลิติร ต่อน�ำ้ 10 ลติร 
เป็นเวลา 15−30 นาที น�ำเมล็ดแตงกวาพันธุ์ลูกผสม
ไมโครเวฟ 55 แช่ในเซลล์แขวนของลอยแบคทีเรียที่
ความเข้มข้น 108 cfu/ml เป็นเวลา 15−20 นาที ก่อน
ปลูกลงในกระถางและปลูกเช้ือสาเหตุโรคด้วยเส้นใย
แขวนลอย ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ต่อกระถาง วางแผน
การทดลองแบบสุม่สมบูรณ์ Completely Randomized 
Design (CRD) มีกรรมวิธีละ 3 ซ�้ำ ซ�้ำละ 5 ต้น ตรวจ
บันทึกผลเปอร์เซ็นต์ต้นงอกและต้นรอดตาย ที่ 7 วัน 
และ 14 วนั วเิคราะห์ข้อมลูทางสถติโิดยใช้โปรแกรม R 
(R- language and environment for statistical 
computing and graphics) เปรยีบเทยีบความแตกต่าง
ของค่าเฉลี่ยจากกรรมวิธีต่าง ๆ โดย Least significant 
difference (LSD) (P 0.05) ดังนี้

กรรมวิธี 1 กรรมวิธีควบคุมแช่เมล็ดด้วยน�้ำนึ่งฆ่าเชื้อ และไม่ปลูกเชื้อรา (-Pa) 
กรรมวิธี 2 กรรมวิธีควบคุมแช่เมล็ดด้วยน�้ำนึ่งฆ่าเชื้อ และปลูกเชื้อรา (+Pa)
กรรมวิธี 3 แช่เมล็ดด้วยสารเคมี metalaxyl และปลูกเชื้อรา (+Pa) 
กรรมวิธี 4 แช่เมล็ดด้วยเซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ KR7 wt และปลูกเชื้อรา (+Pa)
กรรมวิธี 5 แช่เมล็ดด้วยเซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ KRM7.6-Rif และปลูกเชื้อรา (+Pa)
กรรมวิธี 6 แช่เมล็ดด้วยเซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ KRM7.10-Rif และปลูกเชื้อรา (+Pa)
กรรมวิธี 7 แช่เมล็ดด้วยเซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ KRM7.12-Rif และปลูกเชื้อรา (+Pa)
กรรมวิธี 8 แช่เมล็ดด้วยเซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ KRM7.13-Rif และปลูกเชื้อรา (+Pa)
กรรมวิธี 9 แช่เมล็ดด้วยเซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ KRM7.20-Rif และปลูกเชื้อรา (+Pa)
กรรมวิธี 10 แช่เมล็ดด้วยเซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ KRM7.22-Rif และปลูกเชื้อรา (+Pa)
กรรมวิธี 11 แช่เมล็ดด้วยเซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ KRM7.24-Rif และปลูกเชื้อรา (+Pa)
กรรมวิธี 12 แช่เมล็ดด้วยเซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ KRM7.31-Rif และปลูกเชื้อรา (+Pa)
กรรมวิธี 13 แช่เมล็ดด้วยเซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ KRM7.32-Rif และปลูกเชื้อรา (+Pa)
กรรมวิธี 14 แช่เมล็ดด้วย Larminar® (B. subtilis) และปลูกเชื้อรา (+Pa)

JHAAAJA
Textbox
(P>0.05)
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5. การตรวจนบัปรมิาณเช้ือและการเจรญิครอบครองราก
ตรวจนบัปรมิาณเชือ้รา P. aphanidermatum 

และเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์กลายในดินหลัง
ปลูก 14 วัน โดยท�ำการสุ่มดินจาก 3 กระถาง ๆ ละ 1 
กรัม ใส่ในหลอดน�ำ้นึง่ฆ่าเชือ้ 9 มลิลลิติร เจอืจางความ
เข้มข้นที ่10-2  เท่า ก่อนน�ำไปตรวจนบัปรมิาณเชือ้ด้วย
วิธี Surface Soil Dilution Plate (SSDP) บนอาหาร
จ�ำเพาะ modified BNPRA (Chamswarng et al., 
1985) ส�ำหรับตรวจเชื้อราสาเหตุโรค และบนอาหาร 
NGA ที่ผสมสารปฏิชีวนะ Rifampicin ที่ความเข้มข้น 
50 ppm ส�ำหรบัตรวจแบคทเีรยีปฏปัิกษ์สายพันธุก์ลาย 
บ่มเชือ้ทีอ่ณุหภมูห้ิองเป็นเวลา 24−72 ชัว่โมง จงึตรวจ
นับปริมาณโคโลนีของเชื้อ (cfu/g) 

การเจริญครอบครองราก สุ่มรากแตงกวาหลัง
จากปลูก 14 วัน น�ำรากมาล้างผ่านน�้ำไหลให้สะอาด 
ซับรากให้แห้ง ตัดรากยาวประมาณ 1 เซนติเมตร วาง
บนอาหารจ�ำเพาะ modified BNPRA ส�ำหรบัตรวจนบั
เช้ือราสาเหตุโรค ส่วนการตรวจนับแบคทีเรียปฏิปักษ์
สายพันธุก์ลายใช้วธิกีารวางรากบนอาหาร NGA ทีผ่สม
สารปฏชิวีนะ Rifampicin ทีค่วามเข้มข้น 50 ppm บ่ม
เชื้อที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24−72 ชั่วโมง ก่อนตรวจ
นับปริมาณการครอบครองรากโดยคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ 

ผลการทดลองและวิจารณ์

1. การชกัน�ำให้แบคทีเรยีปฏปัิกษ์กลายพนัธุด้์วยรังสี
อัลตราไวโอเลต

การชกัน�ำให้แบคทเีรยีปฏปัิกษ์ KR7 กลายพนัธุ์
ด้วยรงัสอีลัตราไวโอเลต พบว่ามแีบคทเีรยีรอดตายหลงั
การฉายรงัสอีลัตราไวโอเลต 47 ไอโซเลต คดิเป็นอตัรา
การรอดชีวติ 38.52% จากผลการทดลองใน (Table 1) 
แสดง ให ้ เห็ นว ่ า เมื่ อ เพิ่ ม เ วลา ในการฉาย รั งสี
อลัตราไวโอเลตให้นานขึน้ท�ำให้ปรมิาณเชือ้หรอืจ�ำนวน
โคโลนลีดลง อาจมีปัจจยัหลายอย่างทีเ่กีย่วข้องกบัการ
รอดชีวิตและการกลายพันธุ์ ยกตัวอย่างเช่นปริมาณ
เซลล์แขวนลอยของแบคทีเรีย โดยเฉพาะเซลล์
แขวนลอยที่อยู ่ด ้านบนที่ได ้รับรังสีมากกว่าเซลล์
แขวนลอยท่ีอยู่ด้านล่าง ปัจจัยอื่น ๆ เช่น ชนิดของ
แบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ ระยะห่างของรังสีที่ใช้วาง
จนถึงเซลล์แขวนลอยของแบคทีเรีย เวลาท่ีใช้ในการ
ฉายรังสี และปริมาณรังสียูวีที่เหมาะสม ปัจจัยที่กล่าว
มานี้อาจมีความเกี่ยวเนื่องกับสารพันธุกรรมหรือกรด
นิวคลีอิกในแบคทีเรีย ท่ีดูดกลืนหรือดูดซับรังสี
อลัตราไวโอเลตได้มากหรอืน้อย ถ้าดดูซบัรงัสไีด้มากจะ
ท�ำให้เกดิการตายของเซลล์มาก แต่ถ้าดดูซับรงัสไีด้น้อย
และในปรมิาณท่ีพอเหมาะ จะท�ำให้นวิเคลยีสของเซลล์
เกิดการกลายพันธุ์ เกิดการเปลี่ยนแปลงในเบส ท�ำให้
พันธะไฮโดรเจนท่ีจับกับเบสเกิดการแตกหักได ้
Cleaver (2003) รายงาน ถึงแม้จะเกิดความเสียหายที่
กรดนิวคลีอิกไปบางส่วนแต่กระบวนการเมแทบอลิซึม
ในเซลล์ยังด�ำเนินต่อไป เนื่องจากเอนไซม์ภายในเซลล์
จุลินทรีย์สามารถซ่อมแซมตัวเองจากความเสียหายท่ี
เกดิข้ึนได้ เป็นผลให้จุลนิทรีย์สามารถฟ้ืนตวัได้หลงัจาก
ผ่านการฉายรังสีอัลตราไวโอเลต หรือ รังสียูวี

