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บทคัดย่อ 

  
โรคเมล็ดด่างในข้าว (Dirty Panicle Disease) จัดเป็นปัญหาสำคัญในการผลิตข้าว หากเกิด

การระบาดรุนแรงส่งผลทำให้ผลผลิตเสียหายมาก อาการเมล็ดด่างจะปรากฏเด่นชัดในช่วงเก็บเกี่ยวและ
ส่งผลให้ผลผลิตลดลงถึงร้อยละ 85 การควบคุมโรคโดยชีววิธีจึงเข้ามามีบทบาทมากข้ึน เพื่อลดปัญหาการใช้
สารเคมีและเป็นการรักษาความสมดุลของธรรมชาติ  ปัจจุบันมีการศึกษานำเชื้อจุลินทรีย์ในดินมาใช้
ประโยชน์ พบว่าเชื้อแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus sp. มีความสามารถในการผลิตสารต้านจุลชีพและเอนไซม์ที่
สามารถยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคพืชได้ รวมถึงส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ดังนั้นการศึกษาจึงมีวัตถุประสงค์
เพื่อคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. จากท้องถิ่นที่สามารถยับยั้งการเข้าทำลายของโรคเมล็ดด่างในข้าว
พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 โดยดำเนินการวิจัยเป็น 5 การทดลอง คือ การทดลองที่ 1 การทดสอบการก่อโรค
ของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างในข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 เพื่อประเมินการก่อโรคและอาการด่างบนเมล็ด
ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ด้วยแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design จำนวน 4 ซ้ำ 9 
กรรมวิธี โดยทำการทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคเมล็ดด่างในข้าวจากเชื้อรา  โดยใช้วิธี seed 
inoculation assay แล้วประเมินอาการของโรคที่เกิดขึ้นที่ 12, 24, 48, 72, 120 และ 168 ชั่วโมงภายหลัง
จากการปลูกเชื้อ ตามหลักการของ International Seed Testing Association (ISTA) และตรวจสอบ
คุณสมบัติทางชีวเคมีของกิจกรรมเอนไซม์คาตาเลสต่อการเสื่อมคุณภาพเมล็ดพันธุ์   ผลการศึกษาพบว่า 
อาการบนเปลือกเมล็ดข้าวซึ่งไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ แต่พบอาการภายในเมล็ดซึ่งส่งผลต่อการงอก
ของเมล็ดข้าวที่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญยิ่ง โดยเชื้อ Curvularia sp. มีความรุนแรงสูงสุดต่อ
เมล็ดข้าวที่ ได้รับเชื้อทำให้เมล็ดไม่งอก  100% แต่เมล็ดข้าวที่รับเชื้อรา Sarocladium sp. จะได้รับ
ผลกระทบน้อยที่สุด จากการตรวจวัดกิจกรรมเอนไซม์คาตาเลส เมล็ดข้าวที่ได้รับเชื้อรา Curvularia sp., 
Cercospora sp., Bipolaris sp., Fusarium sp., Trichoconis sp., Sarocladium sp. และได้รับเชื้อรา
ร่วมกัน 6 ชนิด มีกิจกรรมเอนไซม์คาตาเลสแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ บ่งชี้ว่าเชื้อราสาเหตุมีความ
รุนแรงต่อการก่อโรคได้แตกต่างกัน การทดลองที่ 2 การทดสอบประสิทธิภาพสารกรองเชื้อแบคทีเรีย 
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Bacillus sp. ต่อการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว เพื่อคัดเลือกสายพันธุ์เชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. 
ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง  และประเมินประสิทธิภาพของสารกรอง ด้วย
แผนการทดลองแบบ 10x6x2 Factorial in Completely Randomized Design มี 120 กลุ่มทดลอง ๆ 
ละ 4 ซ้ำ ปัจจัย A คือเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. จำนวน 10 ไอโซเลต ปัจจัย B คือลักษณะเชื้อแบคทีเรีย 
Bacillus sp. 2 รูปแบบ และปัจจัย C คือเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง 6 ชนิด โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
Bacillus sp. จำนวน 10 ไอโซเลต ได้แก่ Bacillus UBU1,  Bacillus UBW2, Bacillus BRCR3, Bacillus 
BRBD12, Bacillus SKKH3, Bacillus SKNK4, Bacillus SKKK4, Bacillus SKNK3, Bacillus SKY7 และ 
Bacillus SRSHP19  เตรียมให้อยู่ในรูป cell suspension (CS)  และ cell-free culture filtrate (CFF) 
สำหรับการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว ด้วยวิธี Dual culture method และ
ตรวจสอบยีนที่กำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะ คัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ที่ยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรค
เมล็ดด่างข้าวที่ดีที่สุด ผลการทดลองพบว่า รูปแบบเซลล์ CFF ของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus SKKH3 และ 
BRBD12 สามารถยับยั้งการงอกของสปอร์ได้ถึง 100 เปอร์เซ็นต์ โดยรูปแบบเซลล์ CFF ของเชื้อแบคทีเรีย 
Bacillus sp. มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการงอกของสปอร์เชื้อราได้ดีกว่ารูปแบบเซลล์ CS และเมื่อนำเชื้อ
แบคทีเรีย Bacillus sp. ทั้ง 10 ไอโซเลต ทำการตรวจหายีนที่กำหนดการสร้างสารปฏิชวีนะ 4 ยีน ได้แก ่ยีน 
srfA, ituA, bacD และ bmyA พบว่ามีเชื้อแบคทีเรีย B. siamensis UBU1, B. siamensis BRBD12, B. 
siamensis SKKH3, B. siamensis SKY7 และ B. siamensis SKKK4 มียีนสร้างสารปฏิชีวนะทั้ง 4 ยีน ที่
แตกต่างจากไอโซเลตอื่น การทดลองที่ 3 การทดสอบประสิทธิภาพเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการยับยั้ง
การงอกสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว เพื่อคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลตที่มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการงอกสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว จากการทดลองที่ 2 จำนวน 5 ไอ
โซเลต คือ B. siamensis UBU1, B. siamensis BRBD12, B. siamensis SKKH3, B. siamensis SKKK4 
และ  B. cereus SRSHP19 ด้วยแผนการทดลองแบบ  5x6 Factorial in Completely Randomized 
Design มี 30 กลุ่มทดลอง ๆ ละ 4 ซ้ำ ๆ ละ 100 สปอร์ ปัจจัย A คือเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp.  5 ไอโซ
เลต  ปัจจัย  B คือเชื้ อราสาเหตุ โรคเมล็ดด่ าง  6 ชนิด  ได้แก่  Trichoconis sp.,  Sarocladium sp., 
Cercospora sp., Bipolaris sp., Curvularia sp. และ Fusarium sp. ดำเนินการทดลองโดยใช้เทคนิค 
slide culture  ตรวจผลที่ 15 ชั่วโมงหลังทดสอบ และตรวจนับการงอกของสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
ผลการทดลองพบว่าเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. สามารถยับยั้งการงอกของสปอร์เชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง
ข้าวได้แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ  คือเชื้อแบคทีเรีย B. siamensis SKKK4 และ B. siamensis 
SKKH3 สามารถยับยั้งการงอกสปอร์ของเชื้อราสาเหตุทั้ง 6 ชนิดได้ดีที่สุด นอกจากนี้เชื้อแบคทีเรีย Bacillus 
sp. สามารถยับยั้งการงอกสปอร์ของเชื้อราชนิด Curvularia sp. ได้ดีที่สุด การทดลองที่ 4 การทดสอบ
ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการงอกของเมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 เพื่อตรวจหา
คุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. จำนวน 5 ไอโซเลต ที่มีผลต่อการงอกและการเจริญเติบโตของต้น
กล้าข้าวขาวดอกมะลิ 105 ด้วยแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design จำนวน 4 ซ้ำ 6 
กรรมวิธี คือเมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ที่ผ่านการฆ่าเชื้อ และนำมาคลุกกับเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. 
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แต่ละไอโซเลตจำนวน 5 ไอโซเลต และกรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ ผลการทดลองพบว่า การงอกของเมล็ด
ข้าว และดัชนีการงอก ที่อายุ 7 และ 14 วันหลังการเพาะเมล็ด  ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม และเมื่อเมล็ดข้าวได้รับเชื้อแบคทีเรีย B. cereus SRSHP19, B. siamensis 
SKKH3, B. siamensis BRBD12 และ B. siamensis SKKK4 มีพลังงานในการงอกและอัตราเร็วในการงอก
ไม่แตกต่างทางสถิติกับกรรมวิธีควบคุม ส่วนดัชนีความแข็งแรงของต้นกล้า B. siamensis SKKK4 และ B. 
siamensis SKKH3 มีดัชนีความแข็งแรงมากกว่ากรรมวิธีควบคุมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ซึ่งบ่งชี้ให้เห็นว่า
เชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ไม่มีผลกระทบต่อการงอกของเมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 การทดลองที่ 5 
การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการลดโรคเมล็ดด่างข้าว ในสภาพเรือนทดลอง 
เพื่อนำผลประสิทธิภาพเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. จำนวน 5 ไอโซเลต ในการลดปริมาณการเกิดโรคเมล็ด
ด่างข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ  105 ในสภาพเรือนทดลอง  ด้ วยแผนการทดลองแบบ  Completely 
Randomized Design จำนวน 4 ซ้ำ 38 กรรมวิธี ประกอบด้วยเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. จำนวน 5 ไอโซ
เลต ที่ร่วมกับการฉีดพ่นเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างจำนวน 6 ชนิด และพ่นเชื้อราสาเหตุที่รวมมาจากเชื้อทั้ง 
6 ชนิด และกรรมวิธีควบคุมประกอบด้วย กรรมวิธีไม่คลุกเชื้อราสาเหตุโรค กรรมวิธีที่ใช้สารเคมี และ
กรรมวิธีที่ใช้ B. subtilis ที่ผลิตเพื่อการค้า ผลการทดลองพบว่าเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ทั้ง 5 ไอโซเลต
สามารถลดเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคเมล็ดด่างบนเมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ได้แตกต่างกันทางสถิติอย่าง
มีนัยสำคัญยิ่งเมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุมทั้ง 3 กรรมวิธี จึงทำให้น้ำหนัก 1000 เมล็ด น้ำหนักเมล็ดข้าวดี 
และผลผลิตต่อหน่วยทดลองแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญยิ่งกับกรรมวิธีควบคุมที่ไม่ได้คลุกเชื้อ แต่ไม่
แตกต่างกับกรรมวิธีควบคุมที่ใช้สารเคมีและกรรมวิธีควบคุมที่ใช้ Bacillus sp. ที่ผลิตเพื่อการค้า 

การศึกษาครั้งนี้สรุปได้ว่าเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. มีศักยภาพสูงในการควบคุมเชื้อราที่
ก่อให้เกิดโรคเมล็ดด่างในข้าว โดยเฉพาะอย่างยิ่ง เชื้อแบคทีเรีย B. siamensis ไอโซเลต SKKK4 และ 
SKKH3 ข้อเสนอแนะควรพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์สู่การใช้จริงในเชิงพาณิชย์ และหาแนวทางในการสร้างสูตรให้มี
ความคงตัวสูง และสามารถเก็บรักษาได้นาน ให้เป็นทางเลือกที่ปลอดภัย และยั่งยืนต่อการผลิตข้าวพันธุ์ขาว
ดอกมะลิ 105 ภายใต้สภาพแวดล้อมที่แตกต่างกันในแต่ละพื้นที่ต่อไป  
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ABSTRACT 

  
Dirty Panicle Disease presents a major constraint to rice production, causing 

yield losses of up to 85% during severe outbreaks, with the most noticeable symptoms 
emerging at harvest. Due to the limitations and environmental concerns of chemical 
control, biological methods have gained prominence as sustainable and eco-friendly 
alternatives. Recent research has focused on soil microorganisms, particularly Bacillus sp., 
which are known to produce antimicrobial compounds and hydrolytic enzymes that inhibit 
plant pathogens. This study aimed to identify native Bacillus sp. strains capable of 
inhibiting the fungal pathogens responsible for Dirty Panicle Disease in Khao Dawk Mali 105 
rice. The research comprised five sequential experiments: The first experiment aimed to 
assess the pathogenicity of fungi causing Dirty Panicle Disease. This experiment evaluated 
disease severity and seed symptom expression caused by six fungal pathogens (Curvularia 
sp., Cercospora sp., Bipolaris sp., Fusarium sp., Trichoconis sp., and Sarocladium sp.) using 
a Completely Randomized Design (CRD) with 9 treatments and 4 replications. Seed 
inoculation followed ISTA standards, and symptom progression was observed at 12, 24, 48, 
72, 120, and 168 hours post-inoculation. Catalase enzyme activity served as a biochemical 
indicator of seed deterioration. Although no external seed coat symptoms (disease level 0) 
were detected, internal infections significantly reduced germination. Curvularia sp. caused 
total inhibition (0% germination), marking it as the most aggressive, while Sarocladium sp. 
had the least impact (68% germination). Catalase activity significantly varied among fungi, 
reflecting differences in pathogenic aggressiveness. The second experiment aimed to 
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evaluate the Bacillus sp. for antifungal activity against Dirty Panicle pathogens. Ten Bacillus 
isolates (UBU1, UBW2, BRCR3, BRBD12, SKKH3, SKNK4, SKKK4, SK-NK3, SKY7, and SRSHP19) 
were tested in cell suspension (CS) and cell-free culture filtrate (CFF) forms using a 10×6×2 
factorial CRD design (120 treatments, 4 replications). Antagonistic activity was assessed 
using the dual culture method. The CFF of isolates SKKH3 and BRBD12 fully inhibited 
fungal spore germination (100%). Overall, CFF treatments were more effective than CS. PCR 
analysis showed that B. siamensis UBU1, BRBD12, SKKH3, SKY7, and SKKK4 carried four key 
antibiotic synthesis genes (srfA, ituA, bacD, and bmyA), identifying them as strong 
biocontrol candidates. The third experiment aimed to investigate the spore germination 
inhibition by selected Bacillus sp. Five high-performing isolates from Experiment 2 (B. 
siamensis UBU1, BRBD12, SKKH3, SKKK4, and B. Cereus SRSHP19) were tested for spore 
inhibition of the six fungal pathogens using a 5×6 factorial in CRD (30 treatments, 4 
replications; 100 spores/treatment). Slide cultures were observed at 15 hours under a 
microscope. Results showed significant treatment effects. B. siamensis SKKH3 and SKKK4 
exhibited the highest efficacy, completely suppressing spore germination of Curvularia sp. 
(100%). The fourth experiment aimed to assess the effects of Bacillus sp. on germination 
and seedling vigor of Khao Dawk Mali 105. To assess compatibility with seed physiology, 
the same five Bacillus isolates were evaluated for their effects on germination and early 
seedling growth in a CRD with 6 treatments and 4 replications. Surface-sterilized seeds 
were coated with the isolates and incubated under controlled conditions. No significant 
differences were observed in germination rates or germination index at 7 and 14 days. 
However, seedlings treated with B. siamensis SKKH3 and SKKK4 showed significantly higher 
vigor indices, suggesting growth-promoting effects. Importantly, none of the treatments 
negatively impacted germination, confirming their suitability for seed application. The fifth 
experiment aimed to investigate the efficacy of Bacillus sp. in reducing Dirty Panicle 
Disease under greenhouse conditions. This experiment tested the efficacy of the five 
Bacillus isolates in suppressing Dirty Panicle Disease in Khao Dawk Mali 105 under 
greenhouse conditions. A CRD with 38 treatments and 4 replications was used. Treatments 
included individual Bacillus applications with fungal inoculation, a mixed fungal inoculum, 
a chemical fungicide, and a commercial Bacillus product, alongside a non-inoculated 
control. All five Bacillus isolates significantly reduced disease incidence compared to the 
untreated control. They also improved 1,000-grain weight, weight of unbroken grains, and 
total yield per plot. These parameters were significantly better than the distilled water 
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control but not significantly different from chemical or commercial Bacillus-based 
treatments. 

This study demonstrates that native Bacillus sp., particularly B. siamensis 
SKKH3 and SKKK4, exhibit strong potential for suppressing fungal pathogens associated with 
Dirty Panicle Disease. The recommendation is to develop the product into a 
bioformulation for actual commercial use and to find ways to create a formulation with 
high stability and long shelf life, offering a safe and sustainable alternative for the 
production of Khao Dawk Mali 105 rice under varying environmental conditions across 
different regions. 

 
Keyword : Bacillus sp., Dirty Panicle Disease, Khao Dawk Mali 105 rice, Phytopathogenic 
fungi, Biological control 
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บทที่ 1  
บทนำ 

 

1.1 ภูมิหลัง 

ข้าว (Oryza sativa) เป็นสินค้าเกษตรส่งออกหลักของประเทศที่ครอบคลุมพ้ืนที่เพาะปลูก
มากที่สุด (คิดเป็น 43.7% ของพ้ืนที่เกษตรทั้งหมดของประเทศไทย) และครอบคลุมครัวเรือนถึง 5.1 
ล้านครัวเรือน (คิดเป็น 63.6% ของจำนวนครัวเรือนภาคเกษตรทั้งหมด) ไทยมีพ้ืนที่ปลูกข้าวทั้งสิ้น 
72.56 ล้านไร่ ส่วนใหญ่อยู่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือตอนล่าง และภาคกลาง ซึ่งประเทศ
ไทยเป็นผู้ผลิตและส่งออกข้าวที่สำคัญของโลก โดยปี 2564/2565 ไทยมีผลผลิตข้าวสูงเป็นอันดับ 6 
ของโลก เฉลี่ย 31-33 ล้านตัน คิดเป็น 4.0% ของผลผลิตข้าวทั่วโลก และไทยเป็นผู้ส่งออกข้าวอันดับ 
2 ของโลก 13.5% (สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2566) การผลิตข้าวและการส่งออกข้าวของ
ประเทศไทยลดลง เนื่องจากการผลิตข้าวต้องเผชิญกับปัญหาศัตรูพืชที่มีผลกระทบด้านคุณภาพ และ
ปริมาณที่ลดลง ซึ่งโรคเมล็ดด่างของข้าว (Dirty panicle) นับว่าเป็นโรคสำคัญโรคหนึ่ง เกิดจากการ
เข้าทำลายของเชื้อราสาเหตุโรค 6 ชนิด คือ Curvularia lunata (Wakker) Boedijn. Cercospora 
oryzae I. Miyake. Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker. Fusarium 
semitectum Berk & Rav. Trichoconis padwickii Ganguly. แ ล ะ  Sarocladium oryzae 
(Sawada) W.Gams & D.Hawksw. เชื้อราสามารถเข้าทำลายผลผลิตข้าวได้โดยตรง (Tschen and 
Wen, 1980) ซึ่งเข้าทำลายตั้งแต่ข้าวเริ่มติดเมล็ดและพัฒนาต่อไปจนทำให้เกิดอาการเมล็ดด่าง และ
เมล็ดลีบในระยะใกล้เก็บเกี่ยว เชื้อราสาเหตุโรคเพ่ิมปริมาณโดยการสร้างสปอร์ที่สามารถแพร่ระบาด
ทางอากาศ และติดไปกับเมล็ดพันธุ์ได้ (Charoenrak and Chamswarng, 2016)  

ลักษณะอาการของโรคเมล็ดด่างข้าว คือเปลือกเมล็ดข้าวแสดงอาการจุดสีดำ ขนาดเล็ก และ
แผลขยายขนาดใหญ่ขึ้น อาจพบอาการแผลดำขนาดใหญ่ หรือเป็นรอยด่างดำทั่วทั้งเมล็ด และเมล็ด
ลีบ ส่งผลต่อปริมาณและคุณภาพของผลผลิต (พรทิพย์, 2545) ได้แก่ การลดลงของปริมาณน้ำตาลใน
เมล็ดข้าว (Gopalakrishnan et al., 2010) และเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดข้าว อีกทั้งส่งผลให้
เมล็ดพันธุ์เสื่อมคุณภาพ สูญเสียความงอกจนเสียคุณภาพของการเป็นเมล็ดพันธุ์  หากนําผลผลิตจาก
แปลงที่เกิดการระบาดของโรคมาใช้ทำเมล็ดพันธุ์ข้าว เมื่อนำข้าวไปขัดสีจะได้เมล็ดข้าวที่มีคุณภาพต่ำ 
เกิดการแตกหักของเมล็ดข้าว รวมไปถึงปริมาณผลผลิตข้าวลดลง 9.6-85 เปอร์เซ็นต์ ในฤดูปลูกถัดไป 
ขึ้นอยู่กับความรุนแรงของโรค (Lalan et al., 2013)  

ปัจจุบันเกษตรกรส่วนมากนิยมใช้สารเคมีในการควบคุม ป้องกัน และกำจัดโรคเมล็ดด่าง ซึ่ง
เป็นวิธีการที่ไม่ยั่งยืน เนื่องจากการใช้สารเคมีต้องใช้อย่างต่อเนื่อง และหากใช้ในปริมาณมากหรือใช้
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เป็นระยะเวลานาน อาจชักนำให้เชื้อสาเหตุโรคพืชเกิดความต้านทานต่อสารเคมีได้ (Suzuki et al., 
2010) อีกทั้งการใช้สารเคมีมักก่อให้เกิดปัญหาสารตกค้างในผลผลิต ดิน สภาพแวดล้อม และเป็น
อันตรายต่อเกษตรกรรวมไปถึงผู้บริโภค การป้องกันควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี ด้วยการนำเชื้อจุลินทรีย์
หรือศัตรูธรรมชาติชนิดต่าง ๆ มาใช้ในการควบคุมป้องกันกำจัดโรค จึงเป็นอีกแนวทางเลือกหนึ่ง ซึ่ง
เป็นวิธีที่ได้รับความนิยมอย่างแพร่หลาย สามารถลดปัญหาการสร้างความต้านทานของเชื้อสาเหตุโรค 
ปลอดภัยต่อมนุษย์ และสิ่งแวดล้อม (Zimmermann, 1992) รวมทั้งทำให้สามารถขับเคลื่อนระบบ
การเกษตรให้ยั่งยืน สอดคล้องกับนโยบายรัฐบาลในการส่งเสริมการทำการเกษตรแบบปลอดภัย 
เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคข้าว เช่น  เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus 
megaterium สายพันธ์ุ No.16 เพ่ือควบคุมโรคกาบใบแห้งของข้าวพันธ์ุ กข6 สาเหตุเกิดจากเชื้อรา 
Rhizoctonia solani ในสภาพห้องปฏิบัติการและเรือนทดลองได้ (ปิลันธนา และศราวิชญ์ , 2558) 
เชื้อ Bacillus subtilis NSRS 89-24 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Pyricularia grisea 
และ Rhynohosporium oryzea (สุชล, 2539) เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ 9 ไอโซเลต ได้แก่ Bacillus-
BK, Bacillus-NTS3, Bacillus-MS4, Bacillus Ba033, Bacillus-BS, Bacillus-Ba029, Bacillus- 
S32 , Streptomyces-PR87 และ Streptomyces-PR15 ที่ เป็นแบคที เรียปฏิปักษ์มีฤทธิ์กว้าง 
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคข้าวได้ทั้งเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. 
oryzae ส า เห ตุ โ ร ค ข อ บ ใบ แ ห้ ง  แ ล ะ เชื้ อ ร า  Fusarium fujikuroi-FUSR0 1 7 , Fusarium 
perliferatum-FUSR002, Fusarium spp. สาเหตุโรคกล้าเน่าและโรคถอดฝักดาบ เชื้อ Bipolaris 
oryzae-BiKD5 สาเหตุโรคเมล็ดด่างและใบจุดสีน้ำตาล เชื้อ Curvularia lunata-CurRD สาเหตุโรค
เมล็ดด่างและโรคกล้าเน่าของข้าว เชื้อ Alternaria padwickii-AlKD5 สาเหตุโรคเมล็ดด่างและโรคใบ
จุด Alternaria ของข้าว และเชื้อ Rhizopus oryzae- Rhi-SMN1 (รัตนาภรณ์  และเพชรรัตน์ , 
2564) ชีวภัณฑ์แบคทีเรีย Bacillus siamensis RRK1–Rif สูตรผงเปียกน้ำ (WP) หลังเก็บไว้ 11 
เดือน ที่ อุณหภูมิห้อง (25-30 °C) สามารถลดการเกิดโรคกาบใบแห้งของข้าวซึ่งเกิดจากเชื้อรา 
Rhizoctonia solani ได้อย่างมีนัยสำคัญ โดยสามารถลดความรุนแรงของโรคและเปอร์เซ็นต์ต้นเป็น
โรคต่อกอ หลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรคที่ 21 วัน ได้ 36.56–48.82 เปอร์เซ็นต์ และ 7.94–30.65 
เปอร์เซ็นต์ (บังอร และคณะ, 2561) 

ดังนั้นจึงนำมาสู่การทำวิจัยในครั้งนี้  เพ่ือศึกษาเชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Bacillus spp. เพ่ือ
นำมาใช้ในการป้องกันการเกิดโรคเมล็ดด่างในข้าว ตลอดจนช่วยเพ่ิมผลผลิตและคุณภาพของข้าว 
และเป็นข้อมูลสำหรับนำมาประยุกต์ใช้ทดแทนการใช้สารเคมีควบคุมโรคต่อไป 
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1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
1) ศึกษาระดับความรุนแรงของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างจำนวน 6 ชนิด ได้แก่ Curvularia 

sp., Cercospora sp., Bipolaris sp., Fusarium sp., Trichoconis sp. และ  Sarocladium sp. 
บนเมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105  

2) ประเมินผลของรูปแบบเซลล์เชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคเมล็ด
ด่าง  

3) ศึกษาผลของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการยับยั้งการงอกของสปอร์เชื้อราสาเหตุโรค
เมล็ดด่างข้าว  

4) ศึกษาผลของแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการงอกและการเจริญเติบโตของต้นกล้าข้าว
พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105  

5) ศึกษาผลของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. เพ่ือลดการเกิดโรคเมล็ดด่างข้าวพันธุ์ขาวดอก
มะลิ 105 ในสภาพเรือนทดลอง 

 
1.3 สมมติฐานของการวิจัย 

เชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. สามารถควบคุมโรคเมล็ดด่างของข้าวที่เกิดจากการเข้าทำลาย
ของเชื้อราสาเหตุโรค 6 ชนิด คือ Curvularia lunata (Wakker) Boedijn. Cercospora oryzae I. 
Miyake. Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker. Fusarium semitectum Berk & 
Rav. Trichoconis padwickii Ganguly. แ ล ะ  Sarocladium oryzae (Sawada) W.Gams & 
D.Hawksw. ในสภาพห้องปฏิบัติการ และปลูกในสภาพแปลงทดลอง 

 
1.4 ขอบเขตการวิจัย 
 การศึกษาการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง
ข้าวในภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนล่างของประเทศไทย โดยใช้เชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. จำนวน 
10 ชนิด ได้แก่ Bacillus-UBU1, Bacillus UBW2, Bacillus BRCR3, Bacillus BRBD12, Bacillus 
SKKH3, Bacillus SKNK4, Bacillus SKKK4, Bacillus SKNK3, Bacillus SKY7 แ ล ะ  Bacillus 
SRSHP19 เพ่ือทดสอบการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว 6 ชนิด ได้แก่ Curvularia sp., 
Cercospora sp., Bipolaris sp., Fusarium sp., Trichoconis sp. แ ล ะ  Sarocladium sp. ใน
ห้องปฏิบัติการของคณะเกษตรศาสตร์ และโรงเรือนทดลองของศูนย์ควบคุมศัตรูพืชโดยชีวินทรีย์
แห่งชาติ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนล่าง มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี  
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1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
  1.5.1 ได้เชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ที่มีศักยภาพในการควบคุมเชื้อรา Curvularia sp., 
Cercospora sp., Bipolaris sp., Fusarium sp., Trichoconis sp. และ Sarocladium sp. ซึ่งเป็น
เชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว 
 
1.6 นิยามศัพท์เฉพาะ 
 1.6.1 ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 หรือข้าวหอมมะลิ เป็นข้าวคุณภาพดีเป็นที่นิยมของ
ผู้บริโภคทั้งในและต่างประเทศ เนื่องจากข้าวสารเมล็ดเรียวยาว ขาวใส ข้าวสุกมีเนื้อสัมผัสเหนียวนุ่ม
และมีกลิ่นหอม สามารถปลูกข้าวหอมมะลิได้ทั่วทุกภาคของประเทศไทย 

1.6.2 โรคเมล็ดด่างข้าว คือ โรคที่เกิดจากเชื้อหลายชนิด เช่น เชื้อรา Curvularia lunata, 
Cercospora oryzae, Bipolaris oryzae, Fusarium semitectum, Trichoconis padwickii และ 
Sarocladium oryzae ซึ่งเป็นเชื้อราที่สามารถพบในแปลงปลูกเข้าทำลายข้าวระยะต่างๆ ตั้งแต่
ระยะก่อนออกรวง จนกระทั่งถึงระยะติดเมล็ด ซึ่งก่อให้เกิดความเสียหายต่อผลผลิตข้าวโดยเฉพาะใน
ด้านคุณภาพ  
 1.6.3 เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ (Antagonistic bacteria) คือ แบคทีเรียที่สามารถควบคุม
จุลินทรีย์ก่อโรคพืชโดยการทำลาย ยับยั้งการเจริญ ลดหรือหยุดการแพร่ระบาดของจุลินทรีย์ก่อโรค
พืช ด้วยการเข้าทำลายเซลล์ของจุลินทรีย์ก่อโรคพืช  
 1.6.4 เชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp.  เป็นแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive) รูปร่างเป็น
ท่อน ทรงกระบอก (Rod shape) Facultative anaerobe สร้างสปอร์ภายในเซลล์ (Endospore 
forming) สามารถผลิตเอนไซม์หลายชนิด เช่น Carbohydrase Chitinase Glucanase Amylase 
Catalase Lipase และ Protease และสร้างสารปฏิชีวนะได้หลายชนิด เช่น Bacitracin Gramicidin 
Tyrocidine Subtilin และ Bacilycin  
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บทที่ 2 
เอกสารที่เกี่ยวข้อง 

 
ข้าวเป็นพืชเศรษฐกิจของประเทศไทย ที่เป็นแหล่งรายได้หลักของการส่งออกในหมวดสินค้า

เกษตร นอกจากนี้ข้าวยังเป็นอาหารหลักของประชากรไทย และมีพ้ืนที่ปลูกข้าวทั้งสิ้น 72.56 ล้านไร่ 
ส่วนใหญ่อยู่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือตอนล่าง และภาคกลาง ประเทศไทยเป็นผู้ผลิต
และส่งออกข้าวที่สำคัญของโลก ในปี 2564/2565 ไทยมีผลผลิตข้าวสูงเป็นอันดับ 6 ของโลก คิดเป็น
ร้อยละ 4.0 ของผลผลิตข้าวทั่วโลก และไทยยังเป็นผู้ส่งออกข้าวอันดับ 2 ของโลก คิดเป็นร้อยละ 
13.5 (สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2566) 

ในปี 2564/2565 ประเทศไทยมีแหล่งปลูกข้าวที่สำคัญอยู่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ โดยมี
เนื้อที่เพาะปลูกข้าว 38,571,250 ไร่ เนื้อที่การเก็บเกี่ยว 36,381,861 ไร่ ผลผลิต 13,050,196 ตัน 
และมีผลผลิตเฉลี่ยอยู่ที่ 359 กิโลกรัมต่อไร่ (ภาพที่ 1) และจังหวัดที่มีการปลูกข้าวมากที่สุดอยู่ที่
จังหวัดอุบลราชธานี 4,086,172 ไร่ รองลงมาคือ นครราชสีมา 3,587,839 ไร่ สุรินทร์ 3,119,992 ไร่ 
ศรีสะเกษ 3,020,397 ไร่ ยโสธร 1,367,528 ไร่ บุรีรัมย์ 2,997,490 ไร่ ชัยภูมิ 1,835,990 ไร่ และ
อำนาจเจริญ 1,074,427 ไร่ (ตารางท่ี 2) (สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2566) 
 
2.1 ลักษณะของข้าวขาวดอกมะลิ 105  

 ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 เป็นข้าวที่มีความไวต่อช่วงแสง คือ พันธุ์ข้าวจะออกดอกในวันที่
กลางคืนยาวกว่ากลางวันเท่านั้น ซึ่งเป็นช่วงฤดูหนาวจึงทำให้สามารถปลูกได้เฉพาะนาปีเท่านั้น และ
จัดอยู่ในประเภทข้าวขาว เพราะเปลือกข้าวมีสีขาวหรือสีฟางคล้ายสีขาวของดอกมะลิและมีกลิ่นหอม
คล้ายใบเตย โดยลักษณะที่สำคัญของข้าวหอมมะลิ คือ เมล็ดข้าวเปลือกเรียวได้มาตรฐานข้าวชั้นหนึ่ง 
เมื่อขัดสีเป็นข้าวสารจะได้เมล็ดที่เรียวยาว ขาว ใส เป็นเงา และมีท้องไข่น้อย เมื่อหุงเป็นข้าวสุกก็จะ
ได้ข้าวที่มีความเลื่อมมัน อ่อนนุ่ม และมีกลิ่นหอม ข้าวที่ปลูกเพ่ือใช้เป็นข้าวหอมมะลิมี 2 พันธ ุ์ ได้แก่ 
ข้าวขาวดอกมะลิ 105 และ กข.15  

ลักษณะประจำพันธุ์ ข้าวขาวดอกมะลิ 105 เป็นข้าวเจ้า ต้นสูงประมาณ 140 เซนติเมตร ไว
ต่อช่วงแสง ลำต้นสีเขียวจาง ใบสีเขียวยาวค่อนข้างแคบ ฟางอ่อน ใบธงทำมุมกับคอรวง เมล็ดข้าว
รูปร่างเรียวยาว ข้าวเปลือกสีฟาง อายุเก็บเกี่ยวประมาณ 120 วัน เมล็ดข้าวเปลือก ยาว 10.6 
มิลลิเมตร กว้าง 2.5 มิลลิเมตร หนา 1.9 มิลลิเมตร เมล็ดข้าวกล้อง ยาว 7.5 มิลลิเมตร กว้าง 2.1 
มิลลิเมตร หนา 1.8 มิลลิเมตร มีปริมาณ Amylose 12-17 เปอร์เซ็นต์คุณภาพข้าวสุก นุ่ม มีกลิ่นหอม 
ประมาณ 363 กิโลกรัมต่อไร่ ทนแล้งได้ดี เมล็ดข้าวสารใส คุณภาพการขัดสีดี คุณภาพการหุงต้มดี 
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อ่อนนุ่ม มีกลิ่นหอม ทนต่อสภาพดินเปรี้ยว และดินเค็ม ไม่ต้านทานโรคใบสีส้ม โรคขอบใบแห้ง โรค
ไหม้ และ โรคใบหงิก ไม่ต้านทานเพลี้ยกระโดดสีน้ำตาล เพลี้ยจักจั่นสีเขียว และหนอนกอ (ฐานข้อมูล
พันธุ์ข้าวรับรองของไทย, 2555) 

ระยะการเจริญเติบโตของข้าว แบ่งได้เป็น 3 ระยะ คือ 
1) การเจริญเติบโตทางลำต้นและใบ (vegetative growth) การเจริญเติบโตในช่วงนี้แบ่งเป็น 

2 ระยะ คือ ระยะกล้า (seedling stage) เริ่มตั้งแต่ต้นข้าวงอกออกจากเมล็ด จนกระทั่งต้นข้าวเริ่ม
แตกกอ ระยะนี้ใช้เวลาประมาณ 20 วัน ต้นข้าวจะมีใบ 5-6 ใบ และระยะแตกกอ (tillering stage) 
เริ่มจากต้นข้าวแตกกอจนกระท่ังเริ่มสร้างดอกอ่อน ระยะนี้ใช้เวลา 30-50 วัน ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับพันธุ์ข้าว 

 2) การเจริญเติบโตทางด้านการสืบพันธุ์ (reproductive growth) เริ่มจากต้นข้าวเริ่มสร้าง
ดอกอ่อน (panicle initiation) ตั้ งท้อง (booting) ออกดอก (flowering) จนถึงการผสมพันธุ์  
(fertilization) ใช้เวลาประมาณ 30–55 วัน  