Table 1  Time rate and percentage of survival bacteria KR7 after radiating with ultraviolet (UV) radiation

UV radiation time (minute) Survival isolate found (isolate/colonies) Survival percentage  (%)

0
1
2
3
4
5

122
26
8
6
4
3

100.00
21.31
6.56
4.92
3.28
2.46

total 47 38.52
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2. การพัฒนาเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ให้ต้านทานต่อ
สารปฏิชีวนะ

แบคทเีรียปฏปัิกษ์สายพนัธุก์ลาย KR7 หลงัจาก
ฉายรงัสยีวูพีบโคโลนรีอดชวีติรวมทัง้หมด 47 ไอโซเลต 
เมื่ อน� ำมาพัฒนาให ้ต ้ านทานต ่อสารปฏิชี วนะ 
Rifampicin พบแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ ์กลาย 
จ�ำนวน 33 ไอโซเลต ทีค่วามเข้มข้น 100 ppm สามารถ
ต้านทานได้ จงึน�ำมาทดสอบความสามารถในการยบัยัง้
การเจรญิของเส้นใยเชือ้รา P. aphanidermatum ต่อไป

3. ประสทิธภิาพของแบคทีเรยีปฏิปักษ์สายพันธุก์ลาย
ต่อการยับยัง้การเจรญิของเส้นใยเช้ือราสาเหตโุรคใน
ห้องปฏิบัติการ

จากการทดสอบการยับยั้งการเจริญของเส้นใย
เชื้อรา P. aphanidermatum บนอาหาร PDA ด้วยวิธี
การ dual culture ทั้งหมด 33 ไอโซเลต ที่ต้านทานต่อ
สารปฏิชีวนะ Rifampicin พบแบคทีเรียปฏิปักษ์สาย
พนัธุก์ลาย 9 ไอโซเลต แสดงเปอร์เซน็ต์การยบัยัง้เส้นใย
ได้สูงกว่าสายพันธุ์ดั้งเดิมคือ KRM7.6−Rif, KRM7.12−

Rif, KRM7.22−Rif และ KRM7.32−Rif โดยมีเปอร์เซ็นต์
เท่ากันคือ 52.38% รองลงมาได้แก่ KRM7.24−Rif และ 
KRM7.10−Rif มีเปอร์เซ็นต์เท่ากับ 47.67% และ 

45.24% ตามล�ำดับ และไอโซเลต KRM7.13−Rif, 

KRM7.20−Rif และ KRM7.31−Rif มีเปอร์เซ็นต์เท่ากับ 
40.38% การชักน�ำให้กลายพันธุ์ด้วยรังสียูวีอาจท�ำให้
บางไอโซเลตสูญเสียความสามารถในการยับยั้งการ
เจรญิของเส้นใยไป และอาจท�ำให้เกดิการเปลีย่นแปลง
เกีย่วกบัยนีท่ีเกีย่วข้องกบัการสร้างสารพษิหรอืสารทุตยิ
ภูมิต่าง ๆ แต่ในขณะเดียวกันบางไอโซเลตก็มีความ
สามารถในการยับยั้งเส้นใยดีข้ึน หรือมีผลท�ำให้มีการ
สร้างสารพิษหรือสารปฏิชีวนะที่รุนแรงยิ่งขึ้น โดยพบ
ว่าแบคทีเรียสายพันธุ์กลาย KRM7.32−Rif, KRM7.22−

Rif, KRM7.12−Rif และ KRM7.6−Rif มคีวามสามารถใน
การสร้างสารยับย้ังท�ำให้เกิดบริเวณ clear zone มี
ขนาดเท่ากับ 0.58, 0.57, 0.57 และ 0.56 เซนติเมตร 
(Figure 1) ซึ่งสูงกว่าสายพันธุ์ดั้งเดิมที่ไม่ผ่านรังสียูวีซึ่ง
สอดคล้องกับการทดลองของ (Srihattagum and 

Aurairong, 2012) (Table 2)

Figure 1  Inhibition of Pythium aphanidermatum mycelial growth on Potato dextrose agar (PDA) by 
antagonistic mutant bacteria KRM7.31−Rif (A) and KRM7.32−Rif (B)

A B
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Table 2  Percentang of seed germination at 7 days, survived cucumber seedling and plant height at 
14 days after soaking in cell suspension of antagonistic mutant bacteria under greenhouse 
condition

Treatment Inhibition
(%)

Clear 
zone
(cm)

Seed germination
7 days (%)

Survived 
seedling

14 days (%)

Plant height
14 days (cm)

Control (−Pa)1/

Control (+Pa)1/

metalaxyl + Pa
KR7 wt + Pa

KRM7.6−Rif + Pa
KRM7.10−Rif + Pa
KRM7.12−Rif + Pa
KRM7.13−Rif + Pa
KRM7.20−Rif + Pa
KRM7.22−Rif + Pa
KRM7.24−Rif + Pa
KRM7.31−Rif + Pa
KRM7.32−Rif + Pa
Larminar® + Pa

Nd2/

0.00f

Nd
32.52e

52.38a

45.24c

52.38a

40.48d

40.48d

52.38a

47.67b

40.48d

52.38a

Nd

Nd
0.00
Nd
0.00
0.56
0.44
0.57
0.36
0.35
0.57
0.48
0.36
0.58
Nd

100.00a3/

66.67c

93.33ab

86.67a-c

80.00a-c

100.00a

100.00a

93.33ab

73.33bc

93.33ab

100.00a

100.00a

86.67a-c

100.00a

100.00a

20.00cd

100.00a

80.00ab

26.67cd

0.00d

0.00d

86.67ab

0.00d

0.00d

53.33bc

93.33ab

26.67cd

80.00ab

25.67ab

17.67g

20.67f

24.67b-d

22.67d-f

Ns2/

Ns
23.67b-d

Ns
Ns

23.50b-e

24.00b-d

23.00c-f

25.00a-d

C.V. 1.33 Nd 19.44 42.91 4.61

1/ Control treatments with the uninoculation (-Pa) and inoculation (+Pa) of Pythium aphanidermatum
2/ Not determined (Nd) and Not survived seedling (Ns)
3/ Means in each column followed by the same letter (s) are not significantly different  according to  	
   Least significant difference (LSD) (P 0.05)

4. ประสทิธภิาพของแบคทีเรยีปฏิปักษ์สายพันธุก์ลาย
ในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคในเรือนปลูกพืช
ทดลอง

ทดสอบด้วยการแช่เมล็ดแตงกวาในเซลล์
แขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ ์กลาย 9  
ไอโซเลต ที่ยับยั้งเชื้อรา P. aphanidermatum ได้ดี
กว่าสายพันธุ์ดั้งเดิม พบว่าแบคทีเรีย 9 ไอโซเลต ดัง
กล่าวช่วยเพิ่มเปอร์เซ็นต์ต้นงอกท่ี 7 วัน ได้มากกว่า
กรรมวิธีควบคุม (+Pa) แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียส่ง
เสริมการงอกของเมลด็ได้ดีในขณะทีป่ลกูร่วมกบัเชือ้รา