3) การพัฒนาการของเมล็ด (grain development) เริ่มจากการผสมพันธุ์ของดอกข้าว 
เมล็ดเป็นน้ำนม (milky) เป็นแป้ง (dough) จนกระทั่งเมล็ดสุกแก่ (ripening grain) จะใช้เวลา
ประมาณ 25–30 วัน ดังนั้นการเจริญเติบโตของต้นข้าวในการที่จะให้ผลผลิตสูง ใช้เวลาประมาณ 
120-140 วัน (จำรัส, 2534) 

 
 

ภาพที่ 1 เนื้อท่ีเพาะปลูก เนื้อที่เก็บเกี่ยว และผลผลิตต่อไร่ระดับประเทศ ปีการเพาะปลูก 
2564/2565 
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ที่มา: สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร (2566) 

 
ภาพที่ 2 เนื้อที่เพาะปลูก เนื้อท่ีเก็บเกี่ยว และผลผลิตต่อไร่ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนล่าง ปีการ

เพาะปลูก 2564/2565 
ที่มา: สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร (2566) 

 
2.2 สถานการณ์การเกิดโรคเมล็ดด่างข้าว 
 เชื้อราสาเหตุโรคที่ติดมากับเมล็ดพันธุ์ข้าวสามารถถ่ายทอดผ่านทางเมล็ดพันธุ์ เกิดการแพร่
ระบาดของโรคข้าวที่สำคัญได้ จากการตรวจหาชนิดและปริมาณของเชื้อราสาเหตุโรคท่ีติดมากับเมล็ด
พันธุ์ข้าว โดยวิธีเพาะบนกระดาษชื้น พบเชื้อราสาเหตุโรคที่ติดมากับเมล็ดพันธุ์ข้าวจำนวน 6 ชนิด 
ได้แก่ Alternaria padwickii, Bipolaris oryzae, Curvularia lunata, Fusarium semitectum, 
Fusarium moniliforme และ Fusarium spp. โดยพบปริมาณของเชื้อราสาเหตุโรคที่ติดมากับ
เมล็ดพันธุ์ข้าวที่ผลิตในภาคใต้มากที่สุดเฉลี่ยร้อยละ 96.0 และ 69.2 ตามลำดับ เชื้อราที่พบมากที่สุด 
ได้แก่ C. lunata, A. padwickii, B. oryzae และ F. moniliforme ตามลำดับ (อังคณา และคณะ, 
2563) อาจเนื่องจากพ้ืนที่การผลิตข้าวในเขตภาคใต้ ข้าวออกดอกช่วงกลางเดือนตุลาคมถึงธันวาคม 
อยู่ในระยะลมมรสุมตะวันออกเฉียงเหนือ ในช่วงดังกล่าวจะมีฝนตกชุกในบริเวณภาคใต้ฝั่งตะวันออก 
สภาพอากาศที่ร้อนชื้นสลับฝนตก ส่งผลต่อปริมาณเชื้อราและคุณภาพของเมล็ดพันธุ์ข้าวได้ (ชนสิริน 
และคณะ, 2562) 
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 สภาพภูมิอากาศ ของภาคตะวันออกเฉียงเหนือ จำนวนวันฝนตกในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ
ปี 2564 มีวันฝนตกเฉลี่ย 134 วัน ลดลงจากช่วงเดียวกันของปีที่ผ่านมา ซึ่งอยู่ที่ 173 วัน หรือลดลง
ร้อยละ 22.5 ในขณะที่ปริมาณน้ำฝนเท่ากับ 1,433 มิลลิเมตร เพ่ิมข้ึนจากช่วงเดียวกันของปีที่ผ่านมา 
ซึ่งมีปริมาณ 1,296 มิลลิเมตร หรือเพ่ิมขึ้นร้อยละ 10.6 การเปลี่ยนแปลงของสภาพภูมิอากาศ 
(Climate Change) ส่งผลให้เกิดฝนทิ้งช่วง และเกิดอุทกภัยจากพายุดีเปรสชันเตี้ยนหมู่และคมปาซุ ที่
เข้าสู่ประเทศไทยในช่วงปลายเดือนกันยายน - ตุลาคม 2564 ทำให้มีฝนตกหนักต่อเนื่อง เกิดอุทกภัย 
ส่งผลให้พ้ืนที่ทำการเกษตรได้รับความเสียหาย ความแปรปรวนของสภาพฟ้าอากาศ ซึ่งส่งผลกระทบ
ต่อวิธีการปลูกการเจริญเติบโต และผลผลิตของพืช ตลอดจนเชื้อสาเหตุที่ทำให้เกิดโรคพืช ซึ่งสามารถ
ทำความเสียหายต่อผลผลิตของพืชได้ในข้าวนั้นผลกระทบใด ๆ ที่ทำให้เกิดการแปรปรวน หรือ
เปลี่ยนแปลงลักษณะอากาศไปจากเดิม ก็มีโอกาสที่จะทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม และ
รูปแบบปฏิกิริยาการทำให้เกิดโรค (pathotype) ของโรคข้าว การปรับตัวให้เข้าทำลายข้าวส่งผลต่อ
การระบาดของโรคข้าว และระดับความรุนแรงของการระบาด การระบาดของ race /lineage ซึ่ง
อาจส่งผลกระทบให้เกิดความเสียหายแก่ผลผลิตข้าวได้อย่างรุนแรงเกินคาด ซึ่งการเปลี่ยนแปลง
ภูมิอากาศ มีแนวโน้มจะส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงในชนิดของแมลงพาหะ การขยายพันธุ์และการเข้า
ทำลายของแมลงที่เป็นพาหะนําโรคด้วย (ดวงกมล, 2557) ช่วงเดือนกันยายน –ธันวาคม อุณหภูมิ
เฉลี่ย 25.9–31.1 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์เฉลี่ย 62 – 83 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณน้ำฝนรวม 0 – 
446.1 มิลลิเมตร ระยะออกรวง คือ โรคเมล็ดด่าง (ดวงกมล, 2557) 
 ปัจจุบันพบว่ามีการระบาดของโรคที่สำคัญรุนแรงขึ้น และมีการเปลี่ยนแปลงในการเข้า
ทำลายข้าว แสดงให้เห็นว่ามีการเปลี่ยนแปลงของเชื้อสาเหตุทั้งในด้านพันธุกรรม และการทำให้เกิด
โรค ซึ่งคาดว่าการเปลี่ยนแปลงนี้จะยังคงดำเนินต่อไป ส่วนโรคที่มีความสำคัญลำดับรองลงมาและมี
แนวโน้มว่าจะความสำคัญมากขึ้น เช่น โรคถอดฝักดาบ ใบสีส้ม ใบสีแสด และใบจุดสีน้ำตาล 
เนื่องจากการระบาดของโรคขึ้นอยู่กับความสัมพันธ์ระหว่างพืชอาศัย เชื้อสาเหตุ และสภาพภูมิอากาศ 
(ดวงกมล, 2557)ดวงพร 
 

2.2.1 โรคเมล็ดด่างของข้าว (Dirty Panicle Disease) 
เกษตรกรผู้ปลูกข้าวประสบปัญหาเรื่องโรคเมล็ดด่างในข้าว เมื่อมีการระบาดมากส่งผลให้

สูญเสียผลผลิต รายได้ของเกษตรกรลดลง และกระทบต่อระบบเศรษฐกิจ ซึ่งนำไปสู่คุณภาพชีวิตที่
ลดลง และทรัพยากรที่จำกัดสำหรับการลงทุน ในแนวทางปฏิบัติหรือเทคโนโลยีการทำฟาร์มที่ดีขึ้น 
นอกจากนี้ ความสูญเสียทางเศรษฐกิจ อาจขยายวงกว้างต่อภาคการเกษตรทั้งหมด และกระทบต่อ
เศรษฐกิจของประเทศที่ มี พ่ึ งพาการผลิตและการส่ งออกข้าวเป็นอย่ างมาก  โดยในภาค
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ตะวันออกเฉียงเหนือเป็นแหล่งปลูกข้าวที่สำคัญ และพบการระบาดของโรคสร้างความเสียหายให้แก่
โรคเมล็ดด่างของข้าว (Dirty Panicle Disease) ที่เกิดจากเชื้อราสาเหตุหลายชนิด คือ Curvularia 
lunata (Wakker) Boedijn. Cercospora oryzae I. Miyake. Bipolaris oryzae (Breda de 
Haan) Shoemaker. Fusarium semitectum Berk & Rav. Trichoconis padwickii Ganguly. 
และ Sarocladium oryzae (Sawada) W.Gams & D.Hawksw. เชื้อสาเหตุโรคดังกล่าวสามารถเข้า
ทำลายข้าวได้ทุกชนิดและแพร่ระบาดได้ดีโดยลม รวงข้าวที่ถูกทำลายจะเกิดอาการรวงไหม้ทั้งรวง แต่
แตกต่างจากโรคไหม้คอรวงตรงที่ไม่เกิดแผลที่คอรวงและคอรวงไม่หัก เมล็ดลีบเป็นบางส่วน บนเมล็ด
เต็มจะมีแผลเป็นจุดสีน้ำตาลดำ มีลายสีน้ำตาลหรือสีเทาปน หรือสีชมพูปน ทั้งนี้เนื่องจากเมล็ดมีเชื้อ
หลายชนิดที่เข้าทำลายเมล็ดข้าว จึงทำให้อาการที่เกิดบนเมล็ดข้าวแตกต่างกัน มักพบอาการโรค
ในช่วงที่ดอกข้าวผสมเกสรแล้ว อยู่ในระยะเป็นน้ำนมและกําลังจะสุก เมื่อเข้าสู่ระยะใกล้เก็บเกี่ยว
อาการเมล็ดด่างจะปรากฏอย่างชัดเจน สร้างความเสียหายแก่ผลผลิตข้าว ทำให้ผลผลิตของข้าวลดลง 
การงอกและอายุการเก็บรักษาเมล็ดพันธุ์ข้าวลดลง อีกท้ังเชื้อราแพร่กระจายเข้าไปในยุ้งฉางและติดไป
กับเมล็ดได้   

ในทุกภูมิภาคของประเทศไทย มีเชื้อราที่สามารถก่อให้เกิดโรคเมล็ดด่างในข้าว ซึ่งเชื้อรา
สามารถเข้าทำลายข้าวได้ตั้งแต่ระยะกล้าจนถึงระยะออกรวง โดยส่วนใหญ่พบโรคเมล็ดด่างในข้าวใน
ข้าวระยะแตกกอ โดยเชื้อราสามารถติดไปกับเมล็ด (seed born) และถ่ายทอดผ่านทางเมล็ด (seed 
transmission) (Ba and Sangchote, 2006) ซึ่งเชื้อราติดไปกับเมล็ดได้ เชื้อราสามารถแพร่กระจาย
ในสภาวะที่มีฝนตกต่อเนื่องและมีเมฆมาก และแพร่กระจายได้อย่างรวดเร็วที่อุณหภูมิตั้งแต่  22-30 
องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธ์มากกว่า 92 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นสภาวะที่เหมาะสำหรับการก่อโรคใน
ข้าว (Percich et al., 1997) โรคที่ติดมากับเมล็ดพันธุ์ข้าวจัดเป็นสาเหตุหนึ่งที่มีสาเหตุมาจากเชื้อรา
โรคเมล็ดด่างของข้าว เป็นโรคเมล็ดพันธุ์ที่มีความสำคัญมาก เชื้อราสามารถเข้าทำลายเมล็ดทำให้
สูญเสียความงอก ต้นกล้าไหม้ ต้นกล้าเน่า และเชื้อราสามารถเข้าทำลายข้าวตั้งแต่ระยะตั้งท้องบริเวณ
กาบใบที่ห่อหุ้มรวงข้าวไว้ ทำให้เกิดแผลสีน้ำตาลที่กาบใบ และทำให้ข้าวที่แทงรวงออกมามีอาการ
เมล็ดด่าง มีแผลสีน้ำตาลบนเมล็ด (Ayyadurai et al., 2005) โดยเชื้อจะส่งผลทำให้เมล็ดลีบ 
เปอร์เซ็นต์ความงอกจะลดลง (Prathuangwong et al., 2013) โรคเมล็ดด่างส่งผลให้เกิดการแตกหัก
ของเมล็ดข้าว และสามารถลดปริมาณผลผลิตข้าวได้ 9.6-85 เปอร์เซ็นต์ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับความรุนแรง
ของโรค (Lalan et al., 2013) และถ้าอาการรุนแรงมากข้าวจะไม่แทงรวงออกมาเกิดอาการเมล็ดด่าง  

จากการศึกษาความหลากหลายและความสามารถในการก่อโรคของเชื้อรา B. oryzae โดย 
อริษา และคณะ (2564) ที่ เก็บรวบรวมเชื้อราจาก 26 จังหวัด ในภาคเหนือ กลาง ใต้  และ
ตะวันออกเฉียงเหนือ และทดสอบความสามารถในการก่อโรคบนข้าว จำนวน 50 พันธุ์ จัดกลุ่มเชื้อรา
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ได้ 16 กลุ่ม และพบว่า เชื้อราที่มาจากจังหวัดกาญจนบุรี นครนายก กรุงเทพฯ สระบุรี อุบลราชธานี 
ร้อยเอ็ด ยโสธร ชัยภูมิ อุดรธานี และพัทลุง สามารถก่อโรคได้รุนแรงบนข้าวทดสอบทั้ง 50 พันธุ์ 
พบว่าเชื้อรา B. oryzae มีความสามารถในการก่อโรคบนข้าวที่แตกต่างกัน และมีความหลากหลาย
ของลักษณะสัณฐานวิทยา ขึ้นกับตามแหล่งที่พบโรค  

ประเมินการเกิดโรคเมล็ดด่าง โดยคํานวณเปอร์เซ็นต์การเกิดโรค (จำนวนต้นที่เป็นโรค/ 
จำนวนต้นทั้งหมด) × 100 เก็บตัวอย่างเมล็ดข้าวมาศึกษาลักษณะอาการของโรคเมล็ดด่างตามความ
รุนแรงที่พบ โดยสุ่มเมล็ดแปลงละ 400 เมล็ด ตามกฎของ ISTA (International Seed Testing 
Association) แบ่งความรุนแรงออกเป็น 7 ระดับดังนี้  

ระดับ 1 เมล็ดข้าวปกติไม่แสดงอาการ  
ระดับ 2 เมล็ดข้าวที่มีแผลจุดขนาดเล็กกว่า 0.1 มิลลิเมตร แสดงอาการ 1 – 5% ต่อพ้ืนที่

เมล็ด 
ระดับ 3 เมล็ดข้าวที่มีแผลจุดขนาดใหญ่กว่า 0.1 มิลลิเมตร แสดงอาการ 6 – 25% ต่อพ้ืนที่
เมล็ด ระดับ 4 เมล็ดข้าวที่มีแผลดำ แสดงอาการ 26 – 50% ต่อพ้ืนที่เมล็ด  
ระดับ 5 เมล็ดข้าวที่มีแผลดำ แสดงอาการ 51 – 75% ต่อพ้ืนที่เมล็ด  
ระดับ 6 เมล็ดข้าวที่มีแผลดำมากกว่า 75% ต่อพ้ืนที่เมล็ด  
ระดับ 7 อาการเมล็ดลีบ (ดัดแปลงจาก พรทิพย์, 2545) 
 

2.2.2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง 
  1. เชื้อรา Curvularia lunata (Wakker) Boedijn. 
 Division: Ascomycota 

Class: Dothideomycetes 
Order: Pleosporales 

Family: Pleosporaceae 
Genus: Curvularia 

Species: lunata 

 เชื้อรา Curvularia spp. สร้างสปอร์ (conidium) ที่มี 3-5 เซลล์ รูปร่างโค้ง เซลล์ตรงกลาง
มีสีเข้มกว่าเซลล์หัวและท้าย เกิดบนก้านชูสปอร์ (conidiophores) สีเข้ม ไม่แตกแขนง แต่อาจมีการ 
proliferation ออกทางด้านใกล้ส่วนปลาย ทำให้สร้างสปอร์เพ่ิมขึ้นได้อีก และก้านก้านชูสปอร์ 
(conidiophores) มีลักษณะเป็นข้อหัก (geniculate) พบทั้งที่เป็น parasite ของพืช ทำให้เกิดจุด
แผลบนใบและเป็น saprobe ในดิน (พีระวรรณ และคณะ, 2553) 
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2. เชื้อรา Cercospora oryzae I. Miyake.  
 Division: Ascomycota 

Class: Ascomycetes 
Order: Mycosphaerellales 

Family: Mycosphaerellaceae 
Genus: Cercospora 

Species: oryzae 
เชื้อรา C. oryzae I. Miyake. ก้านชูสปอร์ (conidiophores) ตรง โค้ง หรือเป็นข้อหัก 

(geniculate) มีฐานสปอร์ (scar) บริเวณข้อหักและที่ปลายเห็นได้ชัด สีซีดจางจนถึงสีน้ำตาลอมเขียว
มะกอก ส่วนมากบริเวณปลายสีจะอ่อนกว่า  (ปัณณวิชญ์ และคณะ, 2563) 

3. Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker. 
 Division: Ascomycota 

Class: Dothideomycetes 
Order: Pleosporales 

Family: Pleosporaceae 
Genus: Bipolaris 

Species: oryzae 
เชื้อรา B. oryzae เส้นใยสีเทาเข้มถึงดำ ปลายเส้นใยโคโลนีมีสีเทาฟูเล็กน้อย สปอร์ยาว 

58.15-105.40 ไมครอน กว้าง 15.46-22.54 ไมครอน มี pseudoseptum 6-12 เซลล์ (อมีนา และ
คณะ, 2559) 

4. Fusarium semitectum Berk & Rav.  
 Division: Ascomycota 

Class: Sordariomycetes 
Order: Hypocreales 

Family: Nectriaceae 
Genus: Fusarium 

Species: semitectum 
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 เชื้อรา F. semitectum เส้นใยมีสีขาวนวลจนถึงสีน้ำตาลเหลือง เซลล์ที่ฐานมี papilla เป็น
ตุ่มเล็กๆ ไม่มีรูปร่างคล้ายเท้า (foot-shaped) ส่วนปลายเรียวแหลม ไม่มีสี มี 3-5 septum ขนาด 
17-28 x 2.5-4 ไมครอน เกิดบน conidiophore แบบ mono- และ polyphialide ที่แตกกิ่งก้าน 
(อภิรัชต์ และคณะ, 2554) 
 

 5. เชื้อรา Trichoconis padwickii Ganguly. 
  Division: Ascomycota 

Class: Ascomycetes 
Order: Incertae sedis 

Family: Incertae sedis 
Genus: Trichoconis 

Species: padwickii 
 

 เชื้อรา T. padwickii Ganguly. สร้างก้านชูสปอร์ สีเข้มไม่แตกกิ่งก้าน อาจมีการการแพร่
ขยายออกด้านข้างใต้จุดที่ให้กำเนิดสปอร์ (conidium) มีสีเข้ม จัดอยู่ในพวก porospore และเป็น 
dictyos pore มีรูปร่างเป็นรูปไข่  หรือทรงกระบอก สปอร์ อันแรกเกิดที่ปลายก้านชูสปอร์  
conidiophores โดยสร้างรูที่ปลายของสปอร์ และให้กำเกิดสปอร์อันต่อไปที่ต่อกันยาวเป็นลูกโซ่ 
สปอร์อาจมีส่วนปลายเรียวยาวเป็น beak พบทั้งที่เป็น parasite ของพืชและ saprobe (กวินธรรพ์ 
และคณะ, 2559) 

 6. Sarocladium oryzae (Sawada) W. Gams & D. Hawksw. 
 Division: Ascomycota 

Class: Sordariomycetes 
Order: Hypocreales 

Family: Sarocladiaceae  
Genus: Sarocladium 

Species: oryzae 
เชื้อรา S. oryzae Conidia are สปอร์มีลักษณะทรงกระบอก (cylindrical) มีผนังกั้นเซลล์ 

และขนาด 4–7 × 1–2 ไมโครเมตร เรียงกันที่ส่วนปลาย (ผกายวรรณ และคณะ, 2564)  
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2.2.3 การคัดแยกเชื้อสาเหตุโรคเมล็ดด่างที่ติดมากับเมล็ดข้าว 
ประเมินระดับความรุนแรงของโรค  
ตรวจสอบลักษณะการเข้าทำลายของเชื้อสาเหตุโรคเมล็ดด่างที่ติดมากับเมล็ดพันธุ์ข้าวเบื้องต้น 

โดยทำการประเมินจากขนาดของแผลหรือพ้ืนที่ผิวของเมล็ดที่ถูกทำลาย ซึ่งจะให้คะแนนตามระบบ 
standard evaluation system for rice (IRRI, 1996) รายละเอียดดังนี้ 

0 เปอร์เซ็นต์  ไม่มีการเข้าทำลายของโรค 
1-5 เปอร์เซ็นต์  พ้ืนที่ผิวของเมล็ดถูกทำลาย 1-5 เปอร์เซ็นต์ 
6-25 เปอร์เซ็นต์  พ้ืนที่ผิวของเมล็ดถูกทำลาย 6-25 เปอร์เซ็นต์ 
26-50 เปอร์เซ็นต์  พ้ืนที่ผิวของเมล็ดถูกทำลาย 26-50 เปอร์เซ็นต์ 
51-100 เปอร์เซ็นต ์พ้ืนที่ผิวของเมล็ดถูกทำลาย 51-100 เปอร์เซ็นต์ 

 
การแยกเชื้อสาเหตุโรคที่ติดมากับเมล็ดข้าว 
นำตัวอย่างเมล็ดข้าวมาตรวจหาเชื้อที่ติดมากับเมล็ดโดยวิธี Blotter Test ดัดแปลงวิธีการ

จาก Mew and Misra (1994) นำกระดาษกรอง Whatman No.1 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 
เซนติเมตร จำนวน 1 แผ่น ประกบติดกับกระดาษเพาะที่ตัดเป็นวงกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 
เซนติเมตร จำนวน 3 แผ่น โดยให้กระดาษกรองวางอยู่ด้านบน แล้วนำไปจุ่มในน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อให้ชุ่ม 
จากนั้นนำมาวางในจานอาหาร นำเมล็ดข้าวที่ต้องการทดสอบวางบนกระดาษชื้น จำนวนจานละ 10 
เมล็ด ทำ 4 ซ้ำๆ ละ 100 เมล็ด จากนั้นนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ภายใต้แสงฟลูออ
เรสเซ็นต์ 16 ชั่วโมง นาน 14 วัน จากนั้นตรวจดูเชื้อราที่เจริญบนเมล็ดข้าวภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบใช้แสง และแยกเชื้อราบริสุทธิ์จากตัวอย่างเมล็ดข้าวลงบนอาหาร Potato Dextrose Agar 
(PDA) เก็บรักษาเชื้อราบริสุทธิ์บน PDA slant ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สำหรับนำมาศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ได้แก่ ลักษณะโคโลนี รูปร่างและสีของสปอร์โดยใช้
คู่มือของ Mew and Gonzales (2002) เพ่ือจำแนกชนิดของเชื้อราสาเหตุโรค 
 

การจำแนกชนิดของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าวด้วยลักษณะทางสัณฐาน  
นำเชื้อราบริสุทธิ์ที่แยกได้จากเมล็ดข้าวซึ่งแสดงอาการโรคเมล็ดด่าง มาเลี้ยงบนอาหาร PDA 

เป็นเวลา 10 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จากนั้นเตรียมสปอร์แขวนลอยโดยเทน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ
ลงบนผิวหน้าอาหาร PDA ที่มีเชื้อราเจริญอยู่ ใช้แท่งแก้วงอรูปตัวแอลขูดผิวหน้าอาหารเบา ๆ และดูด
สปอร์แขวนลอยจำนวน 100 ไมโครลิตร (µl) ลงบนผิวหน้าอาหาร Water Agar (WA) และใช้แท่ง
แก้วงอเกลี่ยให้ทั่วผิวหน้าอาหาร บ่มไว้ 24 ชั่วโมง อุณหภูมิ 28 + 2 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการ
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งอกของสปอร์ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ Light microscope แบบ compound และตัดส่วนปลายของ
เส้นใยเชื้อรา (Hypha tip) เลี้ยงบนอาหาร PDA บ่มที่อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 
วัน นำเชื้อราที่ได้จากการแยกสปอร์เดี่ยวมาจำแนกชนิด โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาต่าง ๆ 
ได้แก่ ลักษณะโคโลนี (Colony) ลักษณะก้านชูสปอร์ (Conidiophores) ลักษณะโคนิเดีย (Conidia) 
เช่น สี รูปร่าง ขนาด และจำนวนเซลล์ของโคนิเดีย ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด Compound โดย
เทียบเคียงกับข้อมูลจากหนังสือ The Coelomycetes (Sutton, 1980)  
 
2.3 การควบคุมโรคเมล็ดด่างโดยชีววิธี 

 ในปัจจุบันเกษตรกรหันมาทำการเกษตรโดยการปลูกพืชในระบบอินทรีย์กันมากขึ้น เพ่ือลด
การใช้สารเคมีที่มีราคาแพงและมีฤทธิ์ตกค้างต่อสิ่งแวดล้อมและผลผลิต รวมไปถึงเป็นอันตรายต่อ
เกษตรกรผู้ใช้สารเดมีเองด้วย การควบคุมโรคพืช โดยชีววิธีจึงมีบทบาทมากขึ้นในระบบการปลูกพืช
แบบอินทรีย์ที่ลดการใช้สารเคมี โดยหันมาใช้สารจากธรรมชาติหรือการเลือกใช้สิ่งมีชีวิตมาช่วยในการ
ควบคุมโรคและแมลงศัตรูพืช ทั้งนี้เพ่ือลดความเสี่ยงจากการใช้สารเคมี รวมไปถึงการปลูกพืชเพ่ือ
ส่งออก ซึ่งการควบคุมโรคโดยใช้เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์จึงเป็นอีกแนวทางหนึ่งที่สามารถนำมาใช้
ป้องกันและควบคุมโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่สามารถควบคุมโรคเมล็ดด่าง
ข้าวได้มีหลายชนิด ได้แก่ เชื้อแบคทีเรียบาซิลลัส (Bacillus spp.) ซูโดโมแนส (Pseudomonas 
spp.) และเชื้อราไตรโคเดอร์มา (Trichoderma spp.) ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพใน
การควบคุมโรคพืช (Nalkkeeran, 2005)  

พากเพียร และคณะ (2550) ได้ศึกษาแบคทีเรียปฏิปักษ์: Bacillus subtilis No.4, No.9 
และ No.33 มีความสามารถในการควบคุมโรคเมล็ดด่าง โดยพ่นเซลล์แขวนลอยของเชื้อแบคทีเรีย 
Bacillus 3 ครั้ง ในระยะข้าวตั้งท้อง ระยะข้าวเริ่ม โผล่ออกจากใบธง 5 เปอร์เซ็นต์ และข้าวออกรวง
แล้ว พบว่าการใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์ 2 ไอโซเลตร่วมกันมีระดับความรุนแรงของโรคเมล็ดด่างต่ำกว่า
การใช้เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบเดี่ยว ๆ 

การใช้เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis No.4 ร่วมกับการพ่นสารกรองผงกากเมล็ดชา
ระยะข้าวตั้งท้องใกล้ออกรวง ระยะข้าวออกรวง 5 เปอร์เซ็นต์ และระยะข้าวออกรวง 100 เปอร์เซ็นต์ 
พบว่าควบคุมโรคเมล็ดด่างได้ดีที่สุด และการใช้ชีวภัณฑ์เชื้อแบคทีเรีย B. siamensis RRK1–Rif สูตร
ผงเปียกน้ำ ลดการเกิดโรคเมล็ดด่างบนรวงข้าวที่เกิดจากการแพร่ระบาดของเชื้อโรคตามธรรมชาติได้ 
17.02–37.02 เปอร์เซ็นต์ เมล็ดดีเพ่ิมข้ึน 6.05–11.27 เปอร์เซ็นต์ เมล็ดด่างและเมล็ดลีบลดลง 3.29–
32.71 เปอร์เซ็นต์ และ 25.15–55.11 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และยังส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าว 
โดยมีจำนวนต้นและรวงต่อกอ เพ่ิมขึ้น 20.38–22.68 เปอร์เซ็นต์ และ 14.55–15.40 เปอร์เซ็นต์ 
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ตามลำดับ และช่วยให้ผลผลิตต่อไร่เพ่ิมขึ้น 34.49–45.66 เปอร์เซ็นต์ ขณะที่ข้าวกล้องซึ่งได้จากการ
ขัดสีข้าวเปลือกมีข้าวเต็มเมล็ดเพ่ิมขึ้น 4.95–16.78 เปอร์เซ็นต์ และข้าวหักลดลง 13.24–44.85 
เปอร์เซ็นต์ (บังอร และคณะ, 2561)  

นอกจากนี้การใช้ชีวภัณฑ์เชื้อปฏิปักษ์ร่วมกันมากกว่า 1 ชนิดสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการ
ควบคุมโรค จากการศึกษาของปัณณวิชญ์ และคณะ (2561) พบว่า ชีวภัณฑ์เชื้อรา Trichoderma 
harzianum ลดการเกิดโรคเมล็ดด่างได้ 55.84 เปอร์เซ็นต์ แต่เมื่อใช้ชีวภัณฑ์เชื้อรา T. harzianum 
ร่วมกับ ชีวภัณฑ์เชื้อแบคทีเรีย B. subtillis ลดการเกิดโรคได้สูงสุดเมื่อทดสอบในสภาพโรงเรือน ส่วน
ในสภาพแปลงการใช้ชีวภัณฑ์เชื้อรา T. harzianum ร่วมกับชีวภัณฑ์ B. subtillis และ T. viride 
อย่างละ 15 กรัมต่อน้ำ 20 ลิตร ฉีดพ่นควบคุมโรคเมล็ดด่างในแปลงนาจำนวน 3 ครั้ง เป็นเวลา 21 
วัน พบว่า ลดการเกิดโรคได้สูงถึง 74.36 เปอร์เซ็นต์ และข้าวให้ผลผลิตสูงสุดที่ 940.50 กิโลกรัมต่อไร่ 

 
2.4 เชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp.  

แบคทีเรีย Bacillus spp. จัดอยู่ใน  
Domain: Bacteria 

Division: Firmicutes 
Class: Bacilli 

Order: Bacillales 
Family: Bacillaceae 

 Genus: Bacillus 
2.4.1 ลักษณะทั่วไปของ Bacillus spp. 
เชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. เป็นแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive) มีรูปร่างเป็นท่อน

ทรงกระบอก (Rod shape) อาจเป็นท่อนเดียวหรือต่อกันเป็นสาย มีขนาด 0.5 -2.5 x 1.2-10 
ไมโครเมตร หรือ 0.3-2.2 x 0.7-1.2 ไมโครเมตร (ดวงพร, 2537) ต้องการออกซิเจนในการหายใจ
บางครั้งสามารถเจริญได้ในที่ไม่มีออกซิเจน (Facultative anaerobe) สร้างสปอร์ภายในเซลล์ 
(Endospore forming) 1 เซลล์ต่อ 1 สปอร์ทนทานต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เจริญได้ใน
อาหารหลายชนิด เติบโตดีในอุณหภูมิปกติและ pH เป็นกลาง สามารถผลิตเอนไซม์หลายชนิด ได้แก่ 
ไคติเนส (chitinase) ไคโตซาเนส (chitosanase) ไลเปส (lipase) ลามินาลิเนส (laminalinase) และ
โปรติเอส (protease) เคลื่อนที่ได้ด้วย Peritrichous flagella และ Bacillus spp. สามารถสร้างสาร
ปฏิชีวนะได้หลายชนิด เช่น Bacitracin ผลิตจาก Bacillus licheniformis สาร Polymyxin ผลิต
จาก Bacillus polymyxa สาร Gramicidin และสาร Tyrocidine ผลิตจาก Bacillus brevis และ
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สาร Subtilin และ Bacilycin ผลิตจาก Bacillus subtilis การศึกษาลำดับนิวคลีโอไทป์ (DNA 
sequence) ในแบคทีเรียสกุล Bacillus มีความแตกต่างกันอย่างมาก มีเปอร์เซ็นต์ปริมาณ G+C มี
ความแปรปรวนตั้งแต่ 33 เปอร์เซ็นต์ใน B. anthracis จนถึง 69 เปอร์เซ็นต์ ในแบคทีเรีย B. 
thermocatenulatus ซึ่งสูงกว่าความแปรปรวนของลักษณะภายในสกุล ปกติความแปรปรวนของ
ลักษณะในสกุลไม่ควรเกิน 15 เปอร์เซ็นต์ (Rosovitz et al., 1998) 
 

2.4.2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อ Bacillus spp. 
เชื้อ Bacillus spp. ความหลากหลายทางลักษณะสัณฐานวิทยา และสรีรวิทยา ลักษณะโคโลนี

มีความแปรปรวนมากขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อม คุณภาพและปริมาณของอาหารเลี้ยงเชื้อ อายุโคโลนี 
และจำนวนโคโลนีต่อจานอาหารที่เลี้ยงมีผลต่อขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนี ดังนั้นจึงเป็นการยาก
ในการแยกชนิดด้วยลักษณะโคโลนี อย่างไรก็ตามในสภาพแวดล้อมเดียวกันลักษณะโคโลนีสามารถใช้
ในการจำแนกชนิดได้ เช่น เมื่อเลี้ยงในอาหาร Casein agar แบคทีเรีย Bacillus megaterium มี
โคโลนีมีสีเหลือง แบคทีเรีย Bacillus firmus มีโคโลนีสีชมพู แบคทีเรีย Bacillus licheniformis มี
โคโลนีสีแดงถึงน้ำตาล แบคทีเรีย Bacillus pumilus มีโคโลนีสีเหลืองอ่อน แบคทีเรีย Bacillus 
sphaericus มีโคโลนีสีชมพู และแบคทีเรีย Bacillus subtilis มีโคโลนีสีชมพูเหลืองส้มหรือน้ำตาลใน
อาหารที่มีคาร์โบไฮเดรต แบคทีเรีย B. subtilis var. aterrimus มีโคโลนีสีน้ำเงินถึงดำ เมื่อเลี้ยงบน
อาหาร Tyrosine agar แบคทีเรีย Bacillus megaterium และ Bacillus subtilis var. niger มี
โคโลนีมีสีดำ เป็นต้น เซลล์ของแบคทีเรียสกุล Bacillus ประกอบด้วยเยื่อหุ้มเซลล์ (Cytoplasmic 
membrane) และผนังเซลล์ (Cell wall) ในบางสายพันธุ์เซลล์ของ Bacillus spp. ไม่มีเยื่อหุ้ม
ชั้นนอก (Outer membranes) ซึ่ งต่ างจากแบคที เรียแกรมลบ ส่ วนผนั งเซลล์  (Cell wall) 
ประกอบด้วยเพปทิโดไกลแคน (Peptidoglycan) หลายชั้นพอลิ เมอร์ที่มีประจุลบ (Anionic 
polymers) ทำให้ผนังเซลล์มีความเหนียว บริเวณผิวหน้าของผนังเซลล์ (Cell wall) ชั้นของ 
Paracrystalline cell wall surface layers (S layers) ประกอบด้วยโปรตีนหรือ Glycoprotein 
แบคทีเรีย Bacillus spp. หลายชนิดสร้าง Carbohydrate capsules เช่น Poly-D-glutamic acid 
capsule สร้างโดย B. anthracis ทั้งในห้องปฏิบัติการและในสภาพธรรมชาติซึ่งเป็นการแสดงออก
ของ Virulence factor (Rosovitz et al., 1998) Bacillus spp. ส่วนใหญ่เคลื่อนที่ได้โดยใช้แฟล
กเจลลาแบบ Peritrichous flagella และการใช้แฟลกเจลลาเป็น Antigens มีประโยชน์ในการตรวจ
จำแนก B. cereus, B. thuringiensis และ B. sphaericus (Turnbull et al., 1990) 

แบคทีเรียสกุล Bacillus สร้างสปอร์ภายในเซลล์เมื่ออาหารมีจำกัด เซลล์จะเข้าสู่ระยะ 
Stationary phase และอยู่ในสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม ทำให้สามารถทนทานต่อสภาพแวดล้อม
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ที่ไม่เหมาะสมได้ เช่น ความร้อน แสงยูวี และสารเคมีต่างๆ บางเซลล์อาจมีแวคิวโอล บางชนิดอาจพบ
ผลึกโปรตีน เช่น B. thuringiensis (Rosovitz et al., 1998) รูปร่างลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
สปอร์และตำแหน่งการสร้างสปอร์ภายในเซลล์สามารถจำแนกแบคทีเรียสกุล Bacillus ได้เป็น 3 กลุ่ม 
(สุรางค,์ 2538) คือ 