สาเหตโุรค และจากการตรวจนบัเปอร์เซน็ต์ต้นรอดตาย
ที่ 14 วัน พบว่า KRM7.31−Rif แสดงเปอร์เซ็นต์ต้น
รอดตายสูงสุด (93.33%) รองลงมาคือ KRM7.13−Rif 
(86.67%) ซึ่งไม่แตกต่างกันเมื่อเปรียบเทียบกับสาย
พนัธุด์ัง้เดมิ แต่สงูกว่ากรรมวิธคีวบคมุ (+Pa) ทีป่ลกูเช้ือ
ราสาเหตุโรคอย่างเดยีว อย่างมนียัส�ำคญั (Table 2) ซึง่
อาจเป็นผลมาจากแบคทเีรยีสามารถครอบครองบนผวิ
เมล็ดและรากได้ดี อยู่รวมกับรากพืชหรือปรับตัวให้อยู่
รอดในสภาพแวดล้อม สร้างสารยับยั้งโรค ส่งผลให้ต้น
พืชมีเปอร์เซ็นต์ต้นรอดตายสูง แต่ในขณะเดียวกัน

JHAAAJA
Textbox
(P > 0.05)
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แบคทเีรยีปฏปัิกษ์สายพนัธุก์ลายบางไอโซเลตไม่ช่วยให้
มีต้นรอดตาย อาจมีสาเหตุมาจากช่วงปลูกเป็นฤดูร้อน 
อณุหภมูเิหมาะต่อการเข้าท�ำลายของเชือ้ราสาเหตโุรค
ได ้ เป ็นอย ่างดี  สอดคล ้องกับการรายงานของ 
 Van Der Plaats-Niterink (1981) ที่พบว่าเชื้อรา  
P. aphanidermatum ชอบและเข้าท�ำลายพืชได้ดีใน
อุณหภูมิที่สูงประมาณ 35−40 ºC และจากการศึกษา
ของ Georgakopoulos et al. (2002) พบว่าแบคทีเรีย
ปฏปัิกษ์สกุล Bacillus ทีไ่ม่สามารถยบัยัง้การเจรญิของ
เส้นใยได้ในห้องปฏบิตักิารอาจจะควบคมุเชือ้ราสาเหตุ
โรคได้ดีในเรือนปลูกพืชทดลอง ด้วยวิธีการผลิตสาร
ระเหยต่อต้านเชือ้รา (volatile antifungal compound) 
และอาจเป็นไปได้ว่าแบคทีเรียปฏิปักษ์สามารถใช้
อาหารรอบรากพชืได้ด ีผลติสารทตุยิภมูใินการควบคมุ
โรค และสร้างสารที่จ�ำเป็นต่อการเจริญได้ (Timmusk, 
2003) นอกจากน้ีการตรวจความสงูของต้นที ่14 วนั พบ
ว่าต้นพืชสามารถเจรญิเติบโตได้ดีแม้ในสภาพทีม่เีชือ้รา
สาเหตโุรคปลกูร่วมอยูด้่วย อาจเป็นผลมาจากแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์สามารถช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตท�ำให้มี
ความสูงต้นที่เพิ่มข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธี
ควบคุมที่ปลูกเช้ือราสาเหตุโรคอย่างเดียว มีการ
รายงานว่า แบคทีเรีย Pseudomonas สามารถละลาย
ฟอสเฟต และ ผลิตไซเดอโรฟอร์ได้ (Oteino et al., 
2015) จงึท�ำให้มปีรมิาณฟอสเฟตในรปูทีเ่ป็นประโยชน์
ต่อพชืเพิม่ขึน้ สารไซเดอโรฟอร์กมี็คณุสมบัตไิปจบัธาตุ
เหล็กในดินท�ำให ้ เชื้ อราสาเหตุโรคไม ่สามารถ 
น�ำธาตุเหล็กไปใช้ในกิจกรรมต่าง ๆ ได้ ส่งผลต่อการ
ควบคุมเชื้อราสาเหตุได้อย่างมีประสิทธิภาพและส่ง
เสรมิต้นพชืให้มกีารเจรญิเตบิโตทีเ่พิม่ขึน้ ซึง่แบคทเีรยี
ปฏิปักษ์ KR7 ก็มีคุณสมบัติดังกล่าวเช่นกัน 

5. การตรวจนบัปริมาณเช้ือและการเจรญิครอบครองราก
ก า ร ต ร ว จ นั บ ป ริ ม า ณ เ ชื้ อ ร า ส า เ ห ตุ  

P. aphanidermatum และเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ 

สายพนัธุก์ลายในดนิ พบว่ากรรมวธิท่ีีปลกูเช้ือราสาเหตุ
โรคมปีรมิาณเชือ้สงูกว่ากรรมวธิอีืน่ ส่วนกรรมวธิทีีป่ลกู
เชือ้ร่วมกบัการแช่เมลด็ด้วยเชือ้แบคทเีรยีปฏปัิกษ์สาย
พันธุ์กลายพบว่าทุกกรรมวิธีมีปริมาณเชื้อโรคลดลง
ประมาณ 10−20 เท่า และกรรมวิธีที่ใช้แบคทีเรีย
ปฏปัิกษ์สายพนัธุก์ลาย KRM7.31−Rif และ KRM7.24−Rif 
ตรวจพบปริมาณเชื้อแบคทีเรียในดินที่สูง 7.33 x 103 
cfu/g และ 3.00 x 103 cfu/g จึงส่งผลให้ตรวจพบ
ปริมาณเชื้อราสาเหตุโรคลดลง

เมือ่ตรวจเปอร์เซน็ต์การครอบครองราก พบว่า
กรรมวิธีที่ปลูกเชื้อราสาเหตุโรคอย่างเดียวตรวจพบ
ปริมาณรากท่ีมีเช้ือโรคสูงถึง 93.33% รองลงมาคือ
กรรมวธิท่ีีใช้แบคทีเรยี KRM7.32−Rif (86.67%) ในขณะ
ที่ KRM7.6−Rif, KRM7.13−Rif และ KRM7.31−Rif 
ตรวจไม่พบเช้ือราสาเหตุโรคเลย ส่วนแบคทีเรียท่ีมี
เปอร์เซ็นต์การเจรญิครอบครองรากได้ดีคอื KRM7.31−
Rif, KRM7.24−Rif และ KRM7.6−Rif โดยมีเปอร์เซ็นต์
การครอบครองรากเท่ากับ 73.33, 66.67 และ 53.33% 
ตามล�ำดบั ส่วน Larminar®  มกีารครอบครองราก 40% 
(Table 3) จากการทดลองนีพ้บว่ากรรมวธิท่ีีปลกูเช้ือรา
สาเหตโุรคร่วมกบัการแช่เมลด็ด้วยเชือ้ KRM7.31−Rif มี
ศกัยภาพในด้านต่างๆ ท้ังเปอร์เซ็นต์การยับยัง้การเจรญิ
ของเส้นใย ต้นรอดตาย ความสงูต้น ตลอดจนปรมิาณเช้ือ
และการครอบครองรากได้ในปริมาณที่สูงกว่ากรรมวิธี 
อืน่ ๆ ในเรอืนปลกูพชืทดลอง อาจเป็นเพราะมปัีจจยั
หลายอย่างทีเ่กีย่วข้องไม่ว่าจะเป็น อณุหภมู ิ ความชืน้ 
อากาศ และความเป็นกรดด่าง ฯลฯ ท�ำให้เช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์สายพันธุ์กลายสามารถมีชีวิตอยู่รอดได้ดีใน
สภาพแวดล้อมเช่นนีไ้ด้ แต่อย่างไรกต็ามจุลนิทรย์ีก็ยงัมี
กลไกท่ีส�ำคญัในการยบัยัง้โรคได้ เช่น การแข่งขัน การ
เป็นปรสติโดยตรง การสร้างสารปฏชิวีนะ และการชกัน�ำ
ให้พชืเกดิความต้านทาน (Whipps, 2001) ซ่ึงกจิกรรม
กรรมเหล่านีม้คีวามสมัพนัธ์กนัทีซั่บซ้อน ระหว่าง พืช 
จลุนิทรย์ี และสภาพแวดล้อม (Chamswarng, 2006)
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Table 3  Population and root colonization of antagonistic mutant bacteria and Pythium aphanidermatum 
after planting 14 days under greenhouse condition