กลุ่มที่ 1 เซลล์ไม่โป่งพอง สปอร์เป็นรูปวงรีหรือรูปทรงกระบอก ตำแหน่งสปอร์อยู่ตรงกลาง
หรือค่อนไปทางปลายเซลล์กลุ่มนี้แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มย่อย คือ 

กลุ่มที่ 1A : เซลล์ขนาดใหญ่กว้างมากกว่า 1 ไมโครเมตร ภายใน protoplasm จะมีแกรนูลที่
ไม่ติดสีแกรม ทำให้เห็นเซลล์ไม่ติดสีเป็นช่วง ๆ ได้แก่ Bacillus megaterium, Bacillus cereus, 
Bacillus cereus mycoides, Bacillus thuringiensis และ Bacillus anthracis 

กลุ่มท่ี 1B : เซลล์จะมีขนาดกว้างน้อยกว่า 1 ไมโครเมตร เช่น Bacillus coagulans, Bacillus 
licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus firmus และ Bacillus pumilis เป็นต้น 

กลุ่มท่ี 2 เซลล์โป่งพอง สปอร์มีลักษณะเป็นรูปไข่ มีตำแหน่งอยู่กลางหรือปลายของเซลล์ ได้แก่ 
Bacillus circulans, Bacillus macerans, Bacillus polymyxa, Bacillus alvei, Bacillus 
laterosporus, Bacillus brevis, Bacillus popilliae, Bacillus larvae, Bacillus 
stearothermophilus และ Bacillus lentimorbus 

กลุ่มที่ 3 สปอร์ทำให้เซลล์โป่งออก หรือบางครั้งไม่โป่ง สปอร์รูปร่างกลม ตำแหน่งอยู่ปลาย
หรือค่อนไปทางปลายเซลล์ เช่น Bacillus sphaericus 

 
2.4.3 การเก็บรวบรวมเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. จากดินบริเวณรากพืช 

 การเก็บรวบรวมและแยกเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์บริเวณรากพืชในแปลงที่ไม่ได้ทำเกษตรกรรม 
และพ้ืนที่ป่า ในพ้ืนที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนล่าง โดยถอนต้นพืชที่ต้องการเก็บเชื้อแบคทีเรีย 
เขย่าราก เพ่ือให้ดินหลุดออกจากราก นำไปบดให้ละเอียดในน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ ปริมาตร 9 มิลลิลิตร 
ได้เป็นเซลล์แบคทีเรียแขวนลอย นำไปเจือจางเชื้อโดยวิธี Serial dilution method และเลือกที่
ระดับความเข้มข้น 10-2 และ 10-3  แช่ในน้ำร้อนอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ก่อนนำไป
แยกเชื้อบริสุทธิ์โดยวิธี Spread plate บนอาหาร Nutrient Agar (NA, pH 5.6) บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
นาน 48 ชั่วโมง เลือกเก็บโคโลนีเดี่ยว สีครีม ขนาด 1-2 มิลลิเมตร และมีการสร้างสปอร์ (Spore-
forming bacteria) ซึ่งตรวจวัดโดยการย้อมสปอร์แล้วตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ Light 
microscope แบบ Compound เก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์ บนอาหาร Tryptic Soy Agar (TSA) สำหรับ
การศึกษาในขั้นตอนต่อไป และใน 50 เปอร์เซ็นต์ glycerol ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส สำหรับ
การเก็บไว้เป็นแหล่งของเชื้อในระยะยาว (Samson et al., 1988) 
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2.4.4 การจำแนกเชื้อแบคทีเรียที่เป็นปฏิปักษ์ 
เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรค

เมล็ดด่างจะถูกคัดเลือกเพ่ือระบุชนิด โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ได้แก่ ลักษณะโคโลนี สี 
และรูปปร่าง ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ร่วมกับการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ด้วย
เทคนิค PCR ทำการสกัด DNA ด้วยการใช้ความร้อน (Dashti et al., 2009) เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์บนอาหารเลี้ยงเชื้อ NA เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อย้ายโคโลนีเชื้อแบคทีเรียใส่หลอด 
1.5 มิลลิตร ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ เติมน้ำกลั่น 1 มิลลิลิตร นำไปต้มเป็นเวลา 10 นาที ในอ่างน้ำควบคุม
อุณหภูมิ จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ ที่ 1 ,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ดูดน้ำส่วนบน 
(supernatant) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร สำหรับนำไปตรวจวัดปริมาณของสารละลาย DNA โดยใช้ 
Nanodrop−1000 (Thermo Scientific, USA) และนำไปทำปฏิกิริยา PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณ DNA 
ในส่วนของยีน 16S rRNA ส่วนผสมของปฏิกิริยา PCR (25 ไมโครลิตร) ประกอบด้วย Taq 
polymerase 0.1 ไมโครลิตร, บัฟเฟอร์ PCR 10x 2.5 ไมโครลิตร, Deoxynucleotide triphosphates 
(dNTPs) 2 .0  ไ ม โ ค ร ลิ ต ร , ไ พ ร เม อ ร์  0 .5  ไ ม โ ค ร ลิ ต ร  ( forward primres 2 7 F: 
5'AGGAGTTTGATCMTGGGAAGTC3' และ reserve primers 1389R: 5'ACGGGCGGTGTGTACAAG3' ; 
Hongoh et al., 2003), น้ำปราศจากไอออน (deionized water) 18.4 ไมโครลิตร และ DNA ต้นแบบ 
1 ไมโครลิตร ตั้งโปรแกรม PCR ดังนี้ อุณหภูมิ 94 °C เป็นเวลา 5 นาที จำนวน 1 รอบ อุณหภูมิ 94 
°C นาน 30 วินาที อุณหภูมิ 50 °C นาน 30 วินาที อุณหภูมิ 72 °C นาน 2 นาที จำนวน 30 รอบ 
และอุณหภูมิ 72 °C เป็นเวลา 4 นาที ตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณ DNA ด้วยเทคนิค agarose gel 
electrophoresis และนำผลิตภัณฑ์ PCR ไปวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ โดยใช้บริการกับบริษัท 
Macrogen Int. (Seoul, Korea). นำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับข้อมูลลำดับนิ
วคลี โอไทด์ ในฐานข้อมูล  GenBank โดยใช้ โปรแกรม BLAST ผ่ าน อิน เตอร์ เน็ ตที่ เว็บ ไซต์  
http://www.ncbi.nlm.nih.gov. 

สำหรับการวิเคราะห์สายวิวัฒนาการ โดยนำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S 
rRNA ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์และลำดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความเหมือนกันจากการเปรียบเทียบใน
ฐานข้อมูล GenBank มาจัดเรียงความสัมพันธ์ด้วยโปรแกรม ClustalW (Thomson, 1994)  
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมโดยวิธี  neighbor-joining method (NJ) ผ่านโปรแกรม 
MEGA6 (Tamura, 2013) เพ่ือสร้าง phylogynetic tree 

 
 



 

 

  
 

19 

2.4.5 คุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อ Bacillus spp. 
สามารถสร้างเอนไซม์ Catalase จึงทำให้สามารถแยกความแตกต่างจากแบคทีเรียสกุล 

Clostridium และ Sporolactobacillus ได้มีบางชนิดที่สร้างเอนไซม์ Catalase ได้น้อยหรือไม่สร้าง
เลย เช่น B. larvae B. lentimorbus B. popilliae และ B. stearothermophilus (Turnball et 
al., 1990) แบคทีเรียสกุล Bacillus ต้องการสารอาหารและสภาพแวดล้อมในการเจริญแบ่งเป็น 3 
กลุ่ม คือ 

กลุ่มท่ี 1 ต้องการอาหารธรรมดาทั่วไปที่มีส่วนประกอบไม่ซับซ้อน 
กลุ่มท่ี 2 ต้องการอาหารที่มีส่วนประกอบซับซ้อน 
กลุ่มที่ 3 ต้องการอาหารเฉพาะสำหรับการเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อต่าง ๆ ที่มีส่วนประกอบ

ของคาร์โบไฮเดรต 
แบคที เรีย Bacillus spp. จะสร้างกรดแต่ ไม่สร้างแก๊ส ยกเว้น B. polymyxa และ B. 

macerans ที่สร้างแก๊สด้วยและคาร์โบไฮเดรต แบคทีเรียชนิดเดียวกันอาจจะให้แก๊สที่แตกต่างกัน 
เช่น B. subtilis B. cereus และ B. licheniformis เจริญบนอาหารที่มีน้ำตาลกลูโคสเป็น 2,3-
Butanediol และ Glycerol ในขณะที่ B. polymyxa เปลี่ยนน้ำตาลกลูโคสเป็น 2,3-Butanediol 
Ethanol และ Hydrogen ส่วน B. macerans เปลี่ยนน้ำตาลกลูโคสเป็น Ethanal, Acetone, 
Acetic และ Formic acid บางชนิดให้กรดแลคติก Bacillus spp. ส่วนใหญ่สร้าง Proteolytic 
enzyme และสามารถย่อย Casein และ Gelatin ได ้ 

Bacillus spp. ทุกชนิดเจริญได้ดีในที่ที่มีออกซิเจน บางชนิดจำเป็นต้องมีออกซิเจนจึงจะ
สามารถเจริญ ได้  เช่นแบคที เรีย  B. subtilis, B. brevis, B. firmus, B. megaterium และ  B. 
sphaericus ส่วน B. cereus, B. athracis, B. licheniformis, B. polymyxa และ B. Coagulans 
บางครั้งสามารถเจริญได้ในที่ไม่มีออกซิเจน Bacillus spp. ส่วนใหญ่สามารถตรึงไนโตรเจนและ
สามารถรีดิวซ์ไนเตรทได้ (Turnball et al., 1990) 

Bacillus spp. สามารถเจริญได้ดีที่ pH เป็นกลางหรือกรดเล็กน้อย แต่ B. alcalophilus 
สามารถเจริญได้ที่ pH 9-10 ขณะที่ B. acidocaldarius สามารถเจริญได้ที่ pH 2-6 อุณหภูมิที่
เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Bacillus spp. อยู่ในช่วง 25-37 องศาเซลเซียส ในขณะ
ที่  B. subtilis, B. licheniformis, B. acidocaldarius, B. brevis, B. stearothermophilus และ 
B. coagulans ที่สามารถเจริญได้ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส (Turnball et al., 1990) 
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2.4.6 นิเวศวิทยาของ Bacillus spp. 
Bacillus spp. พบได้ทั่วไปในธรรมชาติ เช่น ดิน น้ำ อากาศ ฝุ่น พืช เศษซากพืชหรือแม้แต่ใน

อาหาร นม และธัญญาหาร (Claus and Berkeley, 1986) Bacillus spp. พบได้ทุกสภาพแวดล้อม 
เพราะสปอร์ที่แบคทีเรียสร้างทนทานต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้ สภาพแวดล้อมที่แตกต่างกัน
ทำให้ชนิดของ Bacillus spp. มีความหลากหลาย เช่น กลุ่มที่ต้องการออกซิเจน (Aerobes) แต่ไม่
ต้องการออกซิเจนเป็นบางช่วง (Facultative anaerobes) เจริญได้ในสภาพกรด (Acidophiles) 
สภาพด่าง (Alkalophiles) เจริญได้ดีที่อุณหภูมิต่ำ (Psychrophiles) อุณหภูมิสูง (Thermophiles) 
สภาพที่มีความเค็ม (Halophiles) และพวกท่ีใช้สารเคมี อนินทรีย์ในการเจริญ (Chemolithotrophs) 
ส่วนใหญ่เป็นพวกที่เจริญอยู่ในดิน แต่บางครั้งพบ B. subtilis และ B. licheniformis อยู่ในน้ำทะเล
และน้ำกร่อย (Rosovitz et al.,1998) Bacillus spp. ที่พบจะแตกต่างกันตามชนิดของดิน เช่น B. 
subtilis B. licheniformis และ B. cereus ไม่ต้องการสารประกอบในอาหารมากนัก สามารถพบได้
ในดินที่มีธาตุอาหารต่ำ B. polymyxa และ B. azotofixans พบในดินรอบ ๆ รากพืชที่มีธาตุอาหาร 
ส่วน B. macerans และ B. circulans ต้องการสารประกอบอาหารที่ซับซ้อนและพบในเศษซากพืชที่
ย่อยสลาย (Rosovitz et al., 1998)  

แบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus spp. เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่มีความสามารถในการสร้างสปอร์ได้ 
และมีชีวิตอยู่ในสภาพแวดล้อมได้นาน แบคทีเรีย Bacillus spp. มีรูปร่างเป็นท่อน (Rod-shape) ติด
สีแกรมบวก (Gram positive) เป็นแบคทีเรียที่เจริญได้ทั้งในสภาวะที่มีอากาศหรือสภาวะที่ไม่มี
อากาศ (Facultative anaerobic) ซึ่งเป็นโครงสร้างที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ (Endospore) การสร้าง
สปอร์เป็นการสร้างเพ่ือดำรงชีพไม่ใช่เพ่ือการสืบพันธุ์ อีกทั้งการสร้างสปอร์และการสร้างสีนั้นขึ้นอยู่
กับปัจจัยหลักสำคัญ ได้แก่ ช่วงระยะการเจริญเติบโต อุณหภูมิ และอาหาร เป็นต้น และบางชนิดเป็น
แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเป็นโปรไบโอติก (probiotic) ที่ได้รับการยอมรับว่าปลอดภัย เมื่อนำมาใช้ใน
อาหารมีประโยชน์เมื่อได้รับเข้าไปในร่างกายในปริมาณที่เหมาะสม สามารถทนความร้อนและทนต่อ
สภาพแวดล้อมในระบบทางเดินอาหารได้ดี นอกจากนี้ยังมีคุณสมบัติที่เป็นผลดีต่อสุขภาพ ได้แก่ การ
ผลิตสารยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค ปรับสมดุลของจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหารให้ เหมาะสม (Kovacs 
et al., 2010) 

แบคทีเรีย B. licheniformis, B. subtilis และ B. pumilus พบในน้ำทะเลที่สะอาด แบคทีเรีย 
Bacillus spp. หลายชนิดสามารถเจริญได้แม้ในสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เช่น B. pasteurii พบ
ในสภาพแวดล้อมที่มียูเรียสูง แหล่งที่พบโดยทั่วไป คือ อ่างถ่ายปัสสาวะและดิน  ในเขตเมือง B. 
psychrophilus และ B. insolitus พบในอาหารแช่แข็ง B. acidocaldarius เจริญเฉพาะในน้ำพุ
ร้อนที่เป็นกรดและดินรอบ ๆ บริเวณนั้นเท่านั้น (Rosovitz et al., 1998) B. coagulans และ B. 
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stearothermophilus พบในอาหารที่ต้องผ่านขบวนการให้ความร้อน เช่น น้ำตาลจากบีท (Beet 
sugar) และอาหารกระป๋อง เป็นต้น  
 

2.4.7 สารที่แบคทีเรีย Bacillus spp. สามารถผลิตได้  
เอนไซม์ไคติเนส (Chitinase) เป็นเอนไซม์ในกลุ่ม Hydrolase ซึ่งจะย่อยสลายไคตินให้ได้เป็น 

N-acetyglucosamine อิสระโดยเอมไซม์ chitinase มีชื่อทางเคมีว่า poly-β1,4-(2-acetamido-2-
deoxy)-D-glucoside glycanohydrolase : E.C. 3.2.1.14) ซึ่ งจะตั ดสายยาวของ N-acetyglucosamine ต รง

ตำแหน่ง β ภายในสายยาว โดยตัดแบบสุ่ม ซึ่งจะได้เส้นสายสั้น ๆ ของ N-acetyglucosamine ไค
โ ต ไ บ เอ ส  (Chitobiase) มี ชื่ อ ท า ง เ ค มี Chitobiose แ ล ะ  Chitotriose ใ ห้ ไ ด้ เ ป็ น  N-
acetyglucosamine อิสระ (Shaikh and Deshpande, 1993) ได้แบ่งประเภทของเอนไซม์ย่อยไค
ตินไว้ 2 ประเภท คือ Endo-chitinase ซึ่งเป็นสายโซ่ของ N-acetyglucosaminidase ต่อมามีเพ่ิม 
คือ Exo-chitinase 

1. Endo-chitinase เป็นเอนไซม์ที่ย่อยแบบสุ่มในสายโซ่ของน้ำตาล N-cacetylglucosamine 
ซึ่งจะได้ Diacetylchitobiose เป็นผลิตผลหลักและได้ Triacetylchitotriose เป็นส่วนน้อย  

2. N-acetyglucosaminidase เป็นเอนไซม์ที่ย่อย Diacetylchitobiose โดยที่บางเอนไซม์จะ
ย่อยหน่วยของ N-acetyglucosaminidase จากปลายด้าน Non-reducing ของสายโซ่ไคติน  

3. Exo-chitinase เป็นเอนไซม์ที่ทำให้เกิดการแตกตัวของ Diacetylchitobiose จากปลาย 
Non-reducing ของสายโซ่ไคติน  

Flach et al. (1992) ได้แบ่งประเภทของเอนไซม์ย่อยไคตินไว้ 4 ชนิด คือ  
1) Endochitinase เป็นเอนไซม์ท่ีทำให้สายโพลิเมอร์แยกออกจากกัน  
2) Exochitinase เป็นเอนไซม์ที่ย่อยไคตินแล้วได้ Chitobiose 

3) β-N-acetylglucosaminidase เป็ น เอน ไซม์ที่ ย่ อยภายในสายไคติน ได้  N-
acetyicosamine 

4) Chitiobiase เป็นเอนไซม์ท่ีย่อย Chitobiose ได้ N-acetylglucosamine  
Jeuniaux (1996) ราย งาน ว่ า  ก ารย่ อย ไคติ น โดย เอน ไซม์  2 ช นิ ด  เ พ่ื อ ให้ ได้  N-

acetylglucosamine ได้เกิดขึ้นจากการย่อยภายใน 2 กระบวนการต่อเนื่องกัน โดยเอนไซม์ 2 ชนิด 

ไ ด้ แ ก่ ช นิ ด ที่  1  คื อ  เอ น ไ ซ ม์ chitinase (poly-β-1,4-(2-acetamido-2-deoxy)-d-glucoside 
glycanohydolase) จะย่อยไคตินหรือโพลิเมอร์ของ N-acetylglucosamine และรวมทั้งจะย่อย 
Tetramer ให้ ได้ เป็นผลิตผลที่มีขนาดเล็กกว่า Trimer และชนิดที่  2 คือเอนไซม์ Chitobiase 
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(Chitobiase acetabidodeoxy-glycohydolase) ซึ่งจะย่อย Chitobiose และ Chitotriose แล้วได้ 
N-acetylglucosamine 

นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าเชื้อแบคทีเรีย Bacillus มีคุณสมบัติส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 
(Ahmad et al., 2008) โดยกลไกการผลิตสารที่มีลักษณะคล้ายฮอร์โมนพืช (Indole-3-acetic acid 
(IAA), gibberellic acid and ethylene) การตรึงไนโตรเจน การละลายธาตุฟอสฟอรัสในดินให้อยู่ใน
รูปที่ รากพืชนำไปใช้ประโยชน์ ได้  การผลิต เอนไซม์  1-aminocyclopropane1-carboxylate 
deaminase ช่วยลดสภาวะเครียดในพืช รวมทั้งการผลิตสาร Siderophore เป็นต้น (Souza et al., 
2015)  

 
2.4.8 กลไกการควบคุมโรคของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. 

Bacillus spp. มีกลไกในการควบคุมโรคพืชได้หลายวิธี ได้แก่ การแข่งขันกับเชื้อโรคพืช และ
การผลิตสารที่มีคุณสมบัติยับยั้งหรือทำลายชีวิต ดังรายงานวิจัยของ มณจันทร์ (2536) รายงานว่า B. 
subtilis สายพันธุ์ AP01 สามารถเข้าครอบครองพ้ืนที่ก่อนการเจริญของเชื้อรา Fusarium roseum 
ซึ่งเป็นเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวและโคนเน่าของกล้วยไม้และ Pythium sp. ซึ่งเป็นเชื้อสาเหตุโรครากเน่า
ของส้มโอ และเมื่อนำ Bacillus subtilis สายพันธุ์ NSRS 89-24 และ NSRS 89-26 คลุกเมล็ดข้าว
หรือแช่เมล็ดพันธุ์ก่อนปลูก พบว่า B. subtilis ทั้ง 2 สายพันธุ์ สามารถลดความรุนแรงของโรคขอบใบ
แห้ง สาเหตุจาก Xanthomonas campestris pv. oryzae จากระดับความรุนแรงของโรค 94 
เหลือ 19 และ 10 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ นอกจากนั้นยังสามารถควบคุมการเจริญของเชื้อราสาเหตุ
โรค ข้ า วที่ ส ำคั ญ  7  ช นิ ด คื อ  Pyricularia oryzae, Cercospora oryzae, Thanatephorus 
cucumeris, Curvularia oryzae, Acrocylindrium oryzae, Rhynchosporium oryzae แ ล ะ 
Alternaria padwickii 

กลไกการผลิตสารที่มีลักษณะคล้ายฮอร์โมนพืช (Indole-3-acetic acid (IAA), gibberellic 
acid and ethylene) การตรึงไนโตรเจน การละลายธาตุฟอสฟอรัสในดินให้อยู่ในรูปที่รากพืช
นำไปใช้ประโยชน์ได้  การผลิตเอนไซม์ 1-aminocyclopropane1-carboxylate deaminase ช่วย
ลดสภาวะเครียดในพืช รวมทั้งการผลิตสาร Siderophore เป็นต้น (Souza et al., 2015)  
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2.5 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 Jintana et al. (2021) ทำการศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากป่าพรุใน
การควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าวในประเทศไทย โดยสำรวจและสุ่มตัวอย่างดินในปี 2560 -
2561 นำมาแยกเชื้อแบคทีเรียได้จำนวน 513 ไอโซเลต และเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว 3 ไอโซ
เลต ได้แก่ B. oryzae (NPT0508), C. lunata (SPB0627) และ F. incarnatum (SKA06131) เมื่อ
ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียที่แยกในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างโดยใช้วิธี Dual 
culture method และคำนวณเป็นเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเชื้อรา พบว่า เชื้อแบคทีเรีย 3 
ไอโซเลต (IBK-4, IBK-8 และ IBK-5) จากทั้งหมด 513 ไอโซเลต มีประสิทธิภาพดีที่สุดในการยับยั้ง
การเจริญของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง คือเชื้อรา C. lunata (0-34.55 เปอร์เซ็นต์) B. 
oryzae (0-38.78 เปอร์เซ็นต์) และ F. incarnatum (0-34.97เปอร์เซ็นต์) จากนั้นนำไปทดสอบบน
ข้าวสายพันธุ์กข47 ซึ่งเป็นพันธุ์ที่อ่อนแอในระยะข้าวตั้งท้อง โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียสายพันธุ์ IBK-8, 
IBK-4 และ IBK-5 ในอาหาร NB เป็นเวลา 24 ชั่วโมง วัดความเข้มข้นของแบคทีเรียด้วยเครื่องสเปก
โตรโฟโตมิเตอร์ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร แล้วปรับความเข้มข้นเซลล์แขวนลอยเป็น 10 8 CFU/
มล. (0.2 O.D.) (Schaad et al., 2001) นำไปฉีดพ่นลงบนต้นข้าว จากนั้นฉีดพ่นด้วยสารแขวนลอย
สปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคที่ความเข้มข้น (105 สปอร์/มล.) วางแผนการทดลองแบบ Completely 
Randomized Design (CRD) โดยพ่นบนรวงข้าว 3 รวง/ต้น จำนวน 5 ต้น หลังจากฉีดพ่นเชื้อสาเหตุ
โรคเป็นเวลา 21 วัน ทำการประเมินความรุนแรงของโรคโดยนำเมล็ดที่ได้จาก 15 รวง สุ่มเลือก 400 
เมล็ด จำนวน 5 ครั้ง พบว่า เชื้อแบคทีเรียไอโซเลต IBK-8 สามารถควบคุมการเกิดโรคเมล็ดด่างข้าวที่
เกิดจากเชื้อรา B. oryzae NPT0508 (27.6 เปอร์เซ็นต์), C. lunata SPB0627 (22.6เปอร์เซ็นต์) 
และ F. incarnatum SKA06131 (19.40 เปอร์เซ็นต์) ทั้งนี้ได้ทำการจำแนกเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซ
เลต โดยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลำดับนิวคลีโอไทด์ (16S rRNA) พบว่าเป็นเชื้อแบคทีเรีย 
Bacillus (IBK-4, IBK-5 และ IBK-8) และแบคทีเรีย Bacillus ไอโซเลต IBK-8 มีประสิทธิภาพสูงสุด
ในการควบคุมพัฒนาการของโรค ซึ่งชี้ให้เห็นว่า เชื้อแบคทีเรีย Bacillus ที่แยกได้จากป่าพรุมีโอกาส
ในการนำไปใช้เป็นเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ควบคุมเชื้อโรคพืชได้ 

รัตนาพร และ เพชรรัตน์ (2564) ได้คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีฤทธิ์กว้างสำหรับ
ควบคุมโรคเชื้อราที่ติดมากับเมล็ดพันธุ์ข้าวในห้องปฏิบัติการ โดยนำเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
Streptomyces spp. 2 ไอโซเลต ได้แก่ Streptomyces-PR87, Streptomyces-PR15 และเชื้อ
แบคที เรียปฏิปักษ์ Bacillus spp. จำนวน 9 ไอโซเลต ได้แก่ Bacillus-MS4, Bacillus-Ba029, 
Bacillus-S32, Bacillus-Ba033, Bacillus-NTS3, Bacillus-BS, Bacillus-BK, Bacillus-PSK และ 
Bacillus-Ba037N มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคข้าวที่ติดมากับเมล็ดพันธุ์ 
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จำน วน  7 ชนิ ด  ได้ แ ก่  Fusarium fujikuroi-FURS017, Fusarium proliferratum FUSR002, 
Fusarium spp. -FUSR021, Bipolaris oryzae-BiKD5, Curvularia lunata-CurRD, Alternaria 
padwickii AlKD5 และ Rhizoctonia oryzae-Rhi-SMN1 โดยวิธี dual culture bioassay พบว่า 
เชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. มีศักยภาพมากท่ีสุด มีฤทธิ์กว้างควบคุมเชื้อสาเหตุโรคได้ทั้ง 7 ไอโซเลต 
คือ Bacillus-MS4 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคอยู่ในช่วง 71.93 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา
อันดับสองคือ Bacillus-Ba029 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคข้าวอยู่ในช่วง 80.23 
เปอร์เซ็นต์ และลำดับที่สามมีหลายไอโซเลต ที่ระดับการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อราเหตุโรคได้ไม่
แตกต่างกันในทางสถิติ  หรือ แตกต่างกัน เล็กน้อย ได้แก่  Bacillus-NTS3, Bacillus-Ba033, 
Bacillus-BS, Bacillus-S32 และ Bacillus-BK ที่มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคอยู่ในช่วง 
69.64, 67.97, 66.57 69.92 และ 66.56 เปอร์เซ็นต์ และประเมินผลของสารทุติยภูมิ (secondary 
metabolites) จากลักษณะของเส้นใยบริเวณแนวการยับยั้งภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ที่ 7 วันหลังการ
ทดสอบ พบว่า สารทุติยภูมิจากเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละไอโซเลตมีผลกระทบต่อเส้นใยเชื้อรา
สาเหตุโรค ส่งผลให้เส้นใยมีลักษณะผิดปกติ บวมพองเสียรูปร่าง เส้นใยบิดงอ หรือเส้นใยมีผนังหนาสี
เข้มมากขึ้นและบวมพองมากกว่าเส้นใยปกติในชุดควบคุม สอดคล้องกับผลการยับยั้งการเจริญของ
เส้นใยเชื้อสาเหตุโรคข้าวโดยเชื้อปฏิปักษ์แต่ละไอโซเลต ซึ่งกรรมวิธีที่ใช้เชื้อปฏิปักษ์ Bacillus-MS4 มี
การเปลี่ยนแปลงของเส้นใยเชื้อสาเหตุโรคท่ีรุนแรงชัดเจนมากกว่าเชื้อปฏิปักษ์ไอโซเลตที่มีเปอร์เซ็นต์
การยับยั้ งการเจริญของเส้น ใยเชื้อราสาเหตุ โรคพืชที่ ต่ ำกว่า ส่วน เชื้อแบคที เรียปฏิปั กษ์  
Streptomyce-PR87 และ Streptomyce-PR15 สามารถยับยั้ งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา F. 
fujikuroi -FUSR017, Fusarium sp.-FUSR021, B. oryzae -BiKD 5, C. lunata -CurRD และ A. 
Padwickii-AlKD5 ได้อย่างชัดเจน พบว่าเส้นใยของเชื้อราสาเหตุโรคมีลักษณะบวมพอง บิดงอ หรือ
เส้นใยมีผนังสีเข้มมากขึ้นและบวมพองเช่นเดียวกับที่พบใน Bacillus–MS4 และยังพบว่ากรรมวิธีที่
ทดสอบกับเชื้อรา F. proliferatum -FUSR002 และ R. oryzae-Rhi-SMN1 ซึ่งยับยั้งการเจริญของ
เส้นใยได้เล็กน้อย พบการเจริญของเส้นใยบางๆ บริเวณใกล้ชิ้นวุ้นที่แบคทีเรียปฏิปักษ์เจริญอยู่ แต่เมื่อ
ตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่าเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรคมีลักษณะบวมพองเช่นเดียวกัน  
  Sukanya et al. (2018) ได้นำเชื้ อแบคที เรียปฏิปั กษ์  Bacillus amyloliquefaciens 
BAS23 ที่แยกได้จากดินในนาข้าวมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรค
เมล็ดด่างข้าว (C. lunata, F. semitectum และ H. oryzae) ด้วยวิธี dual culture method และ
การส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าว หลังจากทำการทดสอบเป็นเวลา 7 วัน ตรวจสอบลักษณะ
สัณฐานวิทยาของเชื้อราสาเหตุโรคด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Olympus CX31, Japan) พบว่า 
เชื้ อแบคที เรีย BAS23 ส่งผลให้ เส้นใยเชื้อรา Curvularia lunata และ Helminthosporium 
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oryzae บริเวณที่มีการยับยั้ง มีลักษณะบวมและเกิดกระเปาะ แต่ไม่พบการเปลี่ยนแปลงของเส้นใย
เชื้อรา Fusarium Semitectum แต่เมื่อตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
(SEM; Quanta 400 , Thermo Fisher Scientific สหรัฐอเมริกา) พบว่า เส้นใยของเชื้อรา F. 
semitectum มีลักษณะบวม ในขณะที่เส้นใยของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าวทั้ง 3 ชนิดในชุด
ควบคุมมีลักษณะปกติ ยาว ผิวเรียบ และไม่บวม จากนั้นทำการทดสอบโดยใช้ Cell-Free Culture 
ของเชื้อแบคทีเรีย BAS23 (ความเข้มข้น 5, 10, 15, 20 และ 30 เปอร์เซ็นต์) ต่อการเจริญของเส้นใย
เชื้อรา C. lunata, H. oryzae และ F. semitectum พบว่า ยับยั้งการเจริญของเชื้อรา C. lunata 
ได้ดีที่สุด รองลงมา คือ เชื้อรา H. oryzae และ F. semitectum ตามลำดับ  
 จิระเดช และคณะ (2561) ทำการศึกษาประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์เชื้อแบคทีเรีย Bacillus 
siamensis RRK1–Rif ในการลดการเกิดโรคเมล็ดด่างของข้าว ในแปลงขนาดเล็ก (1 × 3 ตารางเมตร) 
พบว่าทุกกรรมวิธีที่ใช้ชีวภัณฑ์ B. siamensis RRK1–Rif แช่เมล็ด และพ่นต้นข้าว 3 ครั้ง หรือใส่ขณะ
เตรียมดิน ก่อนปลูกเชื้อสาเหตุโรค 2 วัน และหลังปลูกเชื้อสาเหตุโรคที่ 7 และ 14 วัน โดยใช้ชีวภัณฑ์ 
ในอัตรา 100 กรัมต่อน้ำ 100 ลิตร ต่อไร่ ทำการประเมินบนรวงข้าวที่ได้จากการเก็บเกี่ยวผลผลิตใน
ระยะเก็บเกี่ยว หลังนวดเมล็ดจากรวงข้าวแล้วสุ่มเมล็ดข้าวมาชั่งตัวอย่างละ 10 กรัม นับจำนวนเมล็ด
ดี เมล็ดด่าง และเมล็ดลีบ โดยชั่งเมล็ดข้าวกรรมวิธีละ 3 ซ้ำ จากนั้นคำนวณเป็นเปอร์เซ็นต์ต่อจำนวน
เมล็ดทั้งหมด ตรวจสอบคุณภาพการขัดสี โดยบันทึกน้ำหนักข้าวกล้องเป็นน้ำหนักข้าวเต็มเมล็ด และ
น้ำหนักข้าวหักเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม  พบว่า ทุกกรรมวิธีที่ ใช้ชีวภัณฑ์ RRK1–Rif มี
เปอร์เซ็นต์เมล็ดดีสูงกว่ากรรมวิธีควบคุมอย่าง (73.88 เปอร์เซ็นต์) อย่างมีนัยสำคัญ โดยกรรมวิธีที่ใช้
ชีวภัณฑ์ RRK1–Rif  สูตร 1 มีเปอร์เซ็นต์เมล็ดดีสูงที่สุด คือ 82.53 เปอร์เซ็นต์  รองลงมา คือ กรรมวิธี
ที่ใช้ชีวภัณฑ์ Ta 2 (80.39 เปอร์เซ็นต)์ 

Prasanna et al. (2017) แยกเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis จำนวน 4 ไอโซเลต คือ UASR5, 
UASP15, UASP16 และ UASP17 จากบริเวณรอบรากต้นข้าว (VC farm, Mandya, Karnataka, 
India) ด้วยวิธี  serial dilution บนอาหาร Luria-Bertani (LB) และบ่มที่  28 ± 2°ซ และนำไป
ทดสอบกิจกรรมทางชีวเคมี (การลดไนเตรต อะไมเลส ยูรีเอส โปรตีเอส คาตาเลส การผลิตเอสเทอ
เรส อาร์โบไฮเดรต การใช้ประโยชน์และการหมัก) (Amruta et al., 2016) ระบุชนิดโดยอาศัยลำดับ
นิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rRNA และตรวจสอบยีน (gene) ที่เกี่ยวข้องกับกลไกการเป็นเชื้อปฏิปักษ์ 
เพ่ือคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ที่มีคุณสมบัติในการเป็นเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์นำไปใช้ในการ
ควบคุมโรคข้าวที่สำคัญได้อย่างมีประสิทธิภาพ พบว่า เชื้อแบคทีเรีย B. subtilis 4 ไอโซเลต เป็นแก
รมบวก ลักษณะโคโลนีกลม ขอบหยัก รูปร่างเป็นแท่ง สร้างเอนโดสปอร์ และแสดงปฏิกิริยาเชิงบวก
สำหรับกิจกรรมอะไมเลส การลดไนเตรต ยูรีเอส โปรตีเอส การผลิต H2S และคาตาเลส แต่ให้ผลเชิง
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ลบสำหรับกิจกรรมเอสเทอเรส และเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ไอโซเลต UASR5, UASP15, UASP16 
และ UASP17 ตรวจพบยีนทั้งหมด 6 ยีน (spoVG, fend, bmyB, ituC, srfAA, bacA และ spaS) ซึ่ง
เป็นยีนที่ควบคุมการสร้างสาร fengycin, iturin, surfactin, bacilysin และ subtilin แสดงให้เห็นว่า 
เชื้อแบคทีเรีย B. subtilis มีคุณสมบัติในการสร้างสารต้านเชื้อรา สารดังกล่าวมีผลทำให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรคหลายชนิด เช่น ทำให้โป่ง ม้วนงอ หรือทำ
ให้เส้นใยแห้ง ส่งผลให้สามารถควบคุมโรคได้ สอดคล้องกับการศึกษาที่ได้รายงานว่า เชื้อแบคทีเรีย B. 
amyloliquefaciens สร้างสาร bacillomycin D และ fengycin มีผลในการยับยั้งการสร้างสปอร์
ของเชื้อรา Monilia fructicola และสาร fengycin มีบทบาทสำคัญในการยับยั้งการเจริญของเส้นใย
ของเชื้อรา M. fructicola (Liu et al., 2005) สาร iturin A มีผลในการทำลายเยื่อหุ้มเซลล์ของเชื้อ
รา ทำให้เกิดการสร้างช่องว่างในการปล่อยไอออนที่สำคัญ เช่น K+ (Hsieh et al., 2008) และมีผล
ต่อโครงสร้างสปอร์ของเชื้อรา Penicillium crustosum และสาร surfactin ส่งผลต่อการเจริญของ
เส้นใยเชื้อรา F. moniliforme ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาของเส้นใยได้ 
 Gomaa (2012) ศึกษาการคัดแยกแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ผลิตเอนไซม์ไคติเนสจากดินบริเวณ
รอบรากพืชในเขตเกษตรกรรมของประเทศอียิปต์ ผลการทดลองพบว่าสามารถคัดแยกแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ที่ผลิตเอนไซม์ติเนสได้ 13 ไอโซเลต จากการทดสอบด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผสม colloidal 
chitin และจากการจำแนกชนิดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไคติเนสได้สูงสุดพบว่า
เป็นแบคทีเรีย Bacillus thuringiensis NM101-19 และ Bacillus licheniformis NM120-17 เมื่อ
ทดสอบผลการยับยั้งการเจริญของเชื้อราก่อโรคพืชจำนวน 14 ชนิด ในถั่วเหลือง พบว่าแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ Bacillus thuringiensis NM101-19 และ B. licheniformis NM120-17 สามารถยับยั้ง
การเจริญของเชื้อราก่อโรคพืชได้ โดยมีเปอร์เซ็นต์การเจริญของเมล็ดถั่วเหลืองในช่วง 35.29-80.80 
และ 27.27-70.75 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 
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บทที่ 3 
ระเบียบวิธีการดำเนินการวิจัย 

 
การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ที่รวบรวมจากภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนล่าง

เพ่ือประเมินศักยภาพในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างในข้าวพันธุ์หอมดอกมะลิ105  มี
วัตถุประสงค์ ดังนี้ 1) เพ่ือศึกษาระดับความรุนแรงของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างจำนวน 6 ชนิดบน
เมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 2) เพ่ือประเมินประสิทธิภาพสารกรองเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. 
ในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคเมล็ดด่าง 3) ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการ
ยับยั้งการงอกสปอร์เชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว  4) เพ่ือศึกษาคุณสมบัติแบคทีเรีย Bacillus sp. 
ต่อการงอกและการเจริญเติบโตของต้นกล้าข้าวขาวดอกมะลิ 105 และ 5) เพื่อศึกษาศักยภาพของเชื้อ
แบคทีเรีย Bacillus sp. เพ่ือช่วยลดปริมาณการเกิดโรคเมล็ดด่างข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ในสภาพ
เรือนทดลอง 
 
3.1 แหล่งท่ีมาเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว 

การสํารวจโรคเมล็ดด่างข้าว โดยใช้เชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าวจำนวน 6 ชนิดที่ผ่านการ
คัดเลือกและศึกษาวิจัยการใช้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์เพ่ือควบคุมศัตรูข้าวในพ้ืนที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ
ตอนล่าง ศูนย์วิจัยและควบคุมศัตรูพืชโดยชีวินทรีย์แห่งชาติ  ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนล่าง 
มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ในการสํารวจโรคเมล็ดด่างข้าว เก็บตัวอย่างเมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 
105 จากพ้ืนที่เพาะปลูกข้าวที่สำคัญในภาตะวันออกเฉียงเหนือตอนล่างของประเทศไทย จำนวน  7 
จังหวัด ได้แก อุบลราชธานี ยโสธร อำนาจเจริญ ศรีสะเกษ นครราชสีมา และ สุรินทร์ ซึ่งข้าวอยู่ใน
ระยะใกลเก็บเกี่ยว (ช่วงเดือนพฤศจิกายน-ธันวาคม 2564) โดยสุมตัวอย่างในรูปแบบตัว Z แต่ละจุด
ห่างกัน 10 เมตร สุ่มเก็บจุดละ 20 รวง และนับจำนวนรวงทั้งหมด และจำนวนรวงที่พบเมล็ดข้าวที่
แสดงอาการด่างต่อพ้ืนที่ 1 ตารางเมตร พบว่า มีเปอร์เซ็นต์การปนเปื้อนของเชื้อราสาเหตุโรคเฉลี่ย 
82.94 % โด ยพ บ เชื้ อ ร า  Curvularia sp. 83 .18%, Cercospora sp. 74.50%, Bipolaris sp. 
38.14%, Fusarium sp. 39.57%, Trichoconis sp. 45.71% และ Sarocladium sp. 38.43 % 
(ตารางที่ 1) (สุพัตรา และคณะ, 2564) 
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3.2 แหล่งท่ีมาเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. 

การเก็บรวบรวมและแยกเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์บริเวณรากของพืชในแปลงที่ไม่ได้ทำ
เกษตรกรรม และพ้ืนที่ป่า ในพ้ืนที่จังหวัดอุบลราชธานี อำนาจเจริญ ศรีสะเกษ ยโสธร สุรินทร์ และ 
บุรีรัมย์ โดยถอนต้นพืชที่ต้องการเก็บเชื้อแบคทีเรีย เขย่ารากแรงๆ เพ่ือให้ดินหลุดออกจากราก นำไป
บดให้ละเอียดในน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ได้เป็นเซลล์แบคทีเรียแขวนลอย นำไปเจือ
จางเชื้อโดยวิธี Serial dilution method และเลือกที่ระดับความเข้มข้น 10 -2 และ 10-3 แช่ในน้ำ
ร้อนอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 15 นาทีก่อนนำไปแยกเชื้อบริสุทธิ์โดยวิธี Spread plate บน
อาหาร Nutrient Agar (NA, pH 5.6) นำไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 48 ชั่วโมง เลือกเก็บโคโลนี
เดี่ยว ขนาด 1-2 มิลลิเมตร สีครีม ที่มีการสร้างสปอร์ (Spore-forming bacteria) ซึ่งตรวจวัดโดย
การย้อมสปอร์แล้วตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ Light microscope แบบ Compound และ 
ศึกษาคุณสมบัติในการผลิต Indole Acetic Acid (IAA) และการละลายฟอสเฟต จากนั้นเก็บรักษา
เชื้อบริสุทธิ์ บนอาหาร Tryptic Soy Agar (TSA) สำหรับการศึกษาในขั้นตอนต่อไป และใน 50% 
glycerol ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส สำหรับการเก็บไว้เป็นแหล่งของเชื้อในระยะยาว  

การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว เตรียม
เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์จำนวน 10 ไอโซเลต ที่ผ่านการคัดเลือกและศึกษาวิจัยของศูนย์วิจัยและควบคุม
ศัตรูพืชโดยชีวินทรีย์แห่งชาติ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนล่าง มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี 
ประกอบด้วย Bacillus-UBU1, Bacillus UB-W2, Bacillus BRCR3, Bacillus BRBD12, Bacillus 
SKKH3, Bacillus SKNK4, Bacillus SK-KK4, Bacillus SKNK3, Bacillus SKY7 แ ล ะ  Bacillus 
SRSHP19 ซึ่งแยกได้จากตัวอย่างดินดังตารางที่ 2 (สุพัตรา และคณะ, 2564)   
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ตารางท่ี  2  แบคทีเรีย 10 ไอโซเลต ที่คัดแยกได้จากดินที่เก็บตัวอย่างดินจากป่าดิบชื้นภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือตอนล่าง ประเทศไทย 

ไอโซเลต วัน/เดือน/
ปี 

สถานที่เก็บตัวอย่างดิน พิกัด 

Bacillus UBU1 5 มิ.ย. 64 บริเวณป่าใกล้แหล่งน้ำ ม.อุบลราชธานี 
จุดที่ 3 จ.อุบลราชธานี 

N15°07'20"  
E104°54'55" 

Bacillus UBW2 5 มิ.ย. 64 บริเวณป่า อ. วารินชำราบ จ.
อุบลราชธานี 

N15°8'7"  
E104°55'35" 

Bacillus BRCR3 5 มิ.ย. 64 บริเวณป่า อ.แคนดง จ.บุรีรัมย์ N15°22'57" 
E103°5'36" 

Bacillus BRBD12 15 มิ.ย. 64 บริเวณป่าในวัด อ.บ้านด่าน จ.บุรีรัมย์ N15°8'5"  
E103°11'28" 

Bacillus SKKH3 3 ก.ค. 64 บริเวณป่าใกล้แหล่งน้ำ อ.กันทรารมย์  
จ.ศรีสะเกษ 

N15°2’7”  
E104°37’49” 

Bacillus SKNK4 3 ก.ค. 64 บริเวณป่า อ.โนนคูณจุดที่ 2 จ.ศรีสะเกษ N14°51’39”  
E104°40’5” 

Bacillus SKKK4 3 ก.ค. 64 บริเวณป่า อ.ขุขันธ์ จ.ศรีสะเกษ N14°38’20”  
E104°6’29” 

Bacillus SKNK3 3 ก.ค. 64 บริเวณป่า อ. โนนคูณจุดที่ 1 จ.ศรีสะ
เกษ 

N14°53'5"  
E104°42'33" 

Bacillus SKY7 3 ก.ค. 64 บริเวณป่าใต้ต้นไผ่ อ.ยางชุมน้อย จ.ศรี
สะเกษ 

N15°13’9”  
E104°24’12” 

Bacillus SRSHP19 4 ก.ค. 64 บริเวณนา อ. ศรีขรภูมิ จ.สุรินทร์ N4°55’15”  
E03°46’15” 

ที่มา: สุพัตรา และคณะ (2564) 
 
 
3.3 วิธีการดำเนินงาน 

การทดลองที่ 1 การทดสอบการก่อโรคของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างในข้าวพันธุ์ขาวดอก
มะลิ 105 

เพ่ือศึกษาระดับความรุนแรงของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างจำนวน 6 ไอโซเลต บนเมล็ดข้าว
พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 โดยใช้แผนการทดลองแบบ CRD จำนวน 4 ซ้ำ 9 กรรมวิธี ดังตารางที่ 3 
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ตารางท่ี  3 รายละเอียดกรรมวิธีในการทดสอบการก่อโรคของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างในข้าวพันธุ์
ขาวดอกมะลิ105 

กรรมวิธี รายละเอียดกรรมวิธี1/ 
T1 control – เมล็ดข้าวที่ไม่ปลูกเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง (ชุดควบคุม) 
T2 control + เมล็ดข้าวที่ปลูกเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดข้าว (Curvularia sp.) (ชุด

ควบคุม)2/ 

T3 เชื้อรา Curvularia sp. 
T4 เชื้อรา Cercospora sp. 
T5 เชื้อรา Bipolaris sp. 
T6 เชื้อรา Fusarium sp. 
T7 เชื้อรา Trichoconis sp.  
T8 เชื้อรา Sarocladium sp. 
T9 เชื้อรา Curvularia sp., Cercospora sp. Bipolaris sp., Fusarium sp., 

Trichoconis sp. และ Sarocladium sp. 
หมายเหตุ: 1/ ความเข้มข้น 1x106 สปอร์/มิลลิลิตร, 2/ เชื้อรา Curvularia sp. จากกรมวิชาการเกษตร 

 
ทำการทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคเมล็ดด่างข้าวจากเชื้อราที่แยกได้โดยใช้วิธี 

seed inoculation assay (Jeon et al., 2013) โดยเลี้ยงเชื้อรา จำนวน 6 ชนิด บนอาหาร PDA 
เป็นเวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส จากนั้นเทน้ำกลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้วบนผิวหน้าอาหาร ใช้
แท่งแก้วขูดผิวหน้าให้เชื้อกระจายในน้ำกลั่น แล้วนำมากรองผ่านผ้าขาวบาง ปรับความเข้มข้นของ
สปอร์ของเชื้อราให้มีความเข้มข้น 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร จากนั้นนำเมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 
ทำการฆ่าเชื้อที่ผิวเมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ด้วย 2.5 เปอร์เซ็นต์ Sodium hypochlorite 
นาน 3 นาที ล้างด้วยน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ๆ ละ 3 นาที จากนั้นผึ่งเมล็ดให้แห้งในตู้ปลอดเชื้อก่อน
นำไปใช้แช่ลงในสารแขวนลอยของสปอร์บ่มเชื้อไว้ 24 ชั่วโมง เมื่อครบกำหนดวางเมล็ดลงในจาน
ทดลองขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง  9 เซนติเมตร ซึ่งรองพ้ืนจานทดลองด้วยกระดาษเพาะเมล็ดที่ผ่าน
การนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว จำนวน 50 เมล็ดต่อจาน ปิดฝาจานทดลองและวางในตู้ปลอดเชื้อเพ่ือบันทึกผล
ต่อไป 

บันทึกผล  
ประเมินโรคเมล็ดด่างที่เกิดขึ้นภายหลังจากปลูกเชื้อรา 3, 5 ,7, 14 และ 21 วัน โดยประเมิน

อาการบนเมล็ดข้าว โดยสุ่มเมล็ดข้าวกรรมวิธีละ 400 เมล็ด ตามกฎของ ISTA แบ่งระดับอาการเป็น 
6 ระดับ (ดัดแปลงจาก พรทิพย์, 2545) ดังนี้  

ระดับ 0 ไม่แสดงอาการของโรค  
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ระดับ 1 แสดงอาการแผลจุดขนาดเล็กกว่า 0.1 มิลลิเมตร  
ระดับ 2 แสดงอาการแผลจุดขนาดใหญ่กว่า 0.1 มิลลิเมตร 
ระดับ 3 แสดงอาการแผลดำใหญ่น้อยกว่า 50% ของพ้ืนที่เมล็ด  
ระดับ 4 แสดงอาการแผลดำขนาดใหญ่ 50-75% ของพ้ืนที่เมล็ด  
ระดับ 5 แสดงอาการดำขนาดใหญ่กว่า 75% ของพ้ืนที่เมล็ด 

ความงอกของเมล็ด (germination percentage: %G โดยใช้สูตร (ISTA, 2016; Yousof et 
al., 2010; Manisha and Angoorbala, 2015):  

ความงอก (%) = (
จำนวนต้นกล้าที่งอกปกติ

จำนวนเมล็ดที่ปลูกท้ังหมด
) x  100 

 
ความแข็งแรงของต้นกล้า เมื่อต้นกล้าครบ 7 วัน นำเมล็ดออกมาตรวจนับความงอก นำต้น

กล้าที่ปกติมาตัดเอาเฉพาะส่วนยอดกับส่วนรากอ่อน บรรจุถุงกระดาษ นำไปอบที่อุณภูมิที่ 80 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นนำไปชั่งหาน้ำหนักแห้งของยอดอ่อนและรากอ่อน แล้ว
คำนวณหาอัตราการเจริญเติบโตของต้นกล้าจากสูตร (ISTA, 2006) ดังต่อไปนี้ 
 

อัตราการเจริญเติบโต = 
น้ำหนักแห้งของยอดอ่อนและรากอ่อน

จำนวนต้นกล้าปกติ
 

 
วิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) เปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan’s New 

Multiple Range Test (DMRT) ระดับความเชื่อมั่นที่ 95 เปอร์เซ็นต์ 
 
ขั้นตอนตรวจสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีที่สำคัญต่อการเสื่อมคุณภาพเมล็ดพันธุ์ 
ปริมาณไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ดัดแปลงจากวิธีของ (Velikova et al., 2000) โดย

สกัดจากเมล็ดข้าวที่ผ่านการบด 0.2 กรัม เติม 0.1% Trichloroacetic acid (TCA) 1.5 มิลลิลิตร ทำ
การปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ทำการแยกสารละลายส่วนใสปริมาณ 0.5 
มิลลิ ลิ ตร เติม  10  mM potassium phosphate buffer (pH 7 .0 ) 0 .5 มิลลิ ลิ ตร และ 1  M 
Potassium iodide 1 มิลลิลิตร แล้วทำการวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 390 nm หลังจากนั้น คำนวณหา
ปริมาณ H2O2  โดยเปรียบเทียบกับค่าดูดกลืนแสงมาตรฐานในแต่ละความเข้มข้น ของสาร H2O2 และ
นำไปใช้ในขั้นตอนการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระในขั้นตอนต่อไป 
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การตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซม์คะตะเลส (EC 1.11.1.6) การตรวจวัดการลดลงของสาร 
H2O2 โดยเตรียมสารละลายที่ใช้ทำปฏิกิริยาทั้งหมด 2 มิลลิลิตร ประกอบด้วย 50  mM potassium 
phosphate buffer, (pH 7.0) 1.8 มิลลิลิตร ผสมกับ 0.5  M H2O2 0.1 มิลลิลิตร และสารสกัด
เอนไซม์ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 240  nm แล้วคำนวณกิจกรรมของ
เอนไซม์คะตะเลส โดยค่า extinction coefficient (40 mM-1 cm-1) ของ H2O2  

 

กิจกรรมของเอนไซม์คะตะเลส = (ปริมาณสารตั้งต้นที่ลดลง) (μmol/ml) × ปริมาตรของปฏิกิริยา
ทั้งหมด (ml) / (เวลา (นาที) × ปริมาตรของเอนไซม์ (ml)) 

 
วิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) เปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan’s New 

Multiple Range Test (DMRT) ระดับความเชื่อมั่นที่ 95 เปอร์เซ็นต์ 
 

 
การทดลองที่ 2 การทดสอบประสิทธิภาพสารกรองเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการ

ยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว 
 

เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพของรูปแบบเซลล์ของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการยับยั้งการ
เจริญของเส้นใยเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง 
 วางแผนการทดลองแบบ  10x6x2 Factorial in Completely Randomized Design 
(Factorial in CRD) มี 120 กลุ่มทดลองๆ ละ 4 ซ้ำ ปัจจัย A คือ เชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. จำนวน  
10 ไอ โซ เล ต  ได้ แ ก่  Bacillus UBU1, Bacillus UBW2, Bacillus BRCR3, Bacillus BRBD12, 
Bacillus SKKH3, Bacillus SKNK4, Bacillus SKKK4, Bacillus SKNK3, Bacillus SKY7 แ ล ะ 
Bacillus SRSHP19 ปัจจัย B คือ ลักษณะเชื้อแบคที เรีย  Bacillus sp. 2 รูปแบบ ได้แก่  cell 
suspension และ cell-free culture filtrate ปัจจัย C คือ เชื้อสาเหตุโรคเมล็ดด่าง 6 ชนิด ได้แก่ 
Trichoconis sp.,  Sarocladium sp., Cercospora sp., Bipolaris sp., Curvularia sp. แ ล ะ 
Fusarium sp. (ตารางที่ 4) 
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ตารางท่ี  4 กรรมวิธีในการทดสอบประสิทธิภาพสารกรองเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp.ต่อการยับยั้ง
เชื้อสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว 

กรรมวิธี รายละเอียดกรรมวิธี 

T1 Bacillus UBU1 + cell suspension + Trichoconis sp 
T2 Bacillus UBU1 + cell suspension + Sarocladium sp. 
T3 Bacillus UBU1 + cell suspension + Cercospora sp. 
T4 Bacillus UBU1 + cell suspension + Bipolaris sp. 
T5 Bacillus UBU1 + cell suspension + Curvularia sp. 
T6 Bacillus UBU1 + cell suspension + Fusarium sp. 
T7 Bacillus UBU1 + cell-free culture filtrate + Trichoconis sp. 
T8 Bacillus UBU1 + cell-free culture filtrate + Sarocladium sp. 
T9 Bacillus UBU1 + cell-free culture filtrate + Cercospora sp. 
T10 Bacillus UBU1 + cell-free culture filtrate + Bipolaris sp. 
T11 Bacillus UBU1 + cell-free culture filtrate + Curvularia sp. 
T12 Bacillus UBU1 + cell-free culture filtrate + Fusarium sp. 
T13 Bacillus UBW2 + cell suspension + Trichoconis sp. 
T14 Bacillus UBW2 + cell suspension + Sarocladium sp. 
T15 Bacillus UBW2 + cell suspension + Cercospora sp. 
T16 Bacillus UBW2 + cell suspension + Bipolaris sp. 
T17 Bacillus UBW2 + cell suspension + Curvularia sp. 
T18 Bacillus UBW2 + cell suspension + Fusarium sp. 
T19 Bacillus UBW2 + cell-free culture filtrate + Trichoconis sp. 
T20 Bacillus UBW2 + cell-free culture filtrate + Sarocladium sp. 
T21 Bacillus UBW2 + cell-free culture filtrate + Cercospora sp. 
T22 Bacillus UBW2 + cell-free culture filtrate + Bipolaris sp. 
T23 Bacillus UBW2 + cell-free culture filtrate + Curvularia sp. 
T24 Bacillus UB-W2 + cell-free culture filtrate + Fusarium sp. 
T25 Bacillus BRCR3 + cell suspension + Trichoconis sp. 
T26 Bacillus BRCR3 + cell suspension + Sarocladium sp. 
T27 Bacillus BRCR3 + cell suspension + Cercospora sp. 
T28 Bacillus BRCR3 + cell suspension + Bipolaris sp. 
T29 Bacillus BRCR3 + cell suspension + Curvularia sp. 
T30 Bacillus BRCR3 + cell suspension + Fusarium sp. 
T31 Bacillus BRCR3 + cell-free culture filtrate + Trichoconis sp. 
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ตารางท่ี 4 กรรมวิธีในการทดสอบประสิทธิภาพสารกรองเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการยับยั้ง
เชื้อสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว (ต่อ) 

กรรมวิธี รายละเอียดกรรมวิธี 
T32 Bacillus BRCR3 + cell-free culture filtrate + Sarocladium sp. 
T33 Bacillus BRCR3 + cell-free culture filtrate + Cercospora sp. 
T34 Bacillus BRCR3 + cell-free culture filtrate + Bipolaris sp. 
T35 Bacillus BRCR3 + cell-free culture filtrate + Curvularia sp. 
T36 Bacillus BRCR3 + cell-free culture filtrate + Fusarium sp. 
T37 Bacillus BRBD12 + cell suspension + Trichoconis sp. 
T38 Bacillus BRBD12 + cell suspension + Sarocladium sp. 
T39 Bacillus BRBD12 + cell suspension + Cercospora sp. 
T40 Bacillus BRBD12 + cell suspension + Bipolaris sp. 
T41 Bacillus BRBD12 + cell suspension + Curvularia sp. 
T42 Bacillus BRBD12 + cell suspension + Fusarium sp. 
T43 Bacillus BRBD12 + cell-free culture filtrate + Trichoconis sp. 
T44 Bacillus BRBD12 + cell-free culture filtrate + Sarocladium sp. 
T45 Bacillus BRBD12 + cell-free culture filtrate + Cercospora sp. 
T46 Bacillus BRBD12 + cell-free culture filtrate + Bipolaris sp. 
T47 Bacillus BRBD12 + cell-free culture filtrate + Curvularia sp. 
T48 Bacillus BRBD12 + cell-free culture filtrate + Fusarium sp. 
T49 Bacillus SKKH3 + cell suspension + Trichoconis sp. 
T50 Bacillus SKKH3 + cell suspension + Sarocladium sp. 
T51 Bacillus SKKH3 + cell suspension + Cercospora sp. 
T52 Bacillus SKKH3 + cell suspension + Bipolaris sp. 
T53 Bacillus SKKH3 + cell suspension+ Curvularia sp. 
T54 Bacillus SKKH3 + cell suspension + Fusarium sp. 
T55 Bacillus SKKH3 + cell-free culture filtrate + Trichoconis sp. 
T56 Bacillus SKKH3 + cell-free culture filtrate + Sarocladium sp. 
T57 Bacillus SKKH3 + cell-free culture filtrate + Cercospora sp. 
T58 Bacillus SKKH3 + cell-free culture filtrate + Bipolaris sp. 
T59 Bacillus SKKH3 + cell-free culture filtrate + Curvularia sp. 
T60 Bacillus SKKH3 + cell-free culture filtrate + Fusarium sp. 
T61 Bacillus SK-NK4 + cell suspension + Trichoconis sp. 
T62 Bacillus SKNK4 + cell suspension + Sarocladium sp. 
T63 Bacillus SKNK4 + cell suspension + Cercospora sp. 
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ตารางท่ี 4 กรรมวิธีในการทดสอบประสิทธิภาพสารกรองเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการยับยั้ง
เชื้อสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว (ต่อ) 

กรรมวิธี รายละเอียดกรรมวิธี 
T64 Bacillus SKNK4 + cell suspension + Bipolaris sp. 
T65 Bacillus SKNK4 + cell suspension + Curvularia sp. 
T66 Bacillus SKNK4 + cell suspension + Fusarium sp. 
T67 Bacillus SKNK4 + cell-free culture filtrate + Trichoconis sp. 
T68 Bacillus SKNK4 + cell-free culture filtrate + Sarocladium sp. 
T69 Bacillus SKNK4 + cell-free culture filtrate + Cercospora sp. 
T70 Bacillus SKNK4 + cell-free culture filtrate + Bipolaris sp. 
T71 Bacillus SKNK4 + cell-free culture filtrate + Curvularia sp. 
T72 Bacillus SKNK4 + cell-free culture filtrate + Fusarium sp. 
T73 Bacillus SKKK4 + cell suspension + Trichoconis sp. 
T74 Bacillus SKKK4 + cell suspension + Sarocladium sp. 
T75 Bacillus SKKK4+ cell suspension + Cercospora sp. 
T76 Bacillus SKKK4+ cell suspension + Bipolaris sp. 
T77 Bacillus SKKK4 + cell suspension + Curvularia sp. 
T78 Bacillus SKKK4 + cell suspension + Fusarium sp. 
T79 Bacillus SKKK4 + cell-free culture filtrate + Trichoconis sp. 
T80 Bacillus SKKK4 + cell-free culture filtrate + Sarocladium sp. 
T81 Bacillus SKKK4 + cell-free culture filtrate + Cercospora sp. 
T82 Bacillus SKKK4 + cell-free culture filtrate + Bipolaris sp. 
T83 Bacillus SKKK4 + cell-free culture filtrate + Curvularia sp. 
T84 Bacillus SKKK4 + cell-free culture filtrate + Fusarium sp. 
T85 Bacillus SKNK3 + cell suspension + Trichoconis sp. 
T86 Bacillus SKNK3 + cell suspension + Sarocladium sp. 
T87 Bacillus SKNK3 +cell suspension + Cercospora spp. 
T88 Bacillus SKNK3 + cell suspension + Bipolaris sp. 
T89 Bacillus SKNK3 + cell suspension + Curvularia sp. 
T90 Bacillus SKNK3 + cell suspension + Fusarium sp. 
T91 Bacillus SKNK3 + cell-free culture filtrate + Trichoconis sp. 
T92 Bacillus SKNK3 + cell-free culture filtrate + Sarocladium sp. 
T93 Bacillus SKNK3 + cell-free culture filtrate + Cercospora sp. 
T94 Bacillus SKNK3 + cell-free culture filtrate + Bipolaris sp. 
T95 Bacillus SKNK3 + cell-free culture filtrate + Curvularia sp. 
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ตารางท่ี 4 กรรมวิธีในการทดสอบประสิทธิภาพสารกรองเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการยับยั้ง
เชื้อสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว (ต่อ) 

กรรมวิธี รายละเอียดกรรมวิธี 
T96 Bacillus SKNK3 + cell-free culture filtrate + Fusarium sp. 
T97 Bacillus SKY7 + cell suspension + Trichoconis sp 
T98 Bacillus SKY7 + cell suspension + Sarocladium sp. 
T99 Bacillus SKY7 + cell suspension + Cercospora sp. 
T100 Bacillus SKY7 + cell suspension + Bipolaris sp. 
T101 Bacillus SKY7 + cell suspension + Curvularia sp. 
T102 Bacillus SKY7 + cell suspension + Fusarium sp. 
T103 Bacillus SKY7 + cell-free culture filtrate +Trichoconis sp. 
T104 Bacillus SKY7 + cell-free culture filtrate + Sarocladium sp. 
T105 Bacillus SKY7 + cell-free culture filtrate + Cercospora sp. 
T106 Bacillus SKY7 + cell-free culture filtrate + Bipolaris sp. 
T107 Bacillus SKY7 + cell-free culture filtrate + Curvularia sp. 
T108 Bacillus SKY7 + cell-free culture filtrate + Fusarium sp. 
T109 Bacillus SRSHP19 + cell suspension + Trichoconis sp. 
T110 Bacillus SRSHP19 + cell suspension + Sarocladium sp. 
T111 Bacillus SRSHP19 + cell suspension + Cercospora sp. 
T112 Bacillus SRSHP19 + cell suspension + Bipolaris sp. 
T113 Bacillus SRSHP19 + cell suspension + Curvularia sp. 
T114 Bacillus SRSHP19 + cell suspension + Fusarium sp. 
T115 Bacillus SRSHP19 + cell-free culture filtrate + Trichoconis sp. 
T116 Bacillus SRSHP19 + cell-free culture filtrate + Sarocladium sp. 
T117 Bacillus SRSHP19 + cell-free culture filtrate + Cercospora sp. 
T118 Bacillus SRSHP19 + cell-free culture filtrate + Bipolaris sp. 
T119 Bacillus SRSHP19 + cell-free culture filtrate + Curvularia sp. 
T120 Bacillus SRSHP19 + cell-free culture filtrate + Fusarium sp. 

 

 ขั้นตอนวิธีการเตรียมแบคทีเรีย Bacillus sp. จำนวน 10 ไอโซเลต เลี้ยงบนอาหารเหลว 
Tryptic Soy Broth (TSB)  บ่มแบบเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบ/นาที อุณหภูมิ 28 ± 2 องศา
เซลเซียส นาน 48 ชั่ว โมง จะได้ เชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ที่อยู่ในรูปแบบ cell suspension 
และเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. อีกส่วนนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 5 ,000 รอบต่อนาที เก็บ
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ส่วนน้ำใส (Supernatant) ที่ได้กรองผ่านเยื่อกรอง (Membrane filter) ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ได้
น้ำเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเซลล์แบคทีเรีย Cell-free culture filtrate (สุพจน, 2545)  
 ขั้นตอนวิธีการเตรียมเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว จำนวน 6 ชนิด เลี้ยงบนอาหาร 
Potato Dextrose Agar (PDA) บ่มที่อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 
 ขั้นตอนการทดสอบรูปแบบของแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการเจริญของเส้นใยเชื้อรา
สาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว บนจานอาหารด้วยวิธี Dual culture method โดยใช้ Cork borer ขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะเส้นใยบริเวณขอบโคโลนีเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างที่เลี้ยงบน
อาหาร PDA ที่อายุ 7 วัน ที่ป้ายชิ้นวุ้นไปวางตรงกลางบนอาหาร Tryptic Soy Agar (TSA) จากนั้นใช้ 
Paper disc ที่จุ่มกับ cell suspension และ Cell-free culture filtrate โดยวางห่างจากขอบจาน
อาหาร 2 เซนติเมตร 5 จุดต่อจาน และวิธีควบคุมวางเฉพาะเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างตรงกลางจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ 2 เซนติเมตร บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ทำการการทดลองในระดับ
ห้องปฏิบัติการ เป็นเวลา 7 วัน บันทึกผลการทดลองและคำนวนเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของ
เส้นใยเชื้อสาเหตุโรค  
 

เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญ  = (R1 – R2) x 100 
                              R1  

R1 = รัศมีของโคโลนีของเชื้อราสาเหตุโรคในจานควบคุม 
R2 = รัศมีของโคโลนีของเชื้อราสาเหตุโรคในจานอาหารเลี้ยงเชื้อผสมน้ำเลี้ยงเชื้อ 

  
 ทำการบันทึกผลการทดลอง คำนวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเส้นใย วิเคราะห์
ความแปรปรวน (ANOVA) เปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan’s New Multiple Range Test 
(DMRT) ระดับความเชื่อมั่นที่ 95 เปอร์เซ็นต์ และคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ที่ยับยั้งเชื้อรา
สาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าวได้ดีที่สุด 5 ลำดับแรกเพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 
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การทดลองที่ 3 การทดสอบประสิทธิภาพเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการยับยั้งการงอก
สปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว 

 
เพ่ือศึกษาผลของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการยับยั้งการงอกของสปอร์เชื้อราสาเหตุ

โรคเมล็ดด่างข้าว  
 ว า งแ ผ น ก ารท ด ล อ งแ บ บ  5x6 Factorial in Completely Randomized Design 
(Factorial in CRD) มี 30 กลุ่มทดลองๆ ละ 4 ซ้ำ ๆ ละ 100 สปอร์ ดังตารางที่ 5 ประกอบด้วย 
ปัจจัย A คือ เชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. จำนวน 5 ไอโซเลต ปัจจัย B คือ เชื้อสาเหตุโรคเมล็ดด่าง 6 
ชนิด  ได้แก่  Trichoconis sp., Sarocladium sp., Cercospora sp., Bipolaris sp., Curvularia 
sp. และ Fusarium sp.  

 
ตารางท่ี  5 กรรมวิธีในการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการยับยั้งการ

งอกของสปอร์เชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว 

กรรมวิธี รายละเอียดกรรมวิธี 
T1 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 1 + Trichoconis sp.   
T2 แบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลต 1 + Sarocladium sp. 
T3 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 1 + Cercospora sp. 
T4 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 1 + Bipolaris sp. 
T5 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 1 + Curvularia sp. 
T6 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 1 + Fusarium sp.  
T7 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 2 + Trichoconis sp.   
T8 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 2 + Sarocladium sp. 
T9 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 2 + Cercospora sp. 
T10 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 2 + Bipolaris sp. 
T11 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 2 + Curvularia sp. 
T12 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 2 + Fusarium sp.  
T13 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 3 + Trichoconis sp.   
T14 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 3 + Sarocladium sp. 
T15 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 3 + Cercospora sp. 
T16 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 3 + Bipolaris sp. 
T17 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 3 + Curvularia sp. 
T18 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 3 + Fusarium sp.  
T19 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 4 + Trichoconis sp.   
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กรรมวิธี รายละเอียดกรรมวิธี 
T20 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 4 + Sarocladium sp. 
T21 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 4 + Cercospora sp. 
T22 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 4 + Bipolaris sp. 
T23 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 4 + Curvularia sp. 
T24 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 4 + Fusarium sp.  
T25 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 5 + Trichoconis sp.   
T26 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 5 + Sarocladium sp. 
T27 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 5 + Cercospora sp. 
T28 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 5 + Bipolaris sp. 
T29 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 5 + Curvularia sp. 
T30 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลต 5 + Fusarium sp.  

  
 การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. นำเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ที่บริสุทธิ์จำนวน 5 
ไอโซเลต เลี้ยงบนอาหาร Tryptic Soy Agar (TSA) บ่มที่อุณหภูมิ 28+ 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง เติมน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ ใช้ห่วงเขี่ยเชื้อขูด
โคโลนีของแบคทีเรียให้หลุดออกจากผิวหน้าอาหาร จากนั้นนำไปปรับความเข้มข้นให้ได้ 108 CFU/ml 
ด้วยการวัดค่าดูดกลืนแสงที่ค่าความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.2 OD (บุษราคัม และ คณะ, 
2560)  
 การเตรียม spore suspension ของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง ปรับความเข้มข้นของ 
spore suspension โดยใช้ Haemacytometer ให้ได้ความเข้มข้นที่ 106 CFU/ml  
 การทดสอบเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการยับยั้งการงอกของสปอร์เชื้อราสาเหตุโรค
เมล็ดด่าง หยดสปอร์แขวนลอยเชื้อราสาเหตุลงบนสไลด์หลุมที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว ตามด้วยหยดเชื้อ
แบคทีเรีย Bacillus sp. ผสมลงไป (1:1) นำสไลด์บ่มในกล่องชื้น วางไว้ในอุณหภูมิห้อง 28 + 2 องศา
เซลเซียส ตรวจผลที่ 15 ชั่วโมงหลังทดสอบ 
 ทำการบันทึกผลการทดลอง และคำนวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการงอกของสปอร์เชื้อรา 
(Alam et al., 2021) ดังนี้ 

เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการงอกของสปอร์เชื้อรา = 
(x-y)

x
 x  100 

 
x คือ จำนวนสปอร์ที่งอกในชุดควบคุม  
y คือ จำนวนสปอร์ท่ีงอกในชุดทดสอบ 
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 วิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) เปรียบเทียบความแตกต่างด้วย Duncan’s New 
Multiple Range Test (DMRT) ระดับความเชื่อม่ันที่ 95 เปอร์เซ็นต ์
 

การทดลองที่ 4 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการงอกของ
เมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 

 
เพ่ือศึกษาผลของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการงอกและการเจริญเติบโตของต้นกล้า

ข้าวขาวดอกมะลิ 105  
วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) 4 ซ้ำ 6 กรรมวิธี ดัง

ตารางที่ 6  
 
ตารางท่ี  6 รายละเอียดกรรมวิธีในการทดสอบประสิทธิภาพเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการงอก

และการเจริญเติบโตของต้นกล้าข้าวขาวดอกมะลิ105 

กรรมวิธี รายละเอียดกรรมวิธี 
T1 Control (กรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ) + เมล็ดข้าวขาวดอกมะลิ105 
T2 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลตที่ 1 + เมล็ดข้าวขาวดอกมะลิ105 
T3 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลตที่ 2 + เมล็ดข้าวขาวดอกมะลิ105 
T4 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลตที่ 3 + เมล็ดข้าวขาวดอกมะลิ105 
T5 แบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 4 + เมล็ดข้าวขาวดอกมะลิ105 
T6 แบคทีเรีย Bacillus sp.  ไอโซเลตที่ 5 + เมล็ดข้าวขาวดอกมะลิ105 
 
 การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. นำเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ที่บริสุทธิ์จำนวน 5 
ไอโซเลต เลี้ยงบนอาหาร Tryptic Soy Agar (TSA) บ่มที่อุณหภูมิ 28+ 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง เติมน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ จำนวน 5 มิลลิลิตร/จาน ใช้แท่งแก้วรูปตัวแอลที่ปลอดเชื้อขูดโคโลนี
เชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ให้ผสมกันกับน้ำและปรับความเข้มข้น 108 CFU/ml จากนั้นใช้ห่วงเขี่ย
เชื้อย้ายโคโลนีเชื้อแบคทีเรียเพ่ือนำไปผสมกับ  methylcellulose ความเข้มข้น 1% ปริมาณ 25 
มิลลิกรัม ได้สารละลายที่พร้อมนำไปคลุกเมล็ดพันธุ์ข้าวต่อไป 
 การเตรียมเมล็ดข้าวเคลือบด้วยเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus sp. ทำการฆ่าเชื้อที่ผิว
เมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ด้วย 2.5% sodiumhypochlorite  นาน 3 นาที ล้างด้วยน้ำกลั่น
นึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ๆ ละ 3 นาที ผึ่งเมล็ดให้แห้งในตู้ปลอดเชื้อ 
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 การทดสอบเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการงอกและการเจริญเติบโตของต้นกล้าข้าว
ขาวดอกมะลิ 105 ในสภาพห้องปฏิบัติการ นำเมล็ดข้าวที่ผ่านการฆ่าเชื้อ อัตรา 50 กรัม คลุกเคล้ากับ
สารละลาย methylcellulose ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ในกรรมวิธีควบคุมคลุกเมล็ดข้าวด้วย
สารละลาย methylcellulose เพียงอย่างเดียว จากนั้นนำเมล็ดข้าวที่คลุกวางผึ่งให้แห้งในตู้ปลอด
เชื้อเป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วนำเมล็ดข้าววางใส่ลงในจานทดลองขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 9 
เซนติเมตร ซึ่งรองพ้ืนจานทดลองด้วยกระดาษเพาะเมล็ดที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว จำนวน 50 เมล็ดต่อ
จาน ปิดฝาจานทดลองและวางจานทดลองไว้ในชั้นเพาะเลี้ยง โดยให้แสงสว่างด้วยหลอดฟลูออเรส
เซนส์ชนิด daylight ความเข้ม 3,800 ลักซ์ 13 ชั่วโมงต่อวัน  
 
 บันทึกผลการทดลอง 

 นำต้นกล้าข้าวขาวดอกมะลิ 105 เมื่ออายุครบ 7 และ 14 วัน บันทึกความงอกของ
เมล็ด (germination percentage: %G โดยใช้สูตร (ISTA, 2016; Yousof et al., 2010; Manisha 
and Angoorbala, 2015):  

ความงอก (%) = (
จำนวนต้นกล้าที่งอกปกติ

จำนวนเมล็ดที่ปลูกท้ังหมด
) x  100 

 
 ดัชนีการงอกดัชนี การงอกของเมล็ดพันธุ์  (Germination index หรือ  speed of 
germination) เป็นวิธีการตรวจสอบความแข็งแรงของเมล็ดจากอัตราการความเร็วในการงอกของ
เมล็ดพันธุ์ โดยอาศัย หลักการว่าเมล็ดที่แข็งแรงย่อมงอกได้อย่างรวดเร็ว แต่ทั้งนี้เมล็ดพันธุ์ต้องไม่มี
การพักตัวหรือการพักตัวสิ้นสุดแล้ว วิธีการคล้ายกับการทดสอบความงอกมาตรฐาน ซึ่งอาจทำควบคู่
ไปด้วยกัน แต่ต้องทำการตรวจนับการงอกทุกวัน นับจากวันแรกที่เมล็ดงอก นำต้นกล้าข้าวขาวดอก
มะลิ 105 เมื่ออายุครบ 7 และ 14 วัน ประเมินผลค่าดัชนีการงอกได้จากผลรวมของสัดส่วนระหว่าง 
จำนวนต้นกล้าที่งอกต่อจำนวนวันหลังเพาะ 
 
  ดัชนีการงอกเมล็ด = ผลบวกของ (จำนวนต้นที่งอก) 
                              (จำนวนวันหลังเพาะ)  
 
 อัตราการความเร็วในการงอก นับจำนวนเมล็ดที่งอกเป็นต้นกล้าปกติ ประเมินนับทุกวัน 
ตั้งแต่เริ่มนับครั้งแรก (First count) จนถึงวันสุดท้าย (Final count) ครบ 14 วัน บันทึก แล้วนำผล
การนับมาคำนวณหาความเร็วในการงอกตามสูตร 
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ความเร็วในการงอก (ต้น/วัน) =  
ผลรวมของ (จำนวนต้นกล้าปกติท่ีงอกในแต่ละวันจำนวน) 

จำนวนวันหลังเพาะ 
 พลังงานในการงอก (Germination Energy) หมายถึง สัดส่วนระหว่างจานวนเมล็ดที่งอก 
ภายใน 3 วันหลังการเพาะเปรียบเทียบกับจานวนเมล็ดทั้งหมดที่เพาะ 

พลังงานท่ีใช้ในการงอกวามเร็วในการงอก  =      
จำนวนเมลด็ที่งอกใน 3 วัน 

X 100 
    จำนวนเมล็ดทั้งหมด 

 
 ดัชนีความแข็งแรงของต้นกล้า (Seedling Vigor Index) คือตัวชี้วัดความแข็งแรงและ
ความสามารถในการเจริญเติบโตของต้นกล้า นำต้นกล้าข้าวขาวดอกมะลิ 105 เมื่ออายุครบ 14 วัน 
บันทึกผล และคำนวณดัชนีความแข็งแรงของต้นกล้า: 
  
 ดัชนีความแข็งแรง = (ความยาวของต้นกล้า (ซม.) x เปอร์เซ็นต์การงอก) 
 

ความแข็งแรงของต้นกล้า นำต้นกล้าข้าวขาวดอกมะลิ 105 เมื่ออายุครบ 14 วัน บันทึกผล 
และนำเมล็ดออกมาตรวจนับความงอก นำต้นกล้าที่ปกติมาตัดเอาเฉพาะส่วนยอดกับส่วนรากอ่อน 
บรรจุถุงกระดาษ นำไปอบที่อุณภูมิที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นนำไปชั่งหา
น้ำหนักแห้งของยอดอ่อนและรากอ่อน แล้วคำนวณหาอัตราการเจริญเติบโตของต้นกล้าจากสูตร 
(ISTA, 2006) ดังต่อไปนี้ 
 

อัตราการเจริญเติบโต = 
น้ำหนักแห้งของยอดอ่อนและรากอ่อน

จำนวนต้นกล้าปกติ
 

 
 
 ความยาวราก วัดจากปลายรากที่ยาวที่สุดจนถึงส่วนบนสุดของระบบราก เมื่ออายุครบ 
14 วัน บันทึกผลและคำนวณหาค่าเฉลี่ย 
 
 ความยาวต้น วัดความยาวไปตามลำต้นจนถึงยอดสุดของลำต้น หรือส่วนที่สูงที่สุดของต้น
ข้าว เมื่ออายุครบ 14 วัน บันทึกผล และคำนวณหาค่าเฉลี่ย 
 
 น้ำหนักสดราก สุ่มเมล็ดมาเพาะในระยะเวลาหนึ่ง จากนั้นนำต้น กล้าที่งอกทั้งหมดมาวัด
ค่าน้ำหนักสดในส่วนของรากเมื่ออายุครบ 14 วัน บันทึกผลและคำนวณหาค่าเฉลี่ย 
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 น้ำหนักแห้งของราก สุ่มเมล็ดมาเพาะในระยะเวลาหนึ่ง จากนั้นนำต้นกล้าข้าวขาวดอก
มะลิ 105 เมื่ออายุครบ 14 วัน ที่งอกทั้งหมดมาวัดค่าน้ำหนักแห้ง โดยการอบที่อุณหภูมิ 70-75°C 
เป็นเวลานาน 72 ชั่วโมง ประเมินผลจากการชั่งน้ำหนักแห้งของรากท่ีได้ 
 น้ำหนักสดต้น สุ่มเมล็ดมาเพาะในระยะเวลาหนึ่ง จากนั้นนำต้นกล้าข้าวขาวดอกมะลิ 105 
เมื่ออายุครบ 14 วัน ที่งอกท้ังหมดมาวัดค่าน้ำหนักสดในส่วนของต้นกล้า และคำนวณหาค่าเฉลี่ย 
 น้ำหนักแห้งของต้นกล้า (Seedling dry weight) เป็นการตรวจสอบความแข็ง แรงของ
เมล็ดพันธุ์โดยใช้น้ำหนักแห้งของต้นกล้าเป็นเกณฑ์ มีหลักการว่าเมล็ดที่มีความแข็งแรงย่อมให้กล้า ที่
เจริญเติบโตดี ให้น้ำหนักแห้งของต้นกล้ามาก วิธีการคือ สุ่มเมล็ดมาเพาะในระยะเวลาหนึ่ง จากนั้นนำ
ต้นกล้าข้าวขาวดอกมะลิ 105 เมื่ออายุครบ 14 วัน ที่งอกทั้งหมดมาวัดค่าน้ำหนักแห้ง โดยการอบที่
อุณหภูมิ 70-75°C เป็นเวลานาน 72 ชั่วโมง ประเมิน ผลจากค่าความแข็งแรงของเมล็ดจากน้ำหนัก
แห้งของต้นกล้าที่ได้ 
 ปริมาณน้ำตาล (sugar estimation) (Dubois et al., 1956)  
 นำต้นกล้าข้าวขาวดอกมะลิ 105 เมื่ออายุครบ 14 วัน วิเคราะห์ปริมาณน้ำตาล ตาม
วิธีการของ Lane and Eynon (AOAC, 2000) ทำการวิเคราะห์ตัวอย่างละ 3 ซ้ำ คำนวณหาปริมาณ
น้ำตาลทั้งหมด และวิเคราะห์ปริมาณของแข็งทั้งหมดท่ีละลายได้ (Total Soluble Solids, °Brix) 
 การวิเคราะห์ปริมาณกรดอะมิโนอิสระ (Free Amino acid contents)) ตามวิธีของ 
Jimenez-Martín et al. (2012) 
 นำต้นกล้าข้าวขาวดอกมะลิ 105 เมื่ออายุครบ 14 วัน ที่ถูกบดละเอียดแล้วจานวน 100 
มิลลิกรัม เติมอะซีโตไนไตรล์ 25 เปอร์เซ็นต์ ในกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 0.1 นอร์มอล ปริมาตร 
4 มิลลิลิตร นาตัวอย่างไป sonicate เป็นเวลา 20 นาที และปั่นเหวี่ยงที่ด้วยเครื่อง Centrifuge 
ความเร็ว 9,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที นำตัวอย่างส่วนใสที่ได้ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผ่าน 
solid phase extraction (SPE) และท ำป ฏิ กิ ริ ย า  ต ามขั้ น ต อน ของชุ ดท ด สอบ  EZ-Faast 
(Phenomenex, USA) และวิเคราะห์ด้วย GC-MS 

การวิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์ (Total Chlorophyll) และแคโรทีนอยด์ (Carotenoids)  
(Iqbal et al., 2013) 

นำต้นกล้าข้าวขาวดอกมะลิ 105 เมื่ออายุครบ 14 วัน แต่ละตัวอย่างใช้กรรไกรตัดให้เป็นชิ้น
เล็กๆ ใส่ขวดพลาสติกแล้วเขย่าให้เข้ากัน จากนั้นชั่งใบน้ำหนักท่ีแน่นอน 0.2 กรัม ใส่ในโกร่งบด และ
ชั่ง Magnesium carbonate (MgCO3) จำนวน 0.1 กรัม บดให้ละเอียดจนเปื่อยยุ่ย แล้วเติม ตัวทำ
ละลายที่มีอะซิโตน 80% จำนวน 25 มิลลิลิตร เทใส่หลอดเซนติฟิวสข์ นาด 50 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ใน
ตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นนำไปเหวี่ยงปั่นด้วยเครื่อง Centrifuge ความเร็ว 
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10,000 รอบต่อนาที (rpm) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที นeส่วนใสที่สกัดได้ใส่ลงใน
ขวดวัดปริมาตร แล้วปรับปริมาตรให้ครบ 50 มิลลิลิตรด้วยตัวทำละลายที่มีอะซิโตน 80% (ทาซ้ำ 3 
ครั้ง) นำสารละลายไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 480 510 645 และ 663 นาโนเมตร        
โดยใช้ตัวทาละลายที่มีอะซิโตน 80% เป็น blank (Gogoi & Basumatary, 2018; Kamble et al., 
2015) นำค่าการดูดกลืนแสงที่ วัดได้  ไปคำนวณหาปริมาณคลอโรฟิลล์ เอ (Chlorophyll-a) 
คลอโรฟิลล์บี  (Chlorophyll-b) คลอโรฟิลล์ทั้ งหมด (Total Chlorophyll) และแคโรทีนอยด์  
(Carotenoid) ในหน่วย มิลลิกรัม/ลิตร สามารถคำนวณได้จากสมการที่ (1-4) และรายงานผลการ
วิเคราะห์ในหน่วย มิลลิกรัม/กรัม ของน้ำหนักใบสด คำนวณได้จากสมการที่ (5) 

การคานวณปริมาณคลอโรฟิลล์ (Arnon, 1949) 
Chlorophyll-a (mg/L)   = 12.7(A663) - 2.69(A645) (1) 
Chlorophyll-b (mg/L)   = 22.9(A645) – 4.68(A663) (2) 
Total Chlorophyll (mg/L)  = 20.2(A645) + 8.02(A663) (3) 

 
การคานวณปริมาณแคโรทีนอยด์  (Momin and Kadam, 2011) 

Carotenoid (mg/L)   = 7.6(A480) – 1.49(A510)  (4) 
 
สมการแสดงการรายงานผลในหน่วย มิลลิกรัม/กรัม ของน้ำหนักใบสด 

Chlorophyll   a(mg/ g) = Chl.a (mg/L) x V(ml)/1000 x 1/W(g) (5) 
 
เมื่อ  A หมายถึง  ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นเฉพาะ 

V หมายถึง  ปริมาตรสุดท้ายในการปรับปริมาตร (มิลลิลิตร) 
W หมายถึง น้ำหนักตัวอย่างใบสด (กรัม) 

 
 นำข้อมูลที่ได้ทั้งหมดมาวิเคราะห์ค่าความแปรปรวนและเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี 
Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 95 เปอร์เซ็นต ์ 
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การทดลองที่ 5 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการลดโรค
เมล็ดด่างข้าว ในสภาพเรือนทดลอง 

  
ขั้นตอนวิธีการศึกษา จากการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ที่มีผลกระทบต่อการงอก

ของเมล็ดข้าวน้อยที่สุดต่อ 5 อันดับ  เพ่ือทำการทดสอบเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการลด
ปริมาณการเกิดโรคเมล็ดด่างข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ในสภาพเรือนทดลอง วางแผนการทดลอง
แบบ Completely Randomized Design (CRD) 4 ซ้ำ 38 กรรมวิธี ดังตารางที่ 7 

 
ตารางท่ี  7 กรรมวิธีในการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการลดโรคเมล็ด

ด่างของข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ในสภาพเรือนทดลอง 

กรรมวิธี รายละเอียดกรรมวิธี 
T1 Control + (กรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ) แช่เมล็ดข้าวในน้ำปลอดเชื้อนาน 24 ชั่วโมง  
T2 Control - (กรรมวิธีควบคุมใช้สารเคมี ) 
T3 Control (กรรมวิธีควบคุมใช้ B. subtilis ชื่อการค้า ไบโอเบส) 
T4 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 1 + เชื้อรา Trichoconis sp.   
T5 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 1 + เชื้อรา Sarocladium sp. 
T6 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 1 + เชื้อรา Cercospora sp. 
T7 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 1 + เชื้อรา Bipolaris sp. 
T8 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 1 + เชื้อรา Curvularia sp. 
T9 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 1 + เชื้อรา Fusarium sp.  
T10 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 1 + เชื้อรา Trichoconis sp.   

+ Sarocladium sp. + Cercospora sp. + Bipolaris sp. + Curvularia sp. + 
Fusarium sp. 

T11 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 2 + เชื้อรา Trichoconis sp.   
T12 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 2 + เชื้อรา Sarocladium sp. 
T13 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 2 + เชื้อรา Cercospora sp. 
T14 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 2 + เชื้อรา Bipolaris sp. 
T15 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 2 + เชื้อรา Curvularia sp. 
T16 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 2 + เชื้อรา Fusarium sp.  
T17 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 2 + เชื้อรา Trichoconis sp.   

+ Sarocladium sp. + Cercospora sp. + Bipolaris sp. + Curvularia sp. + 
Fusarium sp. 

T18 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 3 + เชื้อรา Trichoconis sp.   
T19 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 3 + เชื้อรา Sarocladium sp. 
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กรรมวิธี รายละเอียดกรรมวิธี 
T20 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 3 + เชื้อรา Cercospora sp. 
T21 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 3 + เชื้อรา Bipolaris sp. 
T22 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 3 + เชื้อรา Curvularia sp. 
T23 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 3 + เชื้อรา 

Fusarium sp.  
T24 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 3 + เชื้อรา Trichoconis sp.   

+ Sarocladium sp. + Cercospora sp. + Bipolaris sp. + Curvularia sp. + 
Fusarium sp. 

T25 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 4 + เชื้อรา Trichoconis sp.   
T26 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 4 + เชื้อรา Sarocladium sp. 
T27 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 4 + เชื้อรา Cercospora sp. 
T28 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 4 + เชื้อรา Bipolaris sp. 
T29 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 4 + เชื้อรา Curvularia sp. 
T30 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 4 + เชื้อรา Fusarium sp.  
T31 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 4 + เชื้อรา Trichoconis sp.   

+ Sarocladium sp. + Cercospora sp. + Bipolaris sp. + Curvularia sp. + 
Fusarium sp. 

T32 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 5 + เชื้อรา Trichoconis sp.   
T33 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 5 + เชื้อรา Sarocladium sp. 
T34 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 5 + เชื้อรา Cercospora sp. 
T35 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 5 + เชื้อรา Bipolaris sp. 
T36 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 5 + เชื้อรา Curvularia sp. 
T37 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 5 + เชื้อรา Fusarium sp.  
T38 เมล็ดข้าวคลุกด้วยชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ไอโซเลตที่ 5 + เชื้อรา Trichoconis sp.   

+ Sarocladium sp. + Cercospora sp. + Bipolaris sp. + Curvularia sp. + 
Fusarium sp. 

 

 การเตรียมเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว โดยเลี้ยงเชื้อราสาเหตุโรคเลี้ยงบนอาหาร PDA 
บ่มที่อุณหภูมิห้อง  เป็นเวลา 10 วัน จากนั้นนำไปเตรียมสปอร์แขวนลอยปรับความเข้มข้นให้ได้ 106 
สปอร์/มิลลิลิตร โดยใช้ Haemacytometer  
 การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp.  ทั้ง 5 ไอโซเลต โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร 
TSA บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง (Santos et al., 2021) เติมน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อลงไป 20 
มิลลิลิตร/จาน ใช้แท่งแก้วงอปลอดเชื้อขูดเซลล์ผสมกับน้ำกลั่น ปรับปริมาตรความเข้มข้น 1x108 
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โคโลนี/มิลลิลิตร ดูดเซลล์แขวนลอยเชื้อปฏิปักษ์ จำนวน 15 มิลลิลิตร ผสมลงในโปรตีนปลาผสม  
กากถั่วเหลือง ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มแบบเขย่า ที่ความเร็ว 130 รอบ/นาที สภาพอุณหภูมิห้อง 
นาน 48 ชั่วโมง  นำไปผสมกับ Carboxymethylcellulose,  Talcum และ MgSO4 อัตรา 1 : 1 : 4 
ผสมให้เข้ากันดี ก่อนนำไปผึ่งให้แห้งในที่ร่มนาน 24 ชั่วโมง ร่อนผ่านตะแกรงขนาด 16 ช่อง/ตารางนิ้ว 
ได้ชีวภัณฑ์ลักษณะเป็นผงละเอียด จากนั้นนำชีวภัณฑ์ Bacillus sp. ที่ได้บรรจุในถุงฟอยด์ในสภาพ
สุญญากาศ เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สำหรับใช้ในการทดสอบต่อไป 
 การเตรียมเมล็ดข้าว ทำการฆ่าเชื้อที่ผิวเมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ด้วย 2.5% 
sodiumhypochlorite  นาน 3 นาที ล้างด้วยน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ๆ ละ 3 นาที ผึ่งเมล็ดให้แห้ง
ในตู้ปลอดเชื้อก่อนนำไปใช้  
 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการลดการเกิดโรคเมล็ดด่าง
ข้าว ในสภาพเรือนทดลอง มีข้ันตอนดังนี ้
 1. คลุกเมล็ดข้าวด้วยเชื้อแบคทีเรียแบคทีเรีย Bacillus sp. ในอัตราส่วน เมล็ด 50 กรัม/
ผงชีวภัณฑ์แบคทีเรีย Bacillus sp. (ความเข้มข้น 1x108 cfu/ml) นาน 24 ชั่วโมง 
 2. เตรียมดินในกระถางอัตราส่วนของ ดิน: แกลบดำ: แกลบดิบ (2:1:1) และใส่ปุ๋ยครั้งที่ 1 
รองก้น 16–8–8 อัตรา 50 กรัม/กระถาง  
 3. นำเมล็ดข้าวที่คลุกผงชีวภัณฑ์แต่ละกรรมวิธีปลูกลงในกระถางขนาด 15 นิ้ว กระถาง
ละ 2 ต้น จากนั้นดูแลและรดน้ำ การใส่ปุ๋ย ครั้งที่ 2 ที่ข้าวระยะแตกกอ ใส่ปุ๋ยสูตร 46-0-0 ในอัตรา 
5-10 กิโลกรัมตอไร่ และครั้งที่ 3  ใส่ปุ๋ยสูตร 46-0-0 ในอัตรา 5-10 กิโลกรัมตอไร่  
 4. การปลูกพ่นเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp.  โดยทำการพ่นเชื้อปฏิปักษ์ 6 ครั้ง 
  ครั้งที่ 1 ข้าวระยะแตกกอ (30 มิลลิลิตร/ต้น)   
  ครั้งที่ 2 ข้าวระยะตั้งท้อง (5 มิลลิลิตร/ต้น)  
  ครั้งที่ 3 ข้าวระยะออกรวงโดยพ่นหลังจากพ่นเชื้อราสาเหตุโรค 2 วัน (5 
มิลลิลิตร/ต้น)  
  ครั้งที่ 4, 5 และ 6 ห่างกันครั้งละ 1 สัปดาห์  
 5. ทำการปลูกเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง เมื่อระยะข้าวออกรวงอายุประมาณ 85 วันหลัง
ปลูก โดยการฉีดพ่นสปอร์แขวนลอยความเข้มข้น 106 สปอร์/มิลลิลิตร ปริมาตร 3 มิลลิลิตรต่อต้น 
คลุมรวงด้วยถุงพลาสติกนาน 2 วัน  
 การเก็บข้อมูลการเจริญเติบโตทุก 7 วัน โดยสุ่มจำนวน 10 ต้น/กรรมวิธี และวัดการ
เจริญเติบโตจนกระทั่งถึงเก็บเกี่ยวที่อายุ 120 วัน ประกอบด้วย ความสูงต้น ความยาวใบของข้าว 
จำนวนใบต่อกอ และจำนวนต้นต่อกอ การเก็บข้อมูลน้ำหนักสด น้ำหนักแห้งของต้น และรวงของข้าว 



 

 

  
 

49 

เก็บเมื่อเก็บเกี่ยวข้าวที่อายุ 120 วัน นำส่วนของต้นและรวงที่ชั่งน้ำหนักสดแล้วไปอบด้วยตู้อบลมร้อน 
(hot air oven) ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง ได้เป็นน้ำหนักแห้งของข้าว  
 การเก็บข้อมูลเพ่ือประเมินการเกิดโรคเมล็ดด่างบนเมล็ดข้าวที่อายุ 3, 7, 10, 14 และ 21 วัน
หลังปลูกเชื้อ ประเมินความรุนแรงของโรคของโรคเมล็ดด่าง (Disease severity) โดยดัดแปลงวิธีจาก
พรทิพย์ (2545) และนำมาคำนวณดัชนีการเกิดโรค (Disease index) ตามวิธีของ McMaugh (2005) 
และบันทึกลักษณะที่แสดงออก (Phenotype) ตามค่าดัชนีการเกิดโรค แบ่งระดับอาการเป็น 6 ระดับ 
ดังตารางที่ 8 
 

ตารางท่ี  8 ค่าคะแนนแสดงระดับความรุนแรงของโรคเมล็ดด่างบนเมล็ดข้าว 
ระดับ ความรุนแรงของโรคเมล็ดด่าง 

ระดับ 0 ไม่แสดงอาการของโรค  
ระดับ 1 แสดงอาการแผลจุดขนาดเล็กกว่า 0.1 มิลลิเมตร  
ระดับ 2 แสดงอาการแผลจุดขนาดใหญ่กว่า 0.1 มิลลิเมตร 
ระดับ 3 แสดงอาการแผลดำใหญ่น้อยกว่า 50% ของพ้ืนที่เมล็ด  
ระดับ 4 แสดงอาการแผลดำขนาดใหญ่ 50-75% ของพ้ืนที่เมล็ดหรือเมล็ดลีบ  
ระดับ 5 แสดงอาการดำขนาดใหญ่กว่า 75% ของพ้ืนที่เมล็ด 

 
การคำนวณดัชนีการเกิดโรคจากระดับความรุนแรงโรค (Disease severity) ตามสูตร  

 

 เมื่อ na, nb, nc, ne และ nf แทนจำนวนเมล็ดข้าวที่มีระดับความรุนแรงเป็น 0, 1, 2, 3, 
4 และ 5 ตามลำดับ และ N แทนจำนวนเมล็ดข้าวที่สุ่มมาประเมินระดับความรุนแรงของโรคคือ 400 
เมล็ด 
 การเก็บข้อมูลองค์ประกอบผลผลิตเมื่อเก็บเกี่ยวผลผลิตข้าวอายุ 120 วัน ประกอบด้วย 
เมล็ดดี เมล็ดด่าง เมล็ดลีบ น้ำหนักเมล็ดข้าวเปลือก/รวง จำนวนเมล็ด/รวง จำนวนรวง/ต้น น้ำหนัก
เมล็ดทั้งหมด/ต้น น้ำหนัก 1,000 เมล็ด  
 การประเมินคุณภาพการขัดสี โดยคัดแยกเป็นเมล็ดข้าวดี และเมล็ดข้าวหัก บันทึกผลเป็น
น้ำหนักข้าวเต็มเมล็ด และน้ำหนักข้าวหัก 

ดัชนีการเกิดโรค (%) =                 (na x 0x + (nb x 1) + (nd x 3) + (ne x 4) + (nf x 5)   

    
X 100 

(N x 5)  
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 การวิเคราะห์ข้อมูลค่าความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยใช้ 
Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) (p=0.05)  
 
การตรวจหายีนที่กำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะ 

การเตรียมแบคทีเรีย Bacillus sp. 
 เลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. (สุพัตรา และคณะ, 2564) ที่มีคุณสมบัติในการ

ยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าวได้ โดยนำมาเลี้ยงบนอาหาร nutrient broth (NB) เป็นเวลา 48 
ชั่วโมง จากนั้นนำมาสกัดดีเอ็นเอ เพ่ือใช้ในการตรวจหาการมีอยู่และการแสดงออกของยีนที่
กำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะ 
 

การสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรีย  
 นำแบคทีเรีย Bacillus sp. เลี้ยงในอาหาร NB ดูดใส่หลอดไมโครเชนทริฟิวจ์ แล้วนำไปปั่น

ตกตะกอนเซลล์ เทส่วนใสทิ้งแล้วเติม Bacillus lysis buffer pH 7.5 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร 
จากนั้นนำ beat ball ที่ผ่านการฆ่าเชื้อด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์แล้ว ใส่ลงในหลอดไมโครเซนทริ
ฟิวจ์ ประมาณ 5-10 เม็ด ทำให้เซลล์แตกด้วยเครื่องบดตัวอย่างอัตโนมัติที่ความเร็ว 20 รอบต่อวินาที 
นาน 2 นาที นำมาปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ดูดส่วนใสมาเติมสารละลาย 
Phenol: Chloroform : Isoamyl (25:24:1) ปริมาตร 300 ไมโครลิตร พลิกหลอดกลับไปมา นำไป
ปั่นเหวี่ยงที่ 8,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ดูดส่วนใสด้านบนมาประมาณ 400 ไมโครลิตร ใส่หลอด
ไมโครเซนทริฟิวจ์หลอดใหม่ ตกตะกอนดีเอ็นเอโดยการเติม sodium acetate 3M ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร พลิกหลอด 10 ครั้ง เติม Absolute Ethanol 99.8% ที่เย็น ปริมาตร 150 ไมโครลิตร 
เก็บไว้ที่  20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เมื่อครบเวลานำมาปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 นาที แล้วเท Absolute Ethanol ทิ้ง ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ 
แล้วนำมาปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที จากนั้นใช้ปิเปตดูดเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์
ทิ้งแล้วทำให้แห้ง ละลายตะกอน DNA ด้วยน้ำกลั่นฆ่าเชื้อปริมาตร 20 ไมโครลิตร เพื่อนำไปวิเคราะห์
ปริมาณและตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ (Kovacs et al., 2010) 
 

การจัดจำแนกชนิดของ Bacillus sp. ด้วยเทคนิค PCR  ของ 16S rRNA  

เพ่ิมปริมาณ DNA ในส่วนของยีน 16S rRNA  ยีน gyrA (DNA gyrase subunit A gene) 

และ ยีน rpoB (RNA polymerase β subunit gene) โดยใช้เทคนิค PCR ขั้นตอนการทำ PCR ของ
ยีน 16S rRNA  ดังนี้คือ ยีน 16S rDNA ทำตามขั้นตอน ดังนี้ initial denaturation ที่อุณหภูมิ 94 
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องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตามด้วยปฏิกิริยาจำนวน 35 รอบของ denaturation ที่อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส เวลา 30 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 64 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ 
extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 2 นาที และปฏิกิริยา 1 รอบของ final extension ที่
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาที ตรวจผลผลิต PCR ด้วยวิธี gel electrophoresis และ
วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ โดยใช้เทคนิค Fluorescent dye-terminator sequencing โดยเครื่อง 
ABI PrismTM 3730xl DNA sequencers (Bio Basic Inc) จากนั้นนำลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มา
เปรียบเทียบความเหมือนกับลำดับนิวคลีโอไทด์ของแบคทีเรียในฐานข้อมูล GenBank ของ NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ด้วยโปรแกรม BLAST จากนั้นนำลำดับนิวคลีโอไทด์มาวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม โดยใช้ phylogenetic tree แบบ maximum -likelihood ที่ค่า 
bootstrap ทั้งหมด 1,000 ซ้ำ ด้วยโปรแกรม MEGA X (Kumar et al., 2018; Yurnaliza et al., 
2020) เพ่ือสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 

 
การตรวจสอบยีนที่กำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะ 

นำดีเอ็นเอที่สกัดได้ทำปฏิกิริยา PCR ด้วยไพรเมอร์สำหรับเพ่ิมปริมาณยีนที่กำหนดการสร้าง
สารปฏิชีวนะจำนวน 4 ยีน ได้แก่ srfA, ituA, bacD และ bmyA โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจำเพาะต่อ
ยีนทั้ง 4 ยีน (ตารางที่ 9) โดยมีขั้นตอนการทำปฏิกิริยา PCR ดังนี้ ขั้นตอน initial denaturation ที่
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 นาที denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เวลา 30 
วินาที annealing ที่ช่วงอุณหภูมิ 50-60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ extension ที่
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เวลา 60 วินาที จำนวน 35 รอบ และ final extension ที่อุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  จำนวน 1 รอบ ตรวจสอบ  PCR product ด้วยวิธี  gel 
electrophoresis และตรวจสอบการแสดงออกของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียทุกไอโซเลตที่นำมา
ทดสอบเพ่ือใช้เป็น internal control (ตารางที่ 9) (อรณภา และคณะ, 2565) 
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณ์ผล 

 
4.1 แหล่งท่ีมาเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง 
 การสำรวจโรคเมล็ดด่างในแปลงปลูกข้าวของเกษตรกรที่ทำการเก็บเมล็ดพันธุ์เองใน 7 
จังหวัด จำนวน 70 แปลง ในช่วงเดือนมิถุนายน ถึง เดือนพฤศจิกายน 2564 ได้แก่ จ. อุบลราชธานี 
(10 แปลง) จ. บุรีรัมย์ (10 แปลง) จ. ศรีสะเกษ (10 แปลง) จ. อำนาจเจริญ (10 แปลง) จ. ยโสธร 
(10 แปลง) จ. สุรินทร์ (10 แปลง) และ จ. นครราชสีมา (10 แปลง) เก็บตัวอย่างเมล็ดข้าวมาศึกษา
ลักษณะอาการของโรคเมล็ดด่างมาแยกเชื้อราด้วยวิธีการวางเมล็ดข้าวบนกระดาษชื้น (Blotter 
method) โดยสุ่มเมล็ดข้าวตัวอย่าง นำไปล้างด้วย 10% Clorox เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นล้างด้วยน้ำ
กลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 นาที แล้วนำมาวางบนกระดาษที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว เมื่อเมล็ดแห้ง นำไปวางบนจานเลี้ยง
เชื้อที่มีกระดาษเพาะเมล็ดที่ชุ่มน้ำ จานละ 25 เมล็ด แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้ยูวี สลับกับ
ความมืด 12 ชั่วโมง เป็นเวลา 7 วัน นำมาตรวจภายใต้กล้องสเตอริโอ โดยตรวจสอบทุกเมล็ดและ
จำแนกชนิดของเชื้อราด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยทำสไลด์กึ่งถาวรตรวจสอบลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของเชื้อราโดยการเขี่ยส่วนต่างๆ ของเชื้อราที่เจริญบนเมล็ด ได้แก่ ลักษณะก้านชูสปอร์
โคนิเดีย (Conidiophores) และโคนิเดีย (Conidia) สี จำนวนเซลล์ของโคนิเดียที่เป็นลักษณะจำเพาะ
ของแต่ละจีนัสและสปีชีส์ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 40x (ภาพที่ 3) เมื่อตรวจสอบลักษณะ
เส้นใยและสปอร์เชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างบนเมล็ดข้าวที่สุ่มเก็บตัวอย่างจากเมล็ดพันธุ์ข้าวของ
เกษตรกร โดยการแยกเชื้อด้วยวิธี blotter พบว่า มีเปอร์เซ็นต์การปนเปื้อนของเชื้อราสาเหตุโรคเฉลี่ย 
82.94 % โด ยพ บ เชื้ อ ร า  Curvularia sp. 83.18 % Cercospora sp. 74.50 % Bipolaris sp. 
38.14% Fusarium sp. 39.57% Trichoconis sp. 45.71% แ ล ะ  Sarocladium sp. 38.43 % 
(ตารางที่ 10) 
 
4.2 แหล่งท่ีมาเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. 

การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว เตรียม
เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์จำนวน 10 ไอโซเลต ที่ผ่านการคัดเลือกและศึกษาวิจัยของศูนย์วิจัยและควบคุม
ศัตรูพืชโดยชีวินทรีย์แห่งชาติ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนล่าง มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี 
ประกอบด้วย Bacillus ไอโซเลต UBU1, Bacillus ไอโซเลต UBW2, Bacillus ไอโซเลต BRCR3, 
Bacillus ไอโซเลต BRBD12, Bacillus ไอโซเลต SKKH3, Bacillus ไอโซเลต SKNK4, Bacillus ไอ
โซเลต SKKK4, Bacillus ไอโซเลต  SK-NK3, Bacillus ไอโซเลต SKY7 และ Bacillus ไอโซเลต 
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SRSHP19 ซึ่งแยกได้จากตัวอย่างดินที่เก็บจากสถนที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนล่าง ประเทศไทย
ดังตารางที่ 10 และลักษณะโคโลนีของแบคทีเรีย Bacillus sp. จำนวน 10 ไอโซเลตที่เลี้ยงอยู่บน 
Nutrient agar (NA) ดังภาพที่ 4 และจากการศึกษาคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการ
ละลายฟอสเฟตได้แตกต่างกัน พบว่าแบคทีเรีย Bacillus ไอโซเลต SKNK4 มีความสามารถในการ
ละลายฟอสเฟตทำให้เกิดบริเวณ clear zone มีขนาดเท่ากับ 0.50 เซนติเมตร (ภาพที่ 3) รองลงมา 
Bacillus ไอโซเลต SKKK4 และ Bacillus ไอโซเลต BRBD12 (การละลายฟอสเฟต 0.39 เซนติเมตร 
และ 0.0620 เซนติเมตร ตามลำดับ) (สุพัตรา และคณะ, 2564) 

การศึกษาการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง
ข้าวในภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนล่างของประเทศไทย โดยใช้เชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. จำนวน 
10 ชนิด ได้แก่ Bacillus ไอโซเลต UBU1, Bacillus ไอโซเลต UBW2, Bacillus ไอโซเลต BRCR3, 
Bacillus ไอโซเลต BRBD12, Bacillus ไอโซเลต SKKH3, Bacillus ไอโซเลต SKNK4, Bacillus ไอ
โซเลต SKKK4, Bacillus ไอโซเลต SK-NK3, Bacillus ไอโซเลต SKY7 และ Bacillus ไอโซเลต 
SRSHP19 (ตารางที่ 10) ในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว 6 ชนิด ได้แก่ Curvularia sp. 
Cercospora sp., Bipolaris sp., Fusarium sp., Trichoconis sp.  และ Sarocladium sp. ใน
ห้องปฏิบัติการของคณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี และโรงเรือนทดลองของศูนย์
ควบคุมศัตรูพืชโดยชีวินทรีย์แห่งชาติ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนล่าง มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี  
ซึ่งมีวัตถุประสงค์ดังนี้ศึกษาระดับความรุนแรงของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างจำนวน 6 ชนิดบนเมล็ด
ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ประเมินประสิทธิภาพของรูปแบบเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการ
ยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคเมล็ดด่าง ศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการยับยั้งการ
งอกสปอร์เชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว ศึกษาคุณสมบัติแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการงอกและการ
เจริญเติบโตของต้นกล้าข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ศึกษาศักยภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. 
เพ่ือช่วยลดปริมาณการเกิดโรคเมล็ดด่างข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ในสภาพเรือนทดลอง  
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ภาพที่ 3 ลักษณะของ conidia ของเชื้อราชนิดต่างๆ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ก) Trichoconis sp. 
40x ข) Sarocladium sp. 40x ค) Cercospora sp. 40x ง) Bipolaris sp. 40x จ) Curvularia sp. 

40x ฉ) Fusarium sp. 40x 

ที่มา: สุพัตรา และคณะ (2564) 
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Bacillus ไอโซเลต UBU1 Bacillus ไอโซเลต SKNK3 

  
Bacillus ไอโซเลต UBW2 Bacillus ไอโซเลต SKNK4 

  
Bacillus cereus BRCR3 Bacillus siamensis SKKK4 

  
Bacillus siamensis BRBD12 Bacillus siamensis SKY7 

  
Bacillus ไอโซเลต SKKH3 Bacillus ไอโซเลต SRSHP19 

 
ภาพที่ 4 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรีย Bacillus sp. จำนวน 10 ไอโซเลตที่เจริญบน Nutrient agar 

(NA) ที่อายุ 48 ชั่วโมง 
ที่มา: สุพัตรา และคณะ (2564) 
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ตารางท่ี  11 แบคทีเรีย Bacillus sp. จำนวน 10 ไอโซเลต ที่คัดแยกได้จากตัวอย่างดินป่าดิบชื้นภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือตอนล่าง ประเทศไทย 

ไอโซเลต วัน/เดือน/
ปี 

สถานที่เก็บตัวอย่างดิน พิกัด 

Bacillus ไอโซเลต UBU1 5 มิ.ย. 64 บริเวณป่าใกล้แหล่งน้ำ ม.
อุบลราชธานี จุดที่ 3 จ.
อุบลราชธานี 

N15°07'20"  
E104°54'55" 

Bacillus ไอโซเลต UBW2 5 มิ.ย. 64 บริเวณป่า อ. วารินชำราบ จ.
อุบลราชธานี 

N15°8'7"  
E104°55'35" 

Bacillus ไอโซเลต BRCR3 5 มิ.ย. 64 บริเวณป่า อ.แคนดง จ.บุรีรัมย์ N15°22'57" 
E103°5'36" 

Bacillus ไอโซเลต BRBD12 15 มิ.ย. 
64 

บริเวณป่าในวัด อ.บ้านด่าน จ.
บุรีรัมย์ 

N15°8'5"  
E103°11'28" 

Bacillus ไอโซเลต SKKH3 3 ก.ค. 64 บริเวณป่าใกล้แหล่งน้ำ อ.กันทรา
รมย์  
จ.ศรีสะเกษ 

N15°2’7”  
E104°37’49” 

Bacillus ไอโซเลต SKNK4 3 ก.ค. 64 บริเวณป่า อ.โนนคูณจุดที่ 2 จ.ศรี
สะเกษ 

N14°51’39”  
E104°40’5” 

Bacillus ไอโซเลต SKKK4 3 ก.ค. 64 บริเวณป่า อ.ขุขันธ์ จ.ศรีสะเกษ N14°38’20”  
E104°6’29” 

Bacillus ไอโซเลต SKNK3 3 ก.ค. 64 บริเวณป่า อ. โนนคูณจุดที่ 1 จ.ศรี
สะเกษ 

N14°53'5"  
E104°42'33" 

Bacillus ไอโซเลต SKY7 3 ก.ค. 64 บริเวณป่าใต้ต้นไผ่ อ.ยางชุมน้อย จ.
ศรีสะเกษ 

N15°13’9”  
E104°24’12” 

Bacillus ไอโซเลต SRSHP19 4 ก.ค. 64 บริเวณนา อ. ศรีขรภูมิ จ.สุรินทร์ N4°55’15”  
E03°46’15” 

ที่มา: สุพัตรา และคณะ (2564) 
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4.3 ผลการทดลอง 
การระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ที่ผ่านการคัดเลือก 

 เมื่อระบุชนิดของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ทั้ง 10 ไอโซเลต ด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล 
เปรียบเทียบข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของ 16S rDNA ด้วยไพร์เมอร์์ 27F/1492R กับ
ฐานข้อมูล NCBI ด้วยโปรแกรม BLASTn (ภาพที่ 5-8) พบว่าเชื้อแบคทีเรีย Bacillus ไอโซเลต 
UBU1, BRBD12, SKKH3, SKKK4 และ ไอโซเลต SKY7 มีความใกล้เคียงกับเชื้อแบคทีเรีย Bacillus 
siamensis เชื้อแบคทีเรีย Bacillus ไอโซเลต SKNK4, BRCR3 และ SRSHP19 มีความใกล้เคียงกับ
เชื้อแบคทีเรีย Bacillus cereus เชื้อแบคทีเรีย Bacillus ไอโซเลต SKNK3 มีความใกล้เคียงกับเชื้อ
แบคทีเรีย Bacillus subtilis สำหรับเชื้อแบทีเรีย Bacillus ไอโซเลต UBW2 มีความใกล้เคียงกับเชื้อ
แบคทีเรีย Bacillus pseudomycoides (ตารางที่ 12 และภาพท่ี 5)  
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ภาพที่ 5 Phylogenetic tree ของยีน 16S rDNA ของเชื้อ Bacillus sp. 
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ตารางท่ี  12 การจำแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ด้วยยีน 16S rDNA  

Isolates 16S rDNA gene BLAST analysis 
Bacillus ไอโซเลต UBU1 

Bacillus siamensis 
Bacillus ไอโซเลต BRBD12 
Bacillus ไอโซเลต SKKH3 
Bacillus ไอโซเลต SKKK4 
Bacillus ไอโซเลต SKY7 
Bacillus ไอโซเลต SKNK4 

Bacillus cereus Bacillus ไอโซเลต BRCR3 
Bacillus ไอโซเลต SRSHP19 
Bacillus ไอโซเลต SKNK3 Bacillus subtilis 
Bacillus ไอโซเลต UBW2 Bacillus pseudomycoides 
 

การตรวจหายีนที่กำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะ 

เมื่อนำเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp.  จำนวน 10 ไอโซเลต มาสกัดดีเอ็นเอใช้เป็นดีเอ็นเอ
ต้นแบบในการเพ่ิมปริมาณด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส (polymerase chain reaction, PCR) 
จากนั้นนำผลิตภัณฑ์ PCR จากบริเวณ 16S rDNA โดยใช้ไพรเมอร์สำหรับตรวจหายีน เพ่ือใช้ในการ
ตรวจหาการมีอยู่และการแสดงออกของยีนที่กำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะ 4 ยีน ได้แก่ srfA, ituA, 
bacD และ bmyA ของเชื้อ Bacillus sp.  ทั้ง 10 ไอโซเลต ไปวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ 
(sequence) และนำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปเปรียบเทียบความเหมือนหรือความคล้ายคลึงกับ
ลำดับนิวคลี โอไทด์ของ GenBank พบว่า เชื้อแบคที เรีย B. siamensis UBU1, B. siamensis 
BRBD12, B. siamensis SKKH3, B. siamensis SKY7, B. siamensis SKKK4 พบยีนที่กำหนดการ
สร้างสารปฏิชีวนะ จำนวน 4 ยีน คือ bacD, bmyA, ituA และ srfA เชื้อแบคทีเรีย B. cereus 
SRSHP19, B. cereus BRCR3 และ B. cereus SKNK4 พบยีนที่กำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะ 
จำนวน 3 ยีน คือ bacD, ituA และ srfA ในส่วนของเชื้อแคทีเรีย  B. subtilis SKNK3 และ B. 
pseudomycoides UBW2 พบยีนที่กำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะ จำนวน 1 ยีน คือ bacD (ภาพที่ 
6 และ ตารางที่ 13) 
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ภาพที่ 6 ยีนที่กำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะ RT-PCR (16s rRNA) 

 

L: DNA ladder  
NC: negative control using nuclease-free water  
PC: positive control using mixed bmyA, bacD, ituA และ srfA 

 หมายเลข 1-10: เชื้อแบคทีเรีย Bacillus ไอโซเลต UBU1, BRBD12, SKKH3, SKKH3, 

SRSHP19, SKY7, SKNK3, BRCR3, SKNK4, SKKK4 และไอโซเลต UBW2 ตามลำดับ 
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ตารางท่ี  13 การตรวจหายีนที่กำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะของเชื้อ Bacillus sp.   

ลำดับ ไอโซเลต srfA ituA bacD bmyA 

1 Bacillus siamensis UBU1  + + + + 

2 Bacillus siamensis BRBD12 + + + + 

3 Bacillus siamensis SKKH3 + + + + 

4 Bacillus cereus SRSHP19 + + +  

5 Bacillus siamensis SKY7  + + + + 

6 Bacillus subtilis SKNK3 - - + - 

7 Bacillus cereus BRCR3 + + + - 

8 Bacillus cereus SKNK4 + + + - 

9 Bacillus siamensis SKKK4 + + + + 

10 Bacillus pseudomycoides UBW2 - - + - 

หมายเหตุ: (+) positive result, (-) negative result 

 
ผลการทดลองท่ี 1 การทดสอบการก่อโรคของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างในข้าวพันธุ์ขาว

ดอกมะลิ 105 
 การศึกษาระดับความรุนแรงของเชื้อราสาเหตุ โรคเมล็ดด่างจำนวน 6 ชนิด ได้แก่  
Curvularia sp., Cercospora sp., Bipolaris sp., Fusarium sp., Trichoconis sp. แ ล ะ 
Sarocladium sp. บนเมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 โดยแช่เมล็ดด้วยสปอร์แขวนลอยของเชื้อรา
สาเหตุโรคเมล็ดด่างและบ่มในสภาวะที่มีความชื้นสัมพัทธ์สูงเป็นเวลา 24 ชั่วโมงเพ่ือให้เชื้อราเกาะติด
บนเมล็ดข้าว ประเมินโรคโดยสังเกตอาการที่แสดงบนเมล็ดข้าวด้วยสายตาอายุ 3, 5, 7, 10, 14 และ 
21 วันหลังปลูกเชื้อรา เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม และใช้กล้องจุลทรรศน์ ชนิด Stereo 
Microscope ตรวจสอบลักษณะอาการบนเปลือกเมล็ดข้าวโดย เพ่ือประมินระดับความรุนแรงของ
อาการโรคเมล็ดด่างที่แสดงบนเปลือกเมล็ดข้าว ผลการทดลองพบว่า ค่าคะแนนที่ได้จากอาการบน
เปลือกเมล็ดข้าวจัดอยู่ในระดับ 0 ซึ่งไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ บ่งชี้ว่าเปลือกเมล็ดปราศจาก
อาการของโรคบนเปลือกเมล็ดตลอดระยะเวลา 21 วัน (ตารางที่ 14) หลังจากเก็บข้อมูลเป็นเวลา 21 
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วัน ไม่พบอาการจุดบนเปลือกเมล็ด แต่พบอาการภายในเมล็ดดังภาพที่ 7 และ 8 การปนเปื้อนของ
เชื้อราในเมล็ดพันธุ์และเมล็ดข้าวอาจส่งผลกระทบต่อการงอก ความแข็งแรงของต้นกล้าหรือคุณภาพ
ของเมล็ดข้าวในแต่ละช่วงการสังเกต  
 
ตารางท่ี  14  ระดับความรุนแรงของโรคเมล็ดด่างบนเปลือกเมล็ดข้าว เมื่อทำการปลูกเชื้อราด้วย

วิธีการแช่สปอร์แขวนลอยของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง  

กรรมวิธี 

ระดับความรุนแรงของโรคเมล็ดด่างข้าว  
ที่ปรากฏบนเมล็ดข้าว  

วัน 

3  5  7  14  21  

Control- (not treat fungi) 0 0 0 0 0 

Control+ (treat curvularia sp.)1/ 0 0 0 0 0 

Curvularia sp. 0 0 0 0 0 

Cercospora sp. 0 0 0 0 0 

Bipolaris sp. 0 0 0 0 0 

Fusarium sp. 0 0 0 0 0 

Trichoconis sp. 0 0 0 0 0 

Sarocladium sp. 0 0 0 0 0 

Formulation six Fungi Causing Dirty Panicle 
Disease 

0 0 0 0 0 

หมายเหตุ: 1/ชุดควบคุมท่ีมีการปลูกเชื้อรา Curvularia sp. จากกรมวิชาการเกษตร 
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ภาพที่ 7 ผลกระทบของโรคเมล็ดด่างข้าวที่เกิดจากเชื้อราหลายชนิดต่อเมล็ดข้าว 

ก1-ก3: Control- เมล็ดข้าวที่ไม่เสียหาย  
ข1-ข3: Control+ (treat curvularia sp. ของกรมวิชาการเกษตร) ต่อเมล็ดข้าว  
ค1-ค3: ผลกระทบของ Curvularia sp. ต่อเมล็ดข้าว  
ง1-ง3: ผลกระทบของ Cercospora sp. ต่อเมล็ดข้าว  
จ1-จ3: ผลกระทบของ Bipolaris sp. ต่อเมล็ดข้าว  
ฉ1-ฉ3: ผลกระทบของ Fusarium sp. ต่อเมล็ดข้าว  

 
 
 
 

Control- 

 

Control+  

Curvularia sp. 

Cercospora sp. 

Bipolaris sp. 

Fusarium sp. 
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ภาพที่ 8 ผลกระทบของโรคเมล็ดด่างข้าวที่เกิดจากเชื้อราหลายชนิดต่อเมล็ดข้าว 
ช1-ช3: ผลกระทบของ Trichoconis sp. ต่อเมล็ดข้าว  
ซ1-ซ3: ผลกระทบของ Sarocladium sp. ต่อเมล็ดข้าว  
ญ1-ญ3: ผลกระทบของเชื้อราก่อโรค 6 ชนิดต่อเมล็ดข้าว  

 
จากศึกษาผลของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างต่อการงอกของเมล็ดและดัชนีความแข็งแรงต้น

กล้าข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 หลังจากปลูกเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างเป็นเวลา 7 วัน และ
ประเมินผลกระทบของเชื้อราแต่ละชนิดต่อการพัฒนาเริ่มต้นของต้นกล้า  ผลการวิเคราะห์ทางสถิติ
พบว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญยิ่งในแต่ละกรรมวิธี ในกรรมวิธีที่ไม่ได้ปลูกเชื้อรามีอัตราการ
งอกของเมล็ดสูงที่สุด คือ 90.00% และมีค่าดัชนีความแข็งแรงของการเพาะเมล็ดอยู่ที่ 1,663.72 ซึ่ง
สะท้อนถึงสภาวะการเจริญเติบโตที่เหมาะสมที่สุด ในทางตรงกันข้ามเมล็ดที่ได้รับเชื้อรา Curvularia 
sp. ทั้ง 2 กรรมวิธีส่งผลต่อการงอกของเมล็ดข้าว และมีดัชนีความแข็งแรงของเมล็ดเท่ากับ 0 แสดงให้
เห็นถึงผลกระทบเชิงลบอย่างรุนแรงของเชื้อราชนิดนี้ต่อความมีชีวิตของเมล็ดข้าว  นอกจากนี้ผลของ
เชื้ อ ร า ช นิ ด อ่ื น  ได้ แ ก่  Cercospora sp., Bipolaris sp., Fusarium sp., Trichoconis sp., 
Sarocladium sp. และกรรมวิธีที่ได้รับเชื้อราร่วมกัน 6 ชนิด ส่งผลให้การงอกและความแข็งแรงของ
เมล็ดลดลงในระดับที่แตกต่างกัน แต่ในกรรมวิธีของ Sarocladium sp. ส่งผลกระทบน้อยที่สุด โดยมี
อัตราการงอกของเมล็ดอยู่ที่ 68% และดัชนีความแข็งแรงที่ 1,037.00 (ตารางท่ี 15) 
  

Trichoconis sp. 

Sarocladium sp. 

Formulation 
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ตารางท่ี  15 ผลของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างต่อการงอกของเมล็ดและดัชนีความแข็งแรงของข้าว
ขาวดอกมะลิ 105 ที่อายุ 7 วัน หลังปลูกเชื้อราสาเหตุโรค 

กรรมวิธี 
เปอร์เซ็นต์การ

งอก (%) 
ดัชนีความแข็งแรง

ของต้นกล้า 
Control- (ไม่มีเชื้อรา) 90.00 A 1663.72 A 
Control+ (เชื้อรา curvularia sp. กรมวิชาการเกษตร) 0.00 H 0.00 H 
เชื้อรา Curvularia sp. 0.00 H 0.00 H 
เชื้อรา Cercospora sp. 40.00 E 375.10 D 
เชื้อรา Bipolaris sp. 16.00 G 123.16 F 
เชื้อรา Fusarium sp. 24.00 F 332.16 E 
เชื้อรา Trichoconis sp. 52.00 D 39.00 G 
เชื้อรา Sarocladium sp. 68.00 B 1037.00 C 
เชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง 6 ชนิด 60.00 C 1205.41 B 

F-test ** ** 
C.V. (%) 1.51 3.12 

หมายเหตุ: ตัวอักษรเดียวกันหรือไม่มีตัวอักษรภายในคอลมัน์เดียวกนัไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ, **= มีความ
แตกต่างกันทางสถิติที่ความเชื่อมัน่ 99% 
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การศึกษากิจกรรมของเอนไซม์คาตาเลสในเมล็ดข้าวที่ได้รับเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าวใน
ช่วงเวลาแตกต่างกัน มีวัตถุประสงค์เพ่ือวิเคราะห์การตอบสนองของพืชต่อความเครียดจากเชื้อโรค 
โดยเอนไซม์คาตาเลส มีบทบาทสำคัญในการปกป้องเซลล์พืชจากความเสียหายที่เกิดจากกระบวนการ
ออกซิเดชัน ดังนั้น การเปลี่ยนแปลงของระดับกิจกรรมของเอนไซม์คาตาเลสจึงสามารถใช้เป็นตัวชี้วัด
หนึ่งในการประเมินกลไกการป้องกันตัวเองของพืชต่อเชื้อก่อโรค ในการทดลองนี้ ได้วัดระดับกิจกรรม
ของเอนไซม์คาตาเลสในเมล็ดข้าว ณ จุดเวลาต่าง ๆ ได้แก่ 12, 24, 48, 72, 120 และ 168 ชั่วโมง 
หลังจากได้รับเชื้อราชนิดต่างๆ เพ่ือเปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ไม่ได้รับเชื้อรา  ผลการทดลองพบว่า 
กรรมวิธีควบคุมที่ไม่ได้รับเชื้อรามีระดับกิจกรรมของเอนไซม์คาตาเลสเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่อง โดยเริ่ม
จาก 0.46 ที่ 12 ชั่วโมง และเพ่ิมข้ึนสูงสุดที่ 0.53 เมื่อครบ 168 ชั่วโมง สะท้อนให้เห็นถึงกระบวนการ
ตอบสนองต่อสภาวะแวดล้อมตามปกติของพืช ในทางกลับกันกรรมวิธีที่ได้รับเชื้อรา Curvularia sp. 
ที่ได้จากกรมวิชาการเกษตร แสดงให้เห็นกิจกรรมของเอนไซม์คาตาเลสที่ลดลงเล็กน้อยในช่วงต้นของ
การทดลอง โดยเริ่มจาก 0.35 ที่ 12 ชั่วโมง อย่างไรก็ตาม เมื่อถึงเวลา 168 ชั่วโมง ระดับกิจกรรมของ
เอนไซม์คาตาเลสกลับเพ่ิมขึ้นจนใกล้เคียงกับกลุ่มควบคุม คือ 0.51 สำหรับเมล็ดพันธุ์ข้าวที่ได้รับเชื้อ
ร า แ ต่ ล ะ ช นิ ด  ไ ด้ แ ก่  Curvularia sp., Cercospora sp., Bipolaris sp., Fusarium sp., 
Trichoconis sp., Sarocladium sp. และกรรมวิธีที่ได้รับเชื้อราร่วมกัน 6 ชนิด แสดงรูปแบบของ
กิจกรรมเอนไซม์คาตาเลสในทิศทางเดียวกัน โดยในช่วงต้น (12–72 ชั่วโมง) ระดับกิจกรรมอยู่ระหว่าง 
0.34 ถึง 0.39 และเพ่ิมข้ึนเป็นช่วง 0.48 ถึง 0.51 เมื่อครบ 168 ชั่วโมง (ภาพที่ 9-11) ผลการศึกษานี้
ชี้ให้เห็นว่า แม้เชื้อราก่อโรคจะมีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์คาตาเลสในระยะแรกของการติดเชื้อ แต่
พืชสามารถฟ้ืนตัวและปรับระดับกิจกรรมของเอนไซม์เพ่ือรับมือกับความเครียดจากเชื้อราได้ใน
ช่วงเวลาที่เหมาะสม 
 

ผลการทดลองท่ี 2 การทดสอบประสิทธิภาพสารกรองเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการ
ยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว 

 จากผลการทดสอบรูปแบบเซลล์ของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ด้วยวิธี Dual culture 
method โดยนำส่วนใสปราศจากเซลล์ของแบคทีเรีย  (Cell-free culture filtrate, CFF)  และ
แบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหาร cell suspension (CS) จำนวน 10 ไอโซเลต ได้แก่ B. siamensis UBU1, 
B. pseudomycoides UBW2, B. cereus BRCR3, B. siamensis BRBD12, B. siamensis SKKH3, 
B. cereus SKNK4, B. siamensis SK-KK4, B. subtilis SKNK3, B. siamensis SKY7 แ ล ะ  B. 
cereus SRSHP19 มาทดสอบการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคเมล็ดด่าง 6 ชนิด ได้แก่ Trichoconis sp.,  
Sarocladium sp., Cercospora sp., Bipolaris sp., Curvularia sp. และ Fusarium sp. ผลการ
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ทดลองพบว่า ค่าปฏิสัมพันธ์ระหว่างแบคทีเรีย Bacillus sp. รูปแบบของเซลล์ และเชื้อสาเหตุโรค
เมล็ดด่าง 6 ชนิด มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญยิ่ง เช่นเดียวกับค่าปฏิสัมพันธ์ของ
แบคทีเรีย Bacillus sp. และรูปแบบของเซลล์ และค่าปฏิสัมพันธ์ของแบคทีเรีย Bacillus sp. และ
การยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคเมล็ดด่าง 6 ชนิด (ตารางท่ี 16)  
 
ตารางท่ี  16 ประสิทธิภาพของรูปแบบเซลล์ของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการยับยั้งเชื้อสาเหตุ

โรคเมล็ดด่าง 
ปัจจัย  เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญ (%) 

Bacillus sp. (A) 

Bacillus siamensis UBU1 66.07 BC  
Bacillus pseudomycoides UBW2 54.15 E 
Bacillus cereus BRCR3 63.34 CD 
Bacillus siamensis BRBD12 68.50 B 
Bacillus siamensis SKKH3 66.09 BC 
Bacillus cereus SKNK4 56.77 E  
Bacillus siamensis SKKK4 74.46 A 
Bacillus subtilis SKNK3 65.18 C 
Bacillus siamensis SKY7 60.39 D 
Bacillus cereus SRSHP19 75.92 A 

F-test ** 
Cell Bacillus 

sp. (B) 
Cell Suspension (CS) 63.11 B 
Cell-free Culture Filtrate (CFF) 67.07 B 

F-test ** 

เชื้อสาเหตุโรค
เมล็ดด่าง (C) 

Trichoconis sp.   65.36 B 
Sarocladium sp. 65.25 B 
Cercospora sp. 64.45 C 
Bipolaris sp. 61.95 C 
Curvularia sp. 67.53 AB 
Fusarium sp. 67.99 A 

F-test ** 

A x B ** 
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ปัจจัย  เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญ (%) 

A x C ** 
B x C ns 

A x B x C ** 
CV 9.92 

หมายเหตุ: ตัวอักษรเดียวกันหรือไม่มีตัวอักษรภายในคอลัมน์เดียวกันไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ , *= มีความ
แตกต่างกันทางสถิติที่ความเชื่อมั่น 95%, **= มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ความเชื่อมั่น 99%, ns= ไม่
มีความแตกต่างกันทางสถิติ 

 
ผลการทดลองพบว่า แบคทีเรีย Bacillus sp. จำนวน 5 ไอโซเลต คือ B. cereus SRSHP19, 

B. siamensis SKKK4, B. siamensis BRBD12, B. siamensis SKKH3 และ B. siamensis UBU1 
มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อราโดยไอโซเลต  Bacillus cereus SRSHP19 ส่วนที่เป็น 
Cell-free culture filtrate และ cell suspension สามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง โดยมี
บริเวณการยับยั้ง 79.44 และ 72.39 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ B. siamensis SKKK4 ส่วนที่เป็น Cell-
free culture filtrate และ cell suspension สามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง (ภาพที่ 12) 
โดยมีบริเวณการยับยั้ง 74.07 และ 74.85 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ B. siamensis BRBD12 ส่วนที่เป็น 
Cell-free culture filtrate และ cell suspension สามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง โดยมี
บริเวณการยับยั้ง 76.48 และ 71.48 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ B. siamensis SKKH3 ส่วนที่เป็น Cell-
free culture filtrate และ cell suspension สามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง โดยมีบริเวณ
การยับยั้ง 69.16 และ 71.52 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และ B. siamensis UBU1 ส่วนที่เป็น Cell-
free culture filtrate และ cell suspension สามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง โดยมีบริเวณ
การยับยั้ง 67.04 และ 64.40 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ  

ผลการทดลองพบว่า แบคทีเรีย Bacillus sp. 5 ไอโซเลต คือ เชื้อแบคทีเรีย B. cereus 
SRSHP19, B. siamensis SKKK4, B. siamensis BRBD12, B. siamensis SKKH3 และ  Bacillus 
siamensis UBU1 มีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา 6 ชนิด โดย เชื้อแบคทีเรีย B. 
cereus SRSHP19 ส า ม า ร ถ ยั บ ยั้ ง เชื้ อ ร า  Fusarium sp., Curvularia sp., Bipolaris sp., 
Cercospora sp., Sarocladium sp. และ Trichoconis sp. โดยมีบริเวณการยับยั้ง 82.54, 82.49, 
78.84, 77.44, 76.97 และ76.41 เปอร์ เซ็นต์  ตามลำดับ เชื้อแบคที เรีย B. siamensis SKKK4 
สามารถยับยั้งเชื้อรา Curvularia sp. ได้ดีที่สุด 78.30 เปอร์เซ็นต์รองลงมาคือ Bipolaris sp. (74.97 
เปอร์ เซ็ นต์ ), Sarocladium sp. (75.44 เปอร์ เซ็ นต์ ),  Trichoconis sp. (73.50 เปอร์ เซ็ นต์ )  
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Fusarium sp., (68.33 เปอร์เซ็นต์ )  และ Cercospora sp., (65.00 เปอร์เซ็นต์ ) ตามลำดับ B. 
siamensis SKKH3 สามารถยับยั้ งเชื้อรา  Sarocladium sp. ได้ดีที่ สุด คือ 79.55 เปอร์ เซ็นต์  
รอ งล งม าคื อ  Fusarium sp. (7 5 .3 3  เป อ ร์ เซ็ น ต์ ) Trichoconis sp. (73.40 เป อ ร์ เซ็ น ต์ )  
Cercospora sp. (71.18 เปอร์ เซ็นต์ ) Curvularia sp. (70.00 เปอร์เซ็นต์ ) และ Bipolaris sp. 
(67.16 เปอร์เซ็นต์ ) ตามลำดับ เชื้อแบคที เรีย B. siamensis BRBD12 สามารถยับยั้ งเชื้อรา 
Curvularia sp. ได้ดีที่สุด คือ 71.64 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ Trichoconis sp. (71.26 เปอร์เซ็นต์) 
Sarocladium sp. (70.55 เปอร์เซ็นต์) Cercospora sp. (69.65 เปอร์เซ็นต์) Bipolaris sp. (69.65 
เปอร์เซ็นต์) และ Fusarium sp. (68.52 เปอร์เซ็นต์) ตามลำดับ และ B. siamensis UBU1 สามารถ
ยับยั้งเชื้อรา Sarocladium sp. ได้ดีที่สุดคือ 68.57 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ Cercospora sp. 
(67.73 เป อ ร์ เซ็ น ต์ ) Fusarium sp. (64.44 เป อ ร์ เซ็ น ต์ ) Bipolaris sp. (63.33 เป อ ร์ เซ็ น ต์ ) 
Trichoconis sp. (62.22 เปอร์เซ็นต)์ Curvularia sp. (43.61 เปอร์เซ็นต)์ ตามลำดับ  

 

 
 

ภาพที่ 12 การยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา Curvularia sp. สาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าวโดยเชื้อ
แบคทีเรีย ก) แบคทีเรีย B. cereus SKNK3 ข) แบคทีเรีย B. siamensis SRSHP19 ที่อยู่รูปของเซลล์ 
Cell-free culture filtrate (CFF) ค) แบคทีเรีย B. siamensis SKKH3 ง) แบคทีเรีย B. siamensis 

UBU1 ที่อยู่ในรูปของเซลล์ cell suspension (CS) 
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การวิเคราะห์ผลการปฏิสัมพันธ์ระหว่าง Bacillus sp. (A), รูปแบบของเซลล์ (B) และเชื้อ
สาเหตุโรคเมล็ดด่าง 6 ชนิด (C) พบว่า Bacillus sp. แต่ละไอโซเลตมีความสามารถในการยับยั้งเชื้อ
ราแต่ละชนิดได้แตกต่างกัน โดยเชื้อ Bacillus sp. จำนวน 6 ไอโซเลต ได้แก่ B. subtilis SK-NK3, B. 
cereus SRSHP19, B. siamensis BRBD12, B. siamensis UBU1, B. cereus SKNK4 แ ล ะ  B. 
siamensis SKKH3 ที่สามารถยับยั้งเชื้อราได้ตั้งแต่ 80.00 เปอร์เซ็นต์ขึ้นไป 

เชื้ อแบคที เรีย  B. subtilis SKNK3 ในรูปของเซลล์  Cell-free culture filtrate (CFF) 
สามารถยับยั้งเส้นใยของเชื้อรา Curvularia sp. สูงที่สุด คือ 93.33 เปอร์เซ็นต์ (ภาพที่12ก) 
รองลงมาคือ เชื้อแบคทีเรีย  B. cereus SRSHP19 ในรูปของเซลล์ Cell-free culture filtrate (CFF) 
สามารถยับยั้งเส้นใยของเชื้อรา Trichoconis sp., Sarocladium sp., Curvularia sp. (ภาพที่ 12ข)
และ Fusarium sp. ได้  86.67  เปอร์เซ็นต์  B. siamensis BRBD12 ในรูปของเซลล์  Cell-free 
culture filtrate (CFF) สามารถยับยั้งเส้นใยของเชื้อรา Curvularia sp. ได้ 85.00  เปอร์เซ็นต์ ไอโซ
เลต B. siamensis UBU1 ในรูปของเซลล์ Cell-free culture filtrate (CFF) สามารถยับยั้งเส้นใย
ของเชื้อรา Trichoconis sp. ได้ 84.44 เปอร์เซ็นต์  ไอโซเลต B. cereus SKNK4 ในรูปของเซลล์ 
Cell-free culture filtrate (CFF) สามารถยับยั้งเส้นใยของเชื้อรา Sarocladium sp. ได้ 84.44 
เปอร์ เซ็นต์  ไอโซเลต B. cereus SRSHP19 ในรูปของเซลล์  Cell-free culture filtrate (CFF) 
สามารถยับยั้งเส้นใยของเชื้อรา Bipolaris sp. ได้ 83.89 เปอร์เซ็นต์ เชื้อแบคทีเรีย B. siamensis 
SKKH3 ในรูปของเซลล์ cell suspension (CS) สามารถยับยั้งเส้นใยของเชื้อรา Sarocladium sp. 
ได้ 83.33 เปอร์เซ็นต์ (ภาพที่ 12ค) และเชื้อแบคทีเรีย B. siamensis UBU1 ที่อยู่ในรูปของเซลล์ 
cell suspension (CS) ยับยั้งการเจริญของเส้นใยเชื้อรา Curvularia sp. ได้น้อยที่สุด (ภาพที่12ง) 
เชื้อแบคทีเรีย B. siamensis BRBD12 ในรูปของเซลล์ Cell-free culture filtrate (CFF) สามารถ
ยับยั้งเส้นใยของเชื้อรา Cercospora sp. ได้ 82.22 เปอร์เซ็นต์ และเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis 
SKNK3 ในรูป ของเซลล์  Cell-free culture filtrate (CFF) สามารถยับยั้ ง เส้ น ใยของเชื้ อ รา 
Trichoconis sp. ได้ 80.00 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 17) 
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ผลการทดลองท่ี 3 การทดสอบประสิทธิภาพเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการยับยั้งการ
งอกสปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว 

  
 จากผลการทดสอบรูปแบบเซลล์ของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. (การทดลองที่ 2) คัดเลือก
แบคที เรีย Bacillus sp. ที่มีประสิทธิภาพ  จำนวน 5 ไอโซเลต คือ B. siamensis UBU1, B. 
siamensis BRBD12, B. siamensis SKKH3, B. siamensis SKKK4 และ B. cereus SRSHP19 มา
ทดสอบการยับยั้งการงอกของสปอร์เชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง 6 ชนิด ได้แก่ Trichoconis sp.  
Sarocladium sp. Cercospora sp. Bipolaris sp. Curvularia sp. และ Fusarium sp. ผลการ
ทดลองพบว่า ค่าปฏิสัมพันธ์ระหว่างแบคทีเรีย Bacillus sp. และเชื้อสาเหตุโรคเมล็ดด่าง 6 ชนิด มี
ความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (ตารางท่ี 18)  
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus sp. ในการยับยั้งการงอกของสปอร์เชื้อรา
สาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าว พบว่า ไอโซเลต B. siamensis SKKK4 และ B. siamensis SKKH3 สามารถ
ยับยั้งการงอกของสปอร์เชื้อราได้ดีที่สุด คือ 93.83 และ 91.20 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ Bacillus 
cereus SRSHP19 เท่ากับ 89.75 เปอร์เซ็นต์ B. siamensis UBU1 เท่ากับ 86.48 เปอร์เซ็นต์ และ 
B. siamensis BRBD12 เท่ากับ 84.00 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และพบว่า Bacillus sp. สามารถ
ยับยั้งการงอกสปอร์ของเชื้อรา Curvularia sp. ได้ดีที่สุด 100.00 เปอร์เซ็นต์ (ภาพที่ 13ข) รองลงมา
คื อ  ยั บ ยั้ ง ก า ร งอ ก ส ป อ ร์ ข อ ง เชื้ อ ร า  Fusarium sp., Cercospora sp.,  Trichoconis sp., 
Sarocladium sp. และ Bipolaris sp. ได้ 89.68, 87.55, 88.55, 86.10 และ 82.45 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลำดับ (ตารางท่ี 18) 
 จากการทดสอบประสิทธิภาพของ Bacillus sp. จำนวน 5 ไอโซเลต ในการยับยั้งการงอก
ของสปอร์ เชื้อรา 6 ชนิด พบว่า B. siamensis UBU1, B. siamensis BRBD12, B. siamensis 
SKKH3, B. siamensis SKKK4 และ B. cereus SRSHP19 สามารถยับยั้ งการงอกสปอร์เชื้อรา 
Curvularia sp. ได้ดีที่สุด 100 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ ไอโซเลต B. siamensis SKKK4 สามารถ
ยับยั้งการงอกสปอร์ของเชื้อรา Cercospora sp. ได้ 96.00 เปอร์เซ็นต์ B. cereus SRSHP19 ยับยั้ง
การงอกสปอร์ของเชื้อรา Sarocladium sp. ได้ 96.00 เปอร์เซ็นต์ ไอโซเลต B. siamensis SKKK4 
ยับยั้ งการงอกสปอร์ของเชื้อรา  Trichoconis sp. และ Fusarium sp. ได้  95.00 และ 94.00 
เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และ B. cereus SRSHP19 ยับยั้งการงอกสปอร์ของเชื้อรา Trichoconis sp. 
ได้ 94.00 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 18) 



 

 

  
 

79 

ตารางท่ี  18  ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการยับยั้งการงอกของสปอร์เชื้อรา
สาเหตุโรคเมล็ดด่าง 

Factor  เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญ (%) 

Bacillus sp. (A) 

Bacillus siamensis UBU1  86.48 BC 
Bacillus siamensis BRBD12 84.00 C 
Bacillus siamensis SKKH3 91.20 A 
Bacillus siamensis SKKK4 93.83 A 
Bacillus cereus SRSHP19 89.75 AB 
F-test ** 

Fungi (B) 

Trichoconis sp.   88.55 B 
Sarocladium sp. 86.10 BC 
Cercospora sp. 87.55 B 
Bipolaris sp. 82.45 C 
Curvularia sp. 100.00 A 
Fusarium sp. 89.68 B 

F-test ** 
A x B * 

CV 9.08 
หมายเหตุ: ตัวอักษรเดียวกันหรือไม่มีตัวอักษรภายในคอลมัน์เดียวกนัไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ, **= มีความ
แตกต่างกันทางสถิติที่ความเชื่อมัน่ 99%  
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ภาพที่ 13 ผลของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการงอกของสปอร์เชื้อรา Curvularia sp. สาเหตุ
โรคเมล็ดด่าง ก) ชุดควบคุม ข) สปอร์เชื้อราที่ทดสอบร่วมกับเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp.  

ค) germ tube 
 

ผลการทดลองท่ี 4 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการงอก
ของเมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 

จากการทดสอบผลของ Bacillus sp. จำนวน 5 ไอโซเลต ได้แก่ B. cereus SRSHP19, B. 
siamensis SKKH3, B. siamensis BRBD12, B. siamensis SKKK4 และ B. siamensis UBU1 ต่อ
การงอกและการเจริญเติบโตของต้นอ่อนข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ในระยะเวลา 7 และ 14 วัน
หลังจากการปลูก พบว่า ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ที่คลุกด้วย Bacillus sp. ภายใต้เงื่อนไขการ
ทดลองในห้องปฏิบัติการ ไม่มีความแตกต่างทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ  
กล่าวคือ การงอกของเมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 มีการงอกของเมล็ดข้าวอยู่ในช่วง 85.50 -
91.50 เปอร์เซ็นต์ หลังจากเพาะเมล็ดได้ 7 วัน  และการงอกของเมล็ดข้าวอยู่ในช่วง 89.50 -93.50 
เปอร์เซ็นต์ หลังจากเพาะเมล็ดได้ 14 วัน  ตามลำดับ ซึ่งกรมการข้าวได้กำหนดมาตรฐานสำหรับ
เปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดข้าว > 80.00 เปอร์เซ็นต์ และดัชนีการงอกอยู่ในช่วง 6.18 -6.53 ในช่วง 
7 วันหลังเพาะเมล็ด และ 3.19-3.34 ในช่วง 14 วันหลังเพาะเมล็ด (ตารางที่ 19) แสดงให้เห็นว่าการ

ก 

ข 

ค 
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คลุกเมล็ดด้วยเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ไม่ส่งผลกระทบตอการงอกของเมล็ดข้าว และเมล็ดข้าวยัง
เป็นไปตามมาตรฐานของกรมการข้าวกำหนดไว้ 

 
ตารางท่ี  19 ผลของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการงอกของเมล็ดและดัชนีการงอกของเมล็ดข้าว

ขาวดอกมะลิ 105 ที่อายุ 7 และ 14 วันหลังเพาะ 

กรรมวิธี 
เปอร์เซ็นต์การงอก (%) ดัชนีการงอก 

7 วัน 14 วัน 7 วัน 14 วัน 

Control (กรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ ) 91.50 92.50 6.53 3.30 

Bacillus cereus SRSHP19 88.50 92.50 6.32 3.30 
Bacillus siamensis SKKH3 89.00 93.50 6.36 3.34 
Bacillus siamensis BRBD12 86.50 89.50 6.18 3.19 
Bacillus siamensis SKKK4 91.00 93.00 6.50 3.32 
Bacillus siamensis UBU1 85.50 89.50 6.53 3.19 

F-test ns ns ns ns 

C.V. (%) 5.89 3.94 5.87 3.99 
หมายเหตุ: ตัวอักษรเดียวกันหรือไม่มีตัวอักษรในคอลมัน์เดยีวกันไมม่ีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ ns= ไมม่ีความ

แตกต่างกันทางสถิต ิ

 
จากผลการตรวจสอบพลังงานในการงอก (Energy of germination) หลังการเพาะเมล็ด 14 

วัน มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ  พบว่า  ไอโซเลต  B. cereus SRSHP19, B. 
siamensis SKKH3, B. siamensis BRBD12 และกรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ  มีพลังงานในการงอก
มากที่สุด 70.00, 72.00, 73.00 และ 74.50 ตามลำดับ (ตารางท่ี 20) 

อัตราการความเร็วในการงอกของเมล็ดข้าวหลังจากได้รับเชื้อ Bacillus sp. มีความแตกต่าง
กันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญยิ่ง พบว่า ไอโซเลต B. cereus SRSHP19, B. siamensis SKKH3, B. 
siamensis BRBD12 และกรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ มีอัตราความเร็วในการงอกมากที่สุด เท่ากับ 
82.62, 81.07, 81.11 และ 81.12 ตามลำดับ (ตารางท่ี 20) 

ดัชนีความแข็งแรงของต้นกล้า (Seeding Vigor Index) หลังจากได้รับเชื้อ Bacillus sp. มี
ความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญยิ่ง โดย B. siamensis SKKK4 มีดัชนีความแข็งแรง มาก
ที่สุด คือ  1831.80 รองลงมาคือ B. siamensis SKKH3  (1801.40), B. cereus SRSHP19 
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(1685.90), B. siamensis BRBD12 (1551.80), กรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ  (1495.10) และ B. 
siamensis UBU1 (1350.10) ตามลำดับ (ตารางท่ี 20) 
 
ตารางท่ี  20 พลังงานในการงอก อัตราการความเร็วในการงอก และดัชนีความแข็งแรงของต้นกล้า 

ข้าวขาวดอกมะลิ 105 หลังจากได้รับแบคทีเรีย Bacillus sp. ที่อายุ 14 วันหลังการ
เพาะเมล็ด 

กรรมวิธี พลังงานในการงอก อัตราการความเร็ว
ในการงอก 

ดัชนีความแข็งแรง
ของต้นกล้า 

Control (กรรมวิธีควบคุมไม่
คลุกเชื้อ ) 

74.50 A 81.12 A 1,495.10 D 

B. cereus SRSHP19 73.00 A 82.62 A 1,685.90 BC 
B. siamensis SKKH3 72.00 A 81.07 A 1,801.40 AB 
B. siamensis BRBD12 70.00 A 81.11 A 1,551.80 CD 
B. siamensis SKKK4 64.50 AB 70.95 AB 1,831.80 A 
B. siamensis UBU1 51.00 B 65.46 B 1,350.10 E 

F-test * * ** 

C.V. (%) 15.04 14.21 5.64 
หมายเหตุ: ตัวอักษรเดียวกันหรือไม่มีตัวอักษรภายในคอลมัน์เดียวกนัไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ, *= มีความ

แตกต่างกันทางสถิติที่ความเชื่อมัน่ 95%, **= มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 99%, ns= ไม่
มีความแตกต่างกันทางสถิต ิ
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 การประเมินการเจริญเติบโตของต้นกล้าข้าวเป็นเวลา 14 วัน (ภาพที่ 14) ได้วัดความยาวของ
ต้น ความยาวของราก น้ำหนักสด และน้ำหนักแห้งรวมของรากและต้น (ภาพที่ 15) ผลการทดลอง
พบว่า ความยาวของต้นกล้ามีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญยิ่ง โดยเชื้อแบคทีเรีย B. 
siamensis SKKH3 ส่งผลต่อความยาวรากมากท่ีสุด คือ 7.77 เซนติเมตร รองลงมาคือ B. siamensis 
SKKK4 เท่ากับ 7.15 เซนติเมตร เชื้อแบคทีเรีย B. siamensis BRBD12, B. cereus SRSHP19 และ 
B. siamensis UBU1 ส่งผลต่อความยาวราก เท่ากับ 6.18, 6.17 และ 5.71 เซนติเมตร ตามลำดับ 
แต่เมล็ดข้าวที่ไม่คลุกเชื้อความรากต่ำที่สุด จากการประเมินน้ำหนักต้นสดพบว่ามีความแตกต่างกัน
ทางสถิต โดยเชื้อแบคทีเรีย  B. siamensis SKKK4 ส่งผลให้ต้นกล้าข้าวมีน้ำหนักต้นสดมากที่สุดคือ 
2.28 กรัมต่อต้น รองลงมาคือ B. cereus SRSHP19, B. siamensis SKKH3 และ B. siamensis 
BRBD12 ต้นกล้าข้าวมีน้ำหนักต้นสด อยู่ในช่วง 2.05-2.15 กรัมต่อต้น ในส่วนของ B. siamensis 
UBU1 และกรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ  ต้นกล้าข้าวมีน้ำหนักต้นสดน้อยที่สุด คือ 1.91 และ 1.79 
กรัมต่อต้น ตามลำดับ (ตารางท่ี 21)  

 
ภาพที่ 14 การเจริญเติบโตของต้นกล้าข้าวขาวดอกมะลิ 105 หลังปลูกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. 

เป็นเวลา14 วัน 
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ภาพที่ 15 ลักษณะตัวอย่างต้นกล้าที่ได้รับเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. เป็นเวลา 14 วันหลังเพาะ ซึ่ง

นำมาวัดความยาวต้น ความยาวของราก น้ำหนักสด และน้ำหนักแห้งรวมของรากและต้นกล้า 

 

ตารางท่ี  21 ผลของต้นกล้าที่ได้รับเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการเจริญเติบโต น้ำหนักรากและ
น้ำหนักต้น ที่อายุ 14 วันหลังเพาะ 

กรรมวิธี การเจริญเติบโต 
(เซนติเมตร) 

น้ำหนักราก 
(กรัม/ต้น) 

น้ำหนักต้น 
(กรัม/ต้น) 

ความยาว
ราก 

ความ
ยาวต้น 

น้ำหนัก
สด 

น้ำหนัก
แห้ง 

น้ำหนัก
สด 

น้ำหนัก
แห้ง 

Control (กรรมวิธีควบคุมไม่
คลุกเชื้อ ) 

5.59 A 5.30 1.25 0.02 1.79 C 0.32 

B. cereus SRSHP19 6.17 BC 6.53 1.23 0.02 2.15 B 0.29 
B. siamensis SKKH3 7.77 A 5.72 1.28 0.02 2.05 B 0.32 
B. siamensis BRBD12 6.18 BC 5.78 1.32 0.03 2.10 B 0.39 
B. siamensis SKKK4 7.15 AB 6.27 1.26 0.03 2.28 A  0.38 
B. siamensis UBU1 5.71 C 5.90 1.28 0.02 1.91 C 0.35 
F-test ** ns ns ns ** ns 
C.V. (%) 10.67 9.15 4.01 3.56 8.71 12.31 
หมายเหตุ: ตัวอักษรเดียวกันหรือไม่มีตัวอักษรภายในคอลมัน์เดียวกนัไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ, **= มีความ

แตกต่างกันทางสถิติที่ความเชื่อมัน่ 99%, ns= ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ 
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จากผลการทดสอบเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อพารามิเตอร์ทางชีวเคมีของต้นกล้าข้าว 
พบว่าต้นกล้าข้าวที่เคลือบเมล็ดด้วย  Bacillus sp. มีปริมาณน้ำตาลแตกต่างกันทางสถิติอย่างมี
นัยสำคัญยิ่ง โดยเมล็ดข้าวที่ได้รับเชื้อแบคทีเรีย B. siamensis BRBD12 มีปริมาณน้ำตาลมากที่สุด 
คือ 6.62 มิลลิกรัม/กรัมของน้ำหนักสด รองลงมาคือ ไอโซเลต B. siamensis SKKH3, B. cereus 
SRSHP19, B. siamensis UBU1, B. siamensis SKKK4 และกรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ  มีปริมาณ
น้ำตาล เท่ากับ 5.78, 4.76, 4.32, 3.99 และ 3.88 มิลลิกรัม/กรัมของน้ำหนักสด ตามลำดับ (ตารางที่ 
22) 

จากผลการทดสอบเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อพารามิเตอร์ทางชีวเคมีของต้นกล้าข้าว 
พบว่าต้นกล้าข้าวที่เคลือบเมล็ดด้วย Bacillus sp. มีปริมาณอะมิโนแตกต่างกันทางสถิติอย่างมี
นัยสำคัญยิ่ง โดย เมล็ดข้าวที่ได้รับเชื้อแบคทีเรีย B. siamensis SKKK4 มีปริมาณอะมิโนมากที่สุด คือ 
2.83 มิลลิกรัม/กรัมของน้ำหนักสด รองลงมาคือ B. siamensis SKKH3, B. siamensis BRBD12, B. 
cereus SRSHP19, กรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ  และ B. siamensis UBU1 มีปริมาณน้ำตาล เท่ากับ 
2.51, 1.79, 1.34, 1.45 และ 1.22 มิลลิกรัม/กรัมของน้ำหนักสด ตามลำดับ (ตารางที่ 22) 

จากผลการทดสอบเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อพารามิเตอร์ทางชีวเคมีของต้นกล้าข้าว 
พบว่าต้นกล้าข้าวที่เคลือบเมล็ดด้วย Bacillus sp. มีปริมาณคลอโรฟิลล์ทั้งหมดแตกต่างกันทางสถิติ
อย่างมีนัยสำคัญยิ่ง โดยเมล็ดข้าวที่ได้รับเชื้อแบคทีเรีย B. siamensis SKKH3 มีปริมาณคลอโรฟิลล์
ทั้งหมดมากที่สุด คือ 42.66 ไมโครกรัม/กรัมของน้ำหนักสด รองลงมาคือ B. siamensis SKKK4, B. 
cereus SRSHP19, B. siamensis BRBD12, B. siamensis UBU1 และกรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ 
มีปริมาณน้ำตาล เท่ากับ 42.02,39.05, 35.79, 36.21 และ 30.69 ไมโครกรัม/กรัมของน้ำหนักสด 
ตามลำดับ (ตารางที่ 22) 

จากผลการทดสอบเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อพารามิเตอร์ทางชีวเคมีของต้นกล้าข้าว 
พบว่าต้นกล้าข้าวที่เคลือบเมล็ดด้วย Bacillus sp. มีปริมาณแคโรทีนอยด์แตกต่างกันทางสถิติอย่างมี
นัยสำคัญยิ่ง โดยเมล็ดข้าวที่ได้รับเชื้อแบคทีเรีย Bacillus siamensis BRBD12 มีปริมาณแคโรที
นอยด์มากที่สุด คือ 1.68 ไมโครกรัม/กรัมของน้ำหนักสด รองลงมาคือ B. siamensis SKKH3, B. 
siamensis UBU1, B. siamensis SKKK4, B. cereus SRSHP19 และกรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ มี
ปริมาณน้ำตาล เท่ากับ 1.20, 1.23, 0.91, 0.75 และ 0.52 ไมโครกรัม/กรัมของน้ำหนักสด ตามลำดับ 
(ตารางที่ 22)  
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ตารางท่ี  22 ผลของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อพารามิเตอร์ทางชีวเคมีของข้าวขาวดอกมะลิ 
105 ที่อายุ 14 วันหลังเพาะ 

กรรมวิธี 

Sugar 
Estimation 

(mg g-1 FW) 

Free Amino 
acid 

(mg g-1 FW) 

Total 
Chlorophyll 

(µg g-1 FW) 

Carotenoids 

(µg g-1 FW) 

Control (ชุดควบคุมน้ำ)กลั่น 3.88 D 1.45 C 30.69 D 0.52 D 

B. cereus SRSHP19 4.76 C 1.34 C 39.05 BC 0.75 CD 

B. siamensis SKKH3 5.78 B 2.51 AB 42.66 A 1.20 B 

B. siamensis BRBD12 6.62 A 1.79 BC 35.79 C 1.68 A 

B. siamensis SKKK4 3.99 D 2.83 A 42.02 AB 0.91 C 

B. siamensis UBU-1 4.32 CD 1.22 C 36.21 C 1.23 B 

F-test ** ** ** ** 

C.V. (%) 6.23 16.19 3.83 9.16 
หมายเหตุ: ตัวอักษรเดียวกันหรือไม่มีตัวอักษรภายในคอลมัน์เดียวกนัไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ, **= มีความ

แตกต่างกันทางสถิติที่ความเชื่อมัน่ 99% 

 
ผลการทดลองท่ี 5 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการลดโรค

เมล็ดด่างข้าว ในสภาพเรือนทดลอง 
 จากการทดสอบเชื้ อแบคที เรีย Bacillus sp. จำนวน 5 ไอโซเลต ได้แก่  B. cereus 
SRSHP19, B. siamensis SKKH3, B. siamensis BRBD12, B. siamensis SKKK4 แ ล ะ  B. 
siamensis UBU1 เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมใช้ B. subtilis การค้าชื่อไบโอเบส กรรมวิธี
ควบคุมใช้สารเคมี และกรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ  ในการทดสอบการลดโรคเมล็ดด่างของข้าวพันธุ์
ขาวดอกมะลิ 105 ในสภาพเรือนทดลอง จากการตรวจสอบลักษณะของโรคที่ปรากฏบนเมล็ดข้าว
พันธุ์ขาวดอกมะลิ105 พบว่า การเกิดโรคเมล็ดด่างมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญยิ่ง 
ประเมินอาการบนเมล็ดข้าวมีลักษณะเป็นจุดสีน้ำตาลดังภาพที่ 16 และทำการแยกเมล็ดดี เมล็ดที่มี
อาการด่าง และเมล็ดลีบ (ภาพที่ 16) เพ่ือทำการเปรียบเทียบกรรมวิธีกรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ , 
กรรมวิธี B. subtilis การค้าชื่อไบโอเบส, กรรมวิธีควบคุมใช้สารเคมี และเชื้อแบคทีเรีย B. cereus 
SRSHP19 ร่วมกับการปลูกเชื้อรา Sarocladium sp., B. cereus SRSHP19 ร่วมกับการปลูกเชื้อรา 
Bipolaris sp., B. siamensis BRBD12 ร่ วมกับการปลูก เชื้ อรา  Sarocladium sp., B. cereus 
SRSHP19 ร่วมกับการปลูกเชื้อรา Bipolaris sp. มีการเกิดโรคเมล็ดด่างอยู่ที่ 84.68, 82.86, 81.58, 
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72.78, 68.86, 68.86 และ 68.42 เปอร์เซ็นต์  ตามลำดับ และ กรรมวิธี  B. cereus SRSHP19 
ร่วมกับการปลูกเชื้อรา Trichoconis sp.  มีการเกิดโรคน้อยที่สุด คือ  59.02 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 
23) เมล็ดข้าวที่ไม่มีอาการแผลจุดบนเปลือกเมล็ดเมื่อทำการขัดสีไม่พบการแตกหักของเมล็ด (ภาพที่ 
17ก) แต่เมล็ดข้าวที่มีอาการเมล็ดด่างเมื่อนำเมล็ดข้าวขัดสีข้าวกล้องพบการแตกหักและเมล็ดมีรอย
ร้าว(ภาพท่ี 17ข)  

  
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 16 ลักษณะของโรคท่ีปรากฏบนเมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ105 

ก) เมล็ดที่ไม่มีอาการของโรคเมล็ดด่าง  
ข) จุด (เมล็ดที่มีลักษณะของแผลรูปร่างค่อนข้างกลม มีขนาดเล็ดกว่า 0.1 มม.)  
ค) แผล (เมล็ดที่มีลักษณะของแผลมีขนาดใหญ่กว่า 0.1 มม.) 
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ภาพที่ 17 ลักษณะของโรคท่ีปรากฏบนเมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 

ก1) เมล็ดที่ไม่มีอาการของโรคเมล็ดด่าง  
ก2) เมล็ดข้าวที่ผ่านการขัดสีข้าวกล้อง  
ก3) เมล็ดข้าวที่ผ่านการขัดขาว  
ข1) เมล็ดที่แสดงอาการโรคเมล็ดด่างบนเปลือก  
ข2) เมล็ดข้าวที่ผ่านการขัดสีข้าวกล้อง  
ข3) เมล็ดข้าวที่ผ่านการขัดขาว  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 18 ลักษณะของเมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ก) เมล็ดข้าวที่ไม่มีอาการของโรคเมล็ดด่าง 
ข) เมล็ดข้าวที่มีลักษณะของอาการโรคเมล็ดด่างข้าว ค) เมล็ดข้าวลีบ 
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จากการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อองค์ประกอบผลผลิตข้าว
พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ในสภาพเรือนทดลอง พบว่า น้ำหนัก 1 ,000 เมล็ด มีความแตกต่างกันทาง
สถิติอย่างมีนัยสำคัญยิ่ง โดยกรรมวิธี B. cereus SRSHP19 ที่มีการปลูกเชื้อรา Trichoconis sp.,  B. 
siamensis SKKH3 ที่มีการปลูกเชื้อรา Sarocladium sp.,  ส่งผลให้น้ำหนัก 1,000 เมล็ด 24.30 
และ 24.19 กรัม ตามลำดับ หลังจากนำเมล็ดข้าวเปลือกไปขัดสีเป็นข้าวกล้อง แล้วนำมาคัดแยกเป็น
เมล็ดข้าวที่มีลักษณะสมบูรณ์หรือเต็มเมล็ด และส่วนของเมล็ดข้าวหัก (น้ำหนักเมล็ดข้าวดีมีความ
แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญยิ่ง โดยกรรมวิธีสารเคมี และ Bacillus subtilis การค้าชื่อไบโอ
เบส ส่งผลให้น้ำหนักเมล็ดข้าวดี 85.18 และ 82.00 กรัม ตามลำดับ ลักษณะของน้ำหนักเมล็ดข้าวหัก 
มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญยิ่ง โดยกรรมวิธีสารเคมี  ไบโอเบส มีเปอร์เซ็นต์เมล็ดข้าว
หักน้อยที่สุด 14.32 และ 14.26 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ Bacillus UBU1 ที่มีการปลูกเชื้อรา 
Fusarium sp., B. siamensis BRBD12 ที่มีการปลูกเชื้อรา Trichoconis sp. คือ 24.64, 24.64 
เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ น้ำหนักต้นสดและน้ำหนักต้นแห้ง มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ
ยิ่ง โดยกรรมวิธี B. siamensis BRBD12 ที่มีการปลูกเชื้อรา Trichoconis sp. และ Bacillus UBU1 
ที่มีการปลูกเชื้อรา Fusarium sp. มีน้ำหนักต้นสดอยู่ที่  445.28, 445.28, 313.70 และ 313.70  
กรัม (ตารางท่ี 24) 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อองค์ประกอบผลผลิตข้าว
พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ในสภาพเรือนทดลอง พบว่า ลักษณะเมล็ดปกติ (ภาพที่ 20ก และ 21ก) มี
ความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญยิ่ง โดยกรรมวิธี B. siamensis BRBD12 ที่มีการปลูกเชื้อ
รา  Trichoconis sp.,  B. siamensis BRBD12 ที่ มี การปลูก เชื้ อรา  Sarocladium sp. และ  B. 
siamensis UBU1 ที่มีการปลูกเชื้อรา  Curvularia sp. 24.79, 24.59 และ 24.59 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลำดับ ลักษณะเมล็ดลีบ (ภาพที่ 21ค) มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญยิ่ง โดย
ก ร ร ม วิ ธี  B. siamensis SKKK4 ที่ มี ก า รป ลู ก เชื้ อ ร า  6 ช นิ ด ร ว ม กั น  (Trichoconis sp.+ 
Sarocladium sp. + Cercospora sp. + Bipolaris sp. + Curvularia sp. + Fusarium sp.) และ 
B. siamensis BRBD12 ที่มีการปลูกเชื้อรา Trichoconis sp.  มีเปอร์เซ็นต์เมล็ดลีบน้อยที่สุด 4.56 
เปอร์เซ็นต์ ส่วนกรรมวิธีที่มีเปอร์เซ็นต์เมล็ดลีบมากที่สุด คือ กรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ 9.83 
เปอร์เซ็นต์ และ B. cereus SRSHP19 ที่มีการปลูกเชื้อรา Trichoconis sp.  มีเปอร์เซ็นต์เมล็ดลีบ 
9.01 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 24) 

ผลการศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อผลผลิตข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 
105 ในสภาพเรือนทดลอง พบว่าผลผลิตข้าวมีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่น 99% โดย กรรมวิธีที่มีการฉีดพ่นเชื้อแบคทีเรีย B. siamensis BRBD12 ร่วมกับเชื้อรา 
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Curvularia sp. สามารถให้ผลผลิตต่อไร่ได้สูงสุดที่ 0.97 กิโลกรัมต่อหน่วยทดลอง ซึ่งผลผลิตสูงกว่า
ชุดควบคุมสารเคมีและกรรมวิธีที่ฉีดพ่นด้วยเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis การค้าชื่อไบโอเบส (0.58 
กิโลกรัมต่อหน่วยทดลอง) เชื้อแบคทีเรีย B. siamensis SKKH3 ร่วมกับการฉีดพ่นเชื้อราหลายชนิด 
ผลผลิตที่ได้มีการแสดงถึงประสิทธิภาพที่ดีสูงสุดในกลุ่มที่ใช้ B. siamensis SKKH3 ฉีดพ่นในกรรมวิธี
ที่มีเชื้อรา Trichoconis sp. ได้ผลผลิตข้าวเท่ากับ 0.93 กิโลกรัมต่อหน่วยทดลอง และ B. siamensis 
SKKH3 ฉีดพ่นในกรรมวิธีที่มีเชื้อรา Sarocladium sp. ได้ผลผลิตข้าวเท่ากับ 0.94 กิโลกรัมต่อหน่วย
ทดลอง (ตารางท่ี 24) 

จากผลการทดสอบพบว่าเชื้อแบคทีเรีย B. siamensis สามารถช่วยเพ่ิมผลผลิตข้าวได้ใน
หลายกรรมวิธี ทั้งนี้ผลผลิตของข้าวในแต่ละกลุ่มมีความแตกต่างอย่างชัดเจน ซึ่งบ่งชี้ถึงความสามารถ
ในการเสริมประสิทธิภาพการผลิตของข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ในสภาพเรือนทดลอง 

นอกจากนี้ยังพบว่าในกรณีของการใช้สารเคมี (Control -) ผลผลิตต่อไร่มีค่าน้อยกว่ากลุ่มที่
ใช้เชื้อ Bacillus sp. ซึ่งสะท้อนถึงผลลัพธ์ที่ดีในการใช้เทคโนโลยีชีวภาพในทางการเกษตร 
  

 



 

 

  
 

94 

  

ตา
รา

งที่
  2

4 
 ป

ระ
สิท

ธิภ
าพ

ขอ
งเช

ื้อแ
บค

ทีเ
รีย

 B
ac

illu
s s

p.
 ต่

อน
้ำห

นัก
 1

,00
0 

เม
ล็ด

 น
้ำห

นัก
เม

ล็ด
ข้า

วด
ี น

้ำห
นัก

เม
ล็ด

ข้า
วห

ัก 
แล

ะผ
ลผ

ลิต
ต่อ

ต่อ
หน

่วย
ทด

ลอ
งข

อง
ข้า

วพ
ันธ

ุ์ขา
วด

อก
มะ

ลิ1
05

 ใน
สภ

าพ
เรือ

นท
ดล

อง
 

กร
รม

วิธ
ี 

น้ำ
หน

ัก 
1,0

00
 

เม
ล็ด

 (ก
รัม

) 
น้ำ

หน
ักเ

มล
็ดข

้าว
ดี 

(ก
รัม

) 
น้ำ

หน
ักเ

มล
็ดข

้าว
หัก

 
(ก

รัม
) 

ผล
ผล

ิตต
่อต

่อห
น่ว

ย
ทด

ลอ
ง (

กก
.) 

Co
nt

ro
l +

 (ก
รร

มว
ิธีไ

ม่ค
ลุก

เช
ื้อ)

 แ
ช่เ

มล
็ดข

้าว
ใน

น้ำ
ปล

อด
เช

ื้อ
นา

น 
24

 ช
ั่วโ

มง
  

22
.89

 B
-I 

43
.81

 J 
56

.16
 A

 
0.1

4 
L 

Co
nt

ro
l -

 (ก
รร

มว
ิธีใ

ช้ส
าร

เค
มี)

 
23

.51
 A

-F
 

85
.18

 A
 

14
.32

 J 
0.8

2 
D 

Co
nt

ro
l ก

รร
มว

ิธีใ
ช้ 

Ba
cil

lu
s s

ub
til

is 
กา

รค้
าช

ื่อไ
บโ

อเ
บส

 
21

.50
 JK

L 
82

.00
 A

 
14

.26
 J 

0.5
8 

H 
Ba

cil
lu

s c
er

eu
s S

RS
HP

19
 +

 เช
ื้อร

า T
ric

ho
co

nis
 sp

.  
 

24
.30

 A
 

59
.52

 I 
40

.76
 B

 
0.4

4 
K 

Ba
cil

lu
s c

er
eu

s S
RS

HP
19

 +
 เช

ื้อร
า S

ar
oc

la
diu

m
 sp

. 
24

.02
 A

B 
73

.11
 B

CD
 

25
.40

 H
I 

0.6
3 

FG
 

Ba
cil

lu
s c

er
eu

s S
RS

HP
19

 +
 เช

ื้อร
า C

er
co

sp
or

a 
sp

. 
23

.58
 A

BC
DE

 
66

.71
 H

 
32

.36
 C

 
0.6

1 
FG

 
Ba

cil
lu

s c
er

eu
s S

RS
HP

19
 +

 เช
ื้อร

า B
ipo

la
ris

 sp
. 

23
.20

 A
-H

 
69

.07
 E

FG
H 

29
.83

 C
DE

F 
0.4

8 
I 

Ba
cil

lu
s c

er
eu

s S
RS

HP
19

 +
 เช

ื้อร
า C

ur
vu

la
ria

 sp
. 

22
.81

 C
-I 

67
.95

 H
 

30
.99

 C
D 

0.5
7 

H 
Ba

cil
lu

s c
er

eu
s S

RS
HP

19
 +

 เช
ื้อร

า F
us

ar
ium

 sp
.  

22
.43

 E
-J 

68
.38

 F
GH

 
30

.56
 C

DE
 

0.4
5 

JK
 

Ba
cil

lu
s c

er
eu

s S
RS

HP
19

 +
 เช

ื้อร
า T

ric
ho

co
nis

 sp
.  

+ 
Sa

ro
cla

diu
m

 sp
. +

 C
er

co
sp

or
a 

sp
. +

 B
ipo

la
ris

 sp
. +

 
Cu

rv
ul

ar
ia 

sp
. +

 F
us

ar
ium

 sp
. 

22
.05

 H
IJK

 
68

.22
 F

GH
 

30
.70

 C
DE

 
0.4

8 
I 

Ba
cil

lu
s s

iam
en

sis
 S

KK
H3

 +
 เช

ื้อร
า T

ric
ho

co
nis

 sp
.  

 
20

.00
 M

 
72

.55
 B

CD
 

26
.80

 F
GH

I 
0.9

3 
BC

 
Ba

cil
lu

s s
iam

en
sis

 S
KK

H3
 +

 เช
ื้อร

า S
ar

oc
la

diu
m

 sp
. 

24
.19

 A
 

71
.48

 C
DE

F 
27

.75
 E

-I 
0.9

4 
BC

 
Ba

cil
lu

s s
iam

en
sis

 S
KK

H3
 +

 เช
ื้อร

า C
er

co
sp

or
a 

sp
. 

23
.68

 A
BC

D 
71

.32
 D

EF
G 

27
.89

 D
-H

 
0.9

5 
AB

C 
Ba

cil
lu

s s
iam

en
sis

 S
KK

H3
 +

 เช
ื้อร

า B
ipo

la
ris

 sp
. 

23
.29

 A
-G

 
68

.12
 G

H 
30

.81
 C

DE
 

0.9
5 

AB
 

Ba
cil

lu
s s

iam
en

sis
 S

KK
H3

 +
 เช

ื้อร
า C

ur
vu

la
ria

 sp
. 

22
.91

 B
-H

 
73

.21
 B

CD
 

27
.32

 F
GH

I 
0.9

2 
C 

  ห
มา

ยเ
หต

ุ: ต
ัวอ

ักษ
รเด

ยีว
กัน

หร
อืไ

ม่ม
ีตัว

อัก
ษร

ภา
ยใ

นค
อล

ัมน
์เด

ียว
กัน

ไม
่แต

กต
่าง

กัน
อย

่าง
มีน

ัยส
ำค

ัญ,
 **

= 
มีค

วา
มแ

ตก
ต่า

งกั
นท

าง
สถ

ิตทิ
ี่คว

าม
เชื่

อม
ั่น 

99
%

 

 



 

 

  
 

95 

  

ตา
รา

งท
ี่ 2

4 
ปร

ะส
ิทธ

ิภา
พข

อง
เช

ื้อแ
บค

ทีเ
รีย

 B
ac

illu
s s

p.
 ต่

อน
้ำห

นัก
 1

,00
0 

เม
ล็ด

 น
้ำห

นัก
เม

ล็ด
ข้า

วด
ี น

้ำห
นัก

เม
ล็ด

ข้า
วห

ัก 
แล

ะผ
ลผ

ลิต
ต่อ

ต่อ
หน

่วย
ทด

ลอ
ง 

ขอ
งข

้าว
พัน

ธุ์ข
าว

ดอ
กม

ะล
ิ10

5 
ใน

สภ
าพ

เรือ
น 

(ต
่อ)

 

กร
รม

วิธ
ี 

น้ำ
หน

ัก 
1,0

00
 เม

ล็ด
 

(ก
รัม

) 
น้ำ

หน
ักเ

มล
็ดข

้าว
ดี 

(ก
รัม

) 
น้ำ

หน
ักเ

มล
็ดข

้าว
หัก

 
(ก

รัม
) 

ผล
ผล

ิตต
่อต

่อห
น่ว

ย
ทด

ลอ
ง (

กก
.) 

Ba
cil

lu
s s

iam
en

sis
 S

KK
H3

 +
 เช

ื้อร
า F

us
ar

ium
 sp

.  
22

.50
 D

-J 
71

.41
 D

EF
G 

27
.81

 E
FG

H 
0.9

4 
BC

 
Ba

cil
lu

s s
iam

en
sis

 S
KK

H3
 +

 เช
ื้อร

า T
ric

ho
co

nis
 sp

.  
 

+ 
Sa

ro
cla

diu
m

 sp
. +

 C
er

co
sp

or
a 

sp
. +

 B
ipo

la
ris

 sp
. +

 
Cu

rv
ul

ar
ia 

sp
. +

 F
us

ar
ium

 sp
. 

22
.06

 H
IJK

 
72

.55
 B

CD
 

26
.80

 F
GH

I 
0.9

4 
AB

C 

Ba
cil

lu
s s

iam
en

sis
 B

R-
BD

12
 +

 เช
ื้อร

า T
ric

ho
co

nis
 sp

.  
 

20
.00

 M
 

74
.94

 B
 

24
.64

 I 
0.9

3 
BC

 
Ba

cil
lu

s s
iam

en
sis

 B
R-

BD
12

 +
 เช

ื้อร
า S

ar
oc

la
diu

m
 sp

. 
22

.72
 C

-I 
73

.41
 B

CD
 

26
.03

 G
HI

 
0.9

5 
AB

C 
Ba

cil
lu

s s
iam

en
sis

 B
R-

BD
12

 +
 เช

ื้อร
า C

er
co

sp
or

a 
sp

. 
22

.33
 F

GH
IJ 

72
.77

 B
CD

 
26

.59
 G

HI
 

0.9
4 

BC
 

Ba
cil

lu
s s

iam
en

sis
 B

R-
BD

12
 +

 เช
ื้อร

า B
ipo

la
ris

 sp
. 

21
.50

 JK
L 

73
.93

 B
CD

 
25

.55
 G

HI
 

0.9
5 

AB
C 

Ba
cil

lu
s s

iam
en

sis
 B

R-
BD

12
 +

 เช
ื้อร

า C
ur

vu
la

ria
 sp

. 
21

.12
 K

LM
 

73
.44

 B
CD

 
25

.99
 G

HI
 

0.9
7 

A 
Ba

cil
lu

s s
iam

en
sis

 B
R-

BD
12

 +
 เช

ื้อร
า F

us
ar

ium
 sp

.  
24

.02
 A

B 
73

.19
 B

CD
 

26
.22

 G
HI

 
0.9

2 
C 

Ba
cil

lu
s s

iam
en

sis
 B

R-
BD

12
 +

 เช
ื้อร

า T
ric

ho
co

nis
 sp

.+
 

Sa
ro

cla
diu

m
 sp

. +
 C

er
co

sp
or

a 
sp

p.
 +

 B
ipo

la
ris

 sp
. +

 
Cu

rv
ul

ar
ia 

sp
. +

 F
us

ar
ium

 sp
. 

22
.72

 C
-I 

73
.67

 B
CD

 
25

.79
 G

HI
 

0.9
2 

C 

Ba
cil

lu
s s

iam
en

sis
 S

KK
K4

+ 
เช

ื้อร
า T

ric
ho

co
nis

 sp
.  

 
22

.33
 F

GH
IJ 

74
.75

 B
C 

24
.81

 H
I 

0.4
7 

IJ 
Ba

cil
lu

s s
iam

en
sis

 S
KK

K4
+ 

เช
ื้อร

า S
ar

oc
la

diu
m

 sp
. 

21
.50

 JK
L 

71
.80

 B
CD

E 
28

.60
 D

EF
G 

0.5
6 

H 
Ba

cil
lu

s s
iam

en
sis

 S
KK

K4
+ 

เช
ื้อร

า C
er

co
sp

or
a 

sp
. 

21
.12

 K
LM

 
73

.22
 B

CD
 

26
.18

 G
HI

 
0.4

3 
K 

Ba
cil

lu
s s

iam
en

sis
 S

KK
K4

+ 
เช

ื้อร
า B

ipo
la

ris
 sp

. 
24

.02
 A

B 
73

.48
 B

CD
 

25
.96

 G
HI

 
0.6

3 
FG

 
Ba

cil
lu

s s
iam

en
sis

 S
KK

K4
+ 

เช
ื้อร

า C
ur

vu
la

ria
 sp

. 
24

.13
 A

 
72

.62
 B

CD
 

26
.74

 F
GH

I 
0.6

1 
FG

 
หม

าย
เห

ตุ:
 ต

ัวอ
ักษ

รเด
ียว

กัน
หร

ือไ
ม่ม

ีตัว
อัก

ษร
ภา

ยใ
นค

อล
มัน

์เด
ียว

กนั
ไม

่แต
กต

่าง
กัน

อย
่าง

มีน
ัยส

ำค
ัญ,

 **
= 

มีค
วา

มแ
ตก

ต่า
งกั

นท
าง

สถ
ิติท

ีค่ว
าม

เช
ื่อม

ั่น 
99

%
 



 

 

  
 

96 

  ตา
รา

งท
ี่ 2

4 
ปร

ะส
ิทธ

ิภา
พข

อง
เช

ื้อแ
บค

ทีเ
รีย

 B
ac

illu
s s

p.
 ต่

อน
้ำห

นัก
 1

,00
0 

เม
ล็ด

 น
้ำห

นัก
เม

ล็ด
ข้า

วด
ี น

้ำห
นัก

เม
ล็ด

ข้า
วห

ัก 
แล

ะผ
ลผ

ลิต
ต่อ

ต่อ
หน

่วย
ทด

ลอ
ง 

ขอ
งข

้าว
พัน

ธุ์ข
าว

ดอ
กม

ะล
ิ10

5 
ใน

สภ
าพ

เรือ
น 

(ต
่อ)

 

กร
รม

วิธ
ี 

น้ำ
หน

ัก 
1,0

00
 เม

ล็ด
 

(ก
รัม

) 
น้ำ

หน
ักเ

มล
็ดข

้าว
ดี 

(ก
รัม

)  
น้ำ

หน
ักเ

มล
็ดข

้าว
หัก

 
(ก

รัม
)  

ผล
ผล

ิตต
่อต

่อห
น่ว

ย
ทด

ลอ
ง (

กก
.) 

Ba
cil

lu
s s

iam
en

sis
 S

KK
K4

+ 
เช

ื้อร
า F

us
ar

ium
 sp

.  
23

.87
 A

BC
 

74
.06

 B
CD

 
25

.44
 H

I 
0.4

9 
I 

Ba
cil

lu
s s

iam
en

sis
 S

KK
K4

+ 
เช

ื้อร
า T

ric
ho

co
nis

 sp
.+

 
Sa

ro
cla

diu
m

 sp
. +

 C
er

co
sp

or
a 

sp
. +

 B
ipo

la
ris

 sp
. +

 
Cu

rv
ul

ar
ia 

sp
. +

 F
us

ar
ium

 sp
. 

23
.49

 A
-F

 
73

.49
 B

CD
 

25
.95

 G
HI

 
0.4

5 
JK

 

Ba
cil

lu
s s

iam
en

sis
 U

BU
1+

 เช
ื้อร

า T
ric

ho
co

nis
 sp

.  
 

23
.10

 A
-H

 
73

.06
 B

CD
 

26
.33

 G
HI

 
0.7

6 
E 

Ba
cil

lu
s s

iam
en

sis
 U

BU
1+

 เช
ื้อร

า S
ar

oc
la

diu
m

 sp
. 

21
.69

 IJ
KL

 
73

.76
 B

CD
 

25
.71

 G
HI

 
0.6

1 
G 

Ba
cil

lu
s s

iam
en

sis
 U

BU
1+

 เช
ื้อร

า C
er

co
sp

or
a 

sp
. 

20
.71

 L
M

 
74

.31
 B

CD
 

26
.34

 G
HI

 
0.5

8 
H 

Ba
cil

lu
s s

iam
en

sis
 U

BU
1+

 เช
ื้อร

า B
ipo

la
ris

 sp
. 

22
.62

 D
-J 

71
.41

 D
EF

G 
27

.81
 E

FG
H 

0.4
7 

IJ 
Ba

cil
lu

s s
iam

en
sis

 U
BU

1+
 เช

ื้อร
า C

ur
vu

la
ria

 sp
. 

22
.24

 G
-K

 
72

.55
 B

CD
 

26
.80

 F
GH

I 
0.5

5 
H 

Ba
cil

lu
s s

iam
en

sis
 U

BU
1+

 เช
ื้อร

า F
us

ar
ium

 sp
.  

22
.48

 D
-J 

74
.94

 B
 

24
.64

 I 
0.6

4 
F 

Ba
cil

lu
s s

iam
en

sis
 U

BU
1+

 เช
ื้อร

า T
ric

ho
co

nis
 sp

.  
 

+ 
Sa

ro
cla

diu
m

 sp
. +

 C
er

co
sp

or
a 

sp
. +

 B
ipo

la
ris

 sp
. +

 
Cu

rv
ul

ar
ia 

sp
. +

 F
us

ar
ium

 sp
. 

22
.72

 C
-I 

73
.41

 B
CD

 
26

.03
 G

HI
 

0.4
7 

IJ 

F-
te

st 
**

 
**

 
**

 
**

 
C.

V.
 (%

) 
3.8

0 
3.3

1 
8.0

5 
1.9

6 
หม

าย
เห

ต:ุ
 ต

ัวอ
ักษ

รเด
ียว

กัน
หร

ือไ
ม่ม

ีตัว
อัก

ษร
ภา

ยใ
นค

อล
มัน

์เด
ียว

กนั
ไม

่แต
กต

่าง
กัน

อย
่าง

มีน
ัยส

ำค
ัญ,

 **
= 

มีค
วา

มแ
ตก

ต่า
งกั

นท
าง

สถ
ิติท

ีค่ว
าม

เช
ื่อม

ั่น 
99

%
 



 

 

  
 

97 

จากการทดสอบเชื้ อแบคที เรีย Bacillus sp. จำนวน 5 ไอโซเลต ได้แก่  B. cereus 
SRSHP19, B. siamensis SKKH3, B. siamensis BRBD12, Bacillus siamensis SKKK4 และ B. 
siamensis UBU1 เปรียบเทียบกับกรรมวิธีการใช้เชื้อ B. subtilis การค้าชื่อไบโอเบส กรรมวิธีใช้
สารเคมี และกรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ  ร่วมกับการปลูกเชื้อรา Trichoconis sp. ทำการทดสอบใน
สภาพเรือนทดลอง เมื่อบันทึกการเจริญเติบโตด้านความสูงของต้นกล้าข้าว พบว่า ความสูงของต้น
กล้าข้าวมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญยิ่ง ที่อายุ 23, 37, 51, 65, 79, 93, 107 และ 
120 วัน  โดยเชื้ อแบคที เรีย  B. cereus SRSHP19, B. siamensis SKKH3 และ B. siamensis 
SKKK4 ต้นกล้าข้าวมีการเจริญเติบโตด้านความสูงที่ดี เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ และ
กรรมวิธีใช้สารเคมี ในช่วงเวลา 23-120 วัน โดยเฉพาะเชื้อแบคทีเรีย B. siamensis BRBD12 และ B. 
siamensis SKKH3 ส่งผลต่อความสูงต้นมากที่สุดในทุกช่วงเวลา (ภาพท่ี 19ก) 

จากการทดสอบเชื้ อแบคที เรีย Bacillus sp. จำนวน 5 ไอโซเลต ได้แก่  B. cereus 
SRSHP19, B. siamensis SKKH3, B. siamensis BRBD12, B. siamensis SKKK4 แ ล ะ B. 
siamensis UBU1 เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม คือ กรรมวิธี  B. subtilis การค้าชื่อไบโอเบส 
กรรมวิธีใช้สารเคมี และกรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ  ร่วมกับการปลูกเชื้อรา Sarocladium sp. ต่อ
ความสูงของข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ในสภาพเรือนทดลอง พบว่า ต้นข้าวมีความสูงที่แตกต่างกัน
ทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญยิ่งที่อายุ 23, 37, 51, 65, 79, 93, 107 และ 120 วัน สำหรับการใช้  B. 
siamensis SKKH3 และ B. cereus SRSHP19 และมีการฉีดพ่นเชื้อรา Sarocladium sp. พบว่าเชื้อ
แบคที เรีย  B. cereus SRSHP19, B. siamensis SK KH3, B. siamensis SKKK4 ส่ งผลต่อการ
เจริญเติบโตที่ดีข้ึนเมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ  และกรรมวิธีควบคุมใช้สารเคมีในช่วงเวลา 
23-120 วัน โดยเฉพาะ B. siamensis BRBD12 และ B. siamensis SKKH3 ส่งผลต่อความสูงต้น
มากที่สุดในทุกช่วงเวลา (ภาพท่ี 19ข) 

จากการทดสอบเชื้ อแบคที เรีย Bacillus sp. จำนวน 5 ไอโซเลต ได้แก่  B. cereus 
SRSHP19, B. siamensis SKKH3, B. siamensis BRBD12, B. siamensis SKKK4 แ ล ะ B. 
siamensis UBU1 เปรียบเทียบกับ B. subtilis การค้าชื่อไบโอเบส สารเคมี และกรรมวิธีควบคุมไม่
คลุกเชื้อ ร่วมกับการปลูกเชื้อรา Cercospora sp. พบว่า ต้นข้าวมีความสูงที่แตกต่างกันทางสถิติ
อย่างมีนัยสำคัญยิ่งสำหรับการใช้ Bacillus sp. ที่ส่งผลต่อความสูงของต้นข้าวในช่วงเวลาต่าง ๆ 
ตั้งแต่ 23, 37, 51, 65, 79, 93, 107, และ 120 วัน โดยกรรมวิธีควบคุม (ไม่คลุกเชื้อ และใช้สารเคมี) 
Bacillus sp. (เช่น  B. siamensis SKKH3 , B. siamensis BRBD12  และ B. siamensis UBU1) 
แสดงให้เห็นถึงการเพ่ิมขึ้นของความสูงของต้นข้าว โดยมีค่าความสูงที่สูงกว่าในหลายช่วงเวลาเมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุม และมีแนวโมที่ดีในการป้องกันผลกระทบจากเชื้อ Cercospora sp. โดยแสดง
ให้เห็นถึงการเจริญเติบโตที่สูงขึ้นอย่างเห็นได้ชัดในทุกช่วงเวลา โดยเฉพาะในช่วง 79 วันถึง 120 วัน  
กรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ  และกรรมวิธีควบคุมใช้สารเคมี ส่งผลต่อความสูงต้นข้าวต่ำที่สุด ซึ่ง
หมายความว่าเชื้อ Sarocladium sp. มีผลกระทบอย่างมากกับการเจริญเติบโตของต้นข้าว มีความ
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สูงของต้นข้าวที่ต่ำกว่าในทุกช่วงเวลา เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ได้รับการฉีดพ่น Bacillus sp. โดยเฉพาะ B. 
siamensis SKKH3 และ B. siamensis BRBD12 ซึ่งมีผลดีมากที่สุดในทุกช่วงเวลาที่ทดสอบ และ
สามารถช่วยให้ต้นข้าวเติบโตได้ดีกว่าในสภาพที่มีเชื้อโรค (ภาพท่ี 20ค) 

ต้นข้าวมีความสูงที่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติในช่วงเวลา 23 วัน, 37 วัน, 51 วัน, 
65 วัน, 79 วัน, 93 วัน, 107 วัน และ 120 วัน ที่มีการฉีดพ่นเชื้อรา Bipolaris sp. พบว่า การใช้ B. 
siamensis SKKH3, B. siamensis BRBD12, B. siamensis UBU1 ช่วยเพ่ิมความสูงของต้นข้าว
อย่างเห็นได้ชัด เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ กรรมวิธีควบคุมสารเคมี แบคทีเรีย B. 
siamensis SKKH3 และ B. siamensis BRBD12 เป็นผลดีในการป้องกันผลกระทบจากเชื้อรา 
Bipolaris sp. แสดงให้เห็นถึงการเจริญเติบโตที่สูงขึ้นตลอดช่วงเวลา โดยเฉพาะในช่วง 79 วันถึง 120 
วัน B. siamensis UBU1 มีการเจริญเติบโตที่ดีแต่ยังไม่ดีเท่ากับ B. siamensis SKKH3 และ B. 
siamensis BRBD12 กรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ และกรรมวิธีควบคุมใช้สารเคมี พบว่ามีความสูงต้น
ข้าวต่ำที่สุดในทุกช่วงเวลา ซึ่งบ่งชี้ว่า Bipolaris sp. มีผลกระทบอย่างมากต่อการเจริญเติบโตของต้น
ข้าว (ภาพท่ี 20ง) 
 ความสูงของต้นข้าวที่ได้รับการฉีดพ่นด้วยเชื้อรา Curvularia sp. มีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติในช่วงเวลา 23 วัน, 37 วัน, 51 วัน, 65 วัน, 79 วัน, 93 วัน, 107 วัน และ 120 วัน 
พบว่า Bacillus sp. (B. siamensis SKKH3, B. siamensis BRBD12, B. siamensis UBU1) ช่วย
เพ่ิมความสูงของต้นข้าวเมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ หรือสารเคมี ผลของ B. siamensis 
SKKH3 และ B. siamensis BRBD12 มีผลดีที่สุดในการป้องกันผลกระทบจาก Curvularia sp. โดย
แสดงให้เห็นถึงการเจริญเติบโตที่สูงขึ้นในทุกช่วงเวลา โดยเฉพาะในช่วง 79 วันถึง 120 วัน B. 
siamensis UBU1 แสดงผลที่ดี แต่ยังคงไม่สูงเท่ากับ B. siamensis SK KH3 และ B. siamensis 
BRBD12 กรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ และสารเคมี แสดงผลการเจริญเติบโตที่ต่ำที่สุดในทุกช่วงเวลา 
ซึ่งบ่งชี้ว่า Curvularia sp. มีผลกระทบอย่างมากต่อการเจริญเติบโตของต้นข้าว ซึ่งแสดงให้เห็นว่า 
Bacillus sp. โดยเฉพาะ B. siamensis SKKH3 และ B. siamensis BRBD12 สามารถช่วยป้องกัน
ผลกระทบจากเชื้อราได้ดี สามารถช่วยเพ่ิมความสูงของต้นข้าวได้ดีเมื่อมีการติดเชื้อจาก Curvularia 
sp. (ภาพท่ี 21จ) 
 ความสูงของต้นข้าวที่ได้รับการฉีดพ่นด้วยเชื้อรา Fusarium sp. มีความสูงแตกต่างกันอย่าง
มีนัยสำคัญทางสถิติในช่วงเวลา 23 วัน, 37 วัน, 51 วัน, 65 วัน, 79 วัน, 93 วัน, 107 วัน และ 120 
วั น  พ บ ว่ า  Bacillus sp. (เช่ น  B. siamensis SKKH3, B. siamensis BRBD12, B. siamensis 
UBU1) ช่วยเพ่ิมความสูงของต้นข้าวอย่างเห็นได้ชัดเมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ หรือ
สารเคมี ซึ่งแสดงการเจริญเติบโตที่ต่ำกว่าในกลุ่มควบคุม  ผลของ B. siamensis SKKH3 และ 
B.siamensis BRBD12 มีผลดีที่สุดในการป้องกันผลกระทบจาก Fusarium sp. โดยแสดงให้เห็นถึง
การเจริญเติบโตที่สูงขึ้นในทุกช่วงเวลา โดยเฉพาะในช่วง 79 วันถึง 120 วัน B. siamensis UBU1 
แสดงผลที่ดี แต่ยังคงไม่สูงเท่ากับ B. siamensis SKKH3 และ B. siamensis BRBD12 กรรมวิธี
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ควบคุมไม่คลุกเชื้อ และสารเคมี แสดงผลการเจริญเติบโตที่ต่ำที่สุดในทุกช่วงเวลา ซึ่งบ่งชี้ว่า 
Fusarium sp. มีผลกระทบอย่างมากต่อการเจริญเติบโตของต้นข้าว แต่ Bacillus sp. สามารถช่วย
เพ่ิมความสูงของต้นข้าวได้ดีเมื่อมีการติดเชื้อจาก Fusarium sp. และสามารถช่วยป้องกันผลกระทบ
จากเชื้อราได้ดี (ภาพท่ี 21ฉ) 
 ความสูงของต้นข้าวที่ได้รับการฉีดพ่นด้วย เชื้อรา 6 ชนิด มีความสูงที่แตกต่างกันอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติในช่วงเวลา 23 วัน, 37 วัน, 51 วัน, 65 วัน, 79 วัน, 93 วัน, 107 วัน และ 120 วัน 
Bacillus sp. (เช่น B. siamensis SKKH3, B. siamensis BRBD12 และ B. siamensis UBU1) ช่วย
เพ่ิมความสูงของต้นข้าวเมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุมไม่คลุกเชื้อ หรือ สารเคมี ซึ่งแสดงการ
เจริญเติบโตที่ต่ำกว่าในกลุ่มควบคุม ผลของ B. siamensis SKKH3 และ B. siamensis BRBD12 
แสดงผลดีที่สุดในการป้องกันผลกระทบจากเชื้อรา 6 ชนิด โดยแสดงการเจริญเติบโตที่สูงขึ้นในทุก
ช่วงเวลา โดยเฉพาะในช่วง 79 วันถึง 120 วัน B. siamensis SKKK4 และ B. siamensis UBU1 ก็
แสดงผลดี แต่ยังไม่ดีเท่ากับ B. siamensis SKKH3 และ B. siamensis BRBD12 กรรมวิธีควบคุมไม่
คลุกเชื้อ และสารเคมี มีความสูงต้นข้าวที่ต่ำที่สุดในทุกช่วงเวลา ซึ่งบ่งชี้ว่า เชื้อรา 6 ชนิด มีผลกระทบ
อย่างมากต่อการเจริญเติบโตของต้นข้าว แต่ Bacillus sp. สามารถช่วยป้องกันผลกระทบจากเชื้อรา
ได้ดี (ภาพท่ี 22ช) 
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ภาพที่ 19 ความสูงต้นของต้นข้าวในระยะการเจริญเติบโตต่างกัน ที่ได้รับอิทธิพลจากเชื้อแบคทีเรีย 

Bacillus sp. ที่มีต่อเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง ก) Trichoconis sp.  ข) Sarocladium sp. 
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ภาพที่ 20 ความสูงต้นของต้นข้าวในระยะการเจริญเติบโตต่างกัน ที่ได้รับอิทธิพลจากเชื้อแบคทีเรีย 

Bacillus sp. ที่มีต่อเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง ค) Cercospora sp. ง) Bipolaris sp. 
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ภาพที่ 21 ความสูงต้นของต้นข้าวในระยะการเจริญเติบโตต่างกัน ที่ได้รับอิทธิพลจากเชื้อแบคทีเรีย 

Bacillus sp. ที่มีต่อเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง จ) Curvularia sp. ฉ) Fusarium sp. 
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ภาพที่ 22 ความสูงต้นของต้นข้าวในระยะการเจริญเติบโตต่างกัน ที่ได้รับอิทธิพลจากเชื้อแบคทีเรีย 

Bacillus sp. ที่มีต่อเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง ช) Trichoconis sp.  + Sarocladium sp. + 
Cercospora sp. + Bipolaris sp. + Curvularia sp. + Fusarium sp. 

 
 

จากการทดสอบผลของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อองค์ประกอบผลผลิตข้าวพันธุ์ขาวดอก
มะลิ 105 ในสภาพเรือนทดลอง พบว่า จำนวนหน่อต่อกอมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ
ยิ่ง โดยกรรมวิธีควบคุมใช้สารเคมี ไอโซเลต B. siamensis BRBD12 ที่ฉีดพ่นในกรรมวิธีที่มีเชื้อรา 
Trichoconis sp. และเชื้อรา Fusarium sp. มีจำนวนหน่อต่อกอมากที่สุด คือ 26.80 และ 26.26 
รองลงมาคือ B. siamensis SKKH3 ในกรรมวิธีเชื้อราแตกต่างกันมีจำนวนหน่อต่อกออยู่ที่ 22.81-
23.06 หน่อต่อกอ B. siamensis BRBD12 ที่มีการฉีดพ่นเชื้อรา Sarocladium sp., Cercospora 
sp., Bipolaris sp., Curvularia sp. และเชื้อราร่วมกัน 6 ชนิด (ตารางท่ี 25)  

จากการทดสอบผลของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อองค์ประกอบผลผลิตข้าวพันธุ์ขาวดอก
มะลิ 105 ในสภาพเรือนทดลอง พบว่า จำนวนรวงต่อกอมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญ
ยิ่ง โดยกรรมวิธีควบคุมใช้สารเคมี B. siamensis BRBD12 และ B. siamensis SKKH3 ที่มีเชื้อรา
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แตกต่างกัน ส่งผลให้จำนวนรวงต่อกอมากที่สุด คือ 16.50 และอยู่ในช่วง 16.85 - 17.29 รวง 
รองลงมาคือ B. cereus SRSHP19 (ตารางท่ี 25)  

จากการทดสอบผลของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อองค์ประกอบผลผลิตข้าวพันธุ์ขาวดอก
มะลิ 105 ในสภาพเรือนทดลอง พบว่า จำนวนเมล็ดต่อรวงมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมี
นัยสำคัญยิ่ง โดยกรรมวิธีควบคุมใช้สารเคมี ไอโซเลต B. siamensis SKKH3 และ B. siamensis 
BRBD12 ที่มีเชื้อราแตกต่างกัน ส่งผลให้จำนวนรวงต่อกอมากที่สุดอยู่ในช่วง 25.44-25.89 เมล็ดต่อ
รวง (ตารางท่ี 25) 
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น้ำหนักต้นสดและน้ำหนักต้นแห้ง มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญยิ่ง โดยกรรมวิธี 
B. siamensis BRBD12 ที่มีการปลูกเชื้อรา Trichoconis sp. และ B. siamensis UBU1 ที่มีการ
ปลูกเชื้อรา Fusarium sp. มีน้ำหนักต้นสดอยู่ที่  445.28, 445.28, 313.70 และ 313.70 กรัม 
(ตารางท่ี 26) 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ต่อการองค์ประกอบผลผลิตข้าว
พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ในสภาพเรือนทดลอง พบว่า น้ำหนักรากสดและน้ำหนักรากแห้งมีความ
แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญยิ่ง โดยกรรมวิธี B. siamensis BRBD12 ที่มีการปลูกเชื้อรา 
Trichoconis sp. มีน้ำหนักรากสดและน้ำหนักรากแห้งอยู่ที่ 262.21 และ 91.59 กรัม ตามลำดับ 
(ตารางท่ี 26) 
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4.5 การวิจารณ์ผล 
 
เชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp.  สามารถส่งผลต่อกลไกต่าง ๆ ของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่าง 

จากความสามารถในการผลิตสารปฏิชีวนะ (Beneduzi et al., 2012) เชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. 
ผลิตสารทุติยภูมิในกลุ่มลิโปเปปไทด์ ได้แก่ surfactin, iturin, fengycin และ bacillomycin (Lang, 
2002) ซึ่งสารแต่ละชนิดมียีนที่ควบคุมการผลิตแตกต่างกัน เช่น ยีน srfAA กำหนดการสร้างสาร 
surfactin ยีน  fenD กำหนดการสร้างสาร fengycin (Joshi and Gardener, 2008) ยีน  ituA 
กำหนดการสร้ างสาร  itulin A (Rahman et al., 2012) ยีน  bamA กำหนดการสร้ างสาร 
bacillomycin A (Athukarala et al., 2009) เป็นต้น Pajcin et al. (2020) ศึกษาประสิทธิภาพ
ของ B. velezensis ไอโซเลต IP22 ที่มีคุณสมบัติในการสร้างสารในกลุ่มลิโปเปปไทด์ ได้แก่ fengycin 
และ locillomycin ที่สามารถยับยั้งแบคทีเรีย Xanthomonas euvesicatoria ได้ ชยามรและ
อังสนา (2566) ตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตสารต้านจุลินทรีย์ของแบคทีเรีย Bacillus sp. 
โดยใช้ไพรเมอร์ และ DNA ต้นแบบ ปริมาตรรวมทั้งหมด 50 µl ตรวจสอบ ยีน iturin A (ituA) ที่มี
ผลผลิต PCR ขนาด 647 bp ใช้ไพรเมอร์ ITUD1F (5’-GATGCGATCTCCTTGGATGT-3’) และ 
ITUD1R (5’-ATCGTCATGTGCTGCTTGAG-3’) (Narendra Kumar et al., 2017) และตรวจสอบ
ยี น  surfactin (SrfAA) ที่ มี ผ ล ผ ลิ ต  PCR  ข น า ด  2 0 1  bp ใ ช้ ไ พ ร เม อ ร์  SRFA-F (5 ’ -
ATGAAGATTTACGGAATTTA-3’) และ SRFA-R (5’-CCACTCAAACGGATAATCCTGA3’) (Joshi 
& McSpadden-Gardener, 2006) และวิเคราะห์และเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยยีน 16S 
rRNA  gyrA และ rpoB จากฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม blastn และวิเคราะห์ความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรมของแบคทีเรียปฏิปักษ์ บริเวณตำแหน่งยีน gyrA เปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์
ทั้งหมด 919 ตำแหน่ง และบริเวณตำแหน่งยีน rpoB เปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 709 
ตำแหน่ง พบว่า แบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้งสองไอโซเลตจัดจำแนกเป็น Bacillus siamensis โดยไอโซเลต 
KY16 มีความใกล้เคียงกับ B. siamensis ไอโซเลต YB-1631 (CP110268.1) และไอโซเลต KY17 มี
ความใกล้เคียงกับ B. siamensis ไอโซเลต B28 (CP066219.1) มียีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตสารต้าน
จุลินทรีย์ในกลุ่มสาร iturin และ surfactin สอดคล้องกับ Xu et al. (2018) ศึกษาแบคทีเรีย B. 
siamensis ไอ โซ เลต  JFL15 พบยีนที่ เกี่ ยวข้อ งกับการผลิตสาร เช่ น  กลุ่ ม  surfactin (srf), 
bacillibactin (dhb) และ fengycin (fen) มียีนที่ผลิตสามารถผลิตสารต้านจุลิทรีย์ในกลุ่มดังกล่าว 
โดยปรากฏแถบ DNA ของยีนเป้าหมายจากการตรวจสอบด้วย gel electrophoresis  

การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. จากพ้ืนที่เป้าหมาย ซึ่งทำให้ได้เชื้อแบคทีเรีย 
Bacillus sp. ที่มีการปรับตัวเข้ากับสภาพแวดล้อม และยับยั้งเชื้อราสาเหตุการเกิดโรคได้โดยตรง จึง
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ทำให้สามารถเห็นผลการยับยั้งได้ชัดเจน จากการศึกษาระดับความรุนแรงของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ด
ด่างจำนวน 6 ชนิดบนเมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 จากตรวจสอบผลกระทบของเชื้อราแต่ละชนิด
มีผลอัตราการงอกและดัชนีความแข็งแรงของเมล็ดมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
สำหรับเมล็ดไม่ได้รับการปลูกเชื้อราสาเหตุจะมีสภาวะที่เหมาะสมที่สุดสำหรับการเจริญเติบโต โดยมี
อัตราการงอกและดัชนีความแข็งแรงของเมล็ดสูงที่สุด ผลลัพธ์เหล่านี้สะท้อนให้เห็นว่าเมล็ดพันธุ์ที่มี
คุณภาพดีสามารถงอกและเจริญเติบโตตได้ดีตามธรรมชาติ ในทางตรงกันข้ามเมล็ดพันธุ์ข้าวที่ได้รับ
เชื้อราสาเหตุ Curvularia sp. ทำให้เมล็ดไม่งอก และมีดัชนีความแข็งแรงต่ำสุด แสดงให้เห็นถึง
ผลกระทบที่รุนแรงของเชื้อราที่ก่อโรคเมล็ดด่างในข้าว มีผลต่อการพัฒนาของต้นกล้าข้าว โดยเชื้อรา 
Curvularia sp. ส่งผลต่อการกระบวนการทางสรีรวิทยาที่จำเป็นต่อการงอก และการพัฒนาต้นกล้า
ข้าวในระยะเริ่มต้นอย่างมีนัยสำคัญ ซึ่งอาจเกิดจากความสามารถของเชื้อราก่อโรคในการเข้าทำลาย
เนื้อเยื่อเมล็ดข้าว ส่งผลให้เมล็ดไม่งอก ในส่วนของเชื้อราชนิดอ่ืนๆ แสดงให้เห็นถึงผลกระทบในระดับ
ต่างๆ ตัวอย่างเช่น เมล็ดข้าวที่ได้รับการปลูกเชื้อรา Sarocladium sp. ส่งผลให้มีการงอก 68.00% 
และดัชนีความแข็งแรงของเมล็ด 1037.00  และเมล็ดข้าวที่มีการปลูกเชื้อรา Sarocladium sp. จะ
ส่งผลกระทบต่อการงอกไม่รุนแรงเท่ากับ Curvularia sp. ในขณะที่ปลูกเชื้อราสาเหตุร่วมกันทั้ง 6 
ชนิดมีผลต่อการงอกของเมล็ดข้าวได้ 60% และดัชนีความแข็งแรงของเมล็ดอยู่ที่ 1205.41 ผล
ดังกล่าวชี้ให้เห็นว่าความรุนแรงของการเกิดโรคเมล็ดด่างขึ้นอยู่กับชนิดของเชื้อราสาเหตุการเกิดโรค
เชื้อแต่ละชนิดมีความแตกต่างกัน แต่เมื่อเชื้อราสาเหตุมาอยู่ร่วมกันอาจส่งผลกระทบในเชิงลบที่อาจ
รุนแรงขึ้นหรือลดลง เพราะเชื้อบางชนิดอยู่ร่วมกันแล้วเป็นปฏิปักษ์ต่อกัน หรือส่งเสริมการทำงาน
ร่วมกัน หรือแม้แต่เกิดการแข่งขันระหว่างเชื้อ จึงทำให้อาการที่แสดงของการเกิดโรคแตกต่างกันไป
ตามสภาพแวดล้อมนั้น ๆ ตามกรณีเชื้อรา ข้อมูลนี้มีความสำคัญต่อการพัฒนากลยุทธ์การจัดการโรคท่ี
กำหนดเป้าหมาย 

เมล็ดข้าวที่ได้รับผลกระทบจากเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างที่แตกต่างกันจะแสดงการ
ตอบสนองของกิจกรรมเอนไซม์คาตาเลสในเมล็ดข้าวได้แตกต่างกัน เอนไซม์คาตาเลสเป็นเอนไซม์ที่
สำคัญเกี่ยวข้องกับการกำจัด H2O2 สอดคล้องกับ Abdul and Anderson (1973); Magbanua et 
al. (2007) ได้ศึกษากิจกรรมของเอนไซม์นี้เกี่ยวข้องกับความต้านทานของพืชหรือความอ่อนไหวต่อ
โรคในข้าวบาร์เลย์ พบการยับยั้งเอนไซม์ Catalase และมีการเพ่ิมขึ้นของความเข้มข้นของ H2O2 ซึ่ง
ส่งผลทำให้เซลล์ตายและเกิดความต้านทานต