Treatment

 

Population (cfu/g) Root colonization (%)

Antagonistic bacteria Pa Antagonistic bacteria Pa

Control (−Pa)1/

Control (+Pa)1/

metalaxyl + Pa
KR7 wt+Pa

KRM7.6−Rif+Pa
KRM7.10−Rif+Pa
KRM7.12−Rif+Pa
KRM7.13−Rif+Pa
KRM7.20−Rif+Pa
KRM7.22−Rif+Pa
KRM7.24−Rif+Pa
KRM7.31−Rif+Pa
KRM7.32−Rif+Pa
Larminar®+Pa

0.00
0.00
0.00
Nd2/

2.67 x 103

0.00
1.00 x 103

5.00 x 102

1.67 x 103

6.70 x 102

3.00 x 103

7.33 x 103

6.70 x 102

Nd

0.00
3.20 x 103

0.00
1.00 x 101

0.00
0.00

0.67 x 101

0.00
0.00

1.67 x 102

1.33 x 102

1.00 x 101

0.10 x 101

0.00

00.00
00.00
00.00
Nd

53.33
Nd
Nd

33.33
Nd
Nd

66.67
73.33
33.33
Nd

00.00
93.33
00.00
33.33
00.00
Nd
Nd

00.00
Nd
Nd

53.33
00.00
86.67
40.00

1/ Control treatments with the uninoculation (-Pa) and inoculation (+Pa) of Pythium aphanidermatum
2/ Not determined (Nd) 

สรุป

แบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต KRM7.31−Rif สาย
พันธุ์กลายจากรังสีอัลตราไวโอเลต และต้านทานต่อ
สารปฏิชีวนะ Rifampicin มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง
การเจริญของเส้นใยเช้ือรา P. aphanidermatum ได้
เพิ่มขึ้นจากสายพันธุ์ดั้งเดิม การแช่เมล็ดแตงกวาด้วย
เซลล์แขวนลอยของแบคทีเรีย KRM7.31−Rif ก่อน
ปลูกช่วยเพิ่มเปอร์เซ็นต์ต้นงอก (100%) และต้นรอด
ตายสูง (93.33%) รวมทั้งมีความสูงต้น (24 cm) เพิ่ม
ขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่ปลูกเชื้อรา
สาเหตุโรคอย่างเดียว และยังเทียบเท่ากับสายพันธุ์

ดั้ งเดิม KR7 นอกจากนี้ยังตรวจพบปริมาณเชื้อ
แบคทีเรียในดินและการเจริญครอบครองรากพืชของ
แบคทีเรียในเปอร์เซ็นต์ที่สูง ส่งผลท�ำให้เชื้อราสาเหตุ
โรคลดลง

กิตติกรรมประกาศ

ขอบคุณห้องปฏิบัติการควบคุมโรคพืชโดย
ชีวภาพ และเรือนปลูกพืชทดลอง ภาควิชาโรคพืช 
คณะเกษตร ก�ำแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
วิทยาเขตก�ำแพงแสน นครปฐม ที่อนุเคราะห์สถานที่
ในท�ำการทดลอง
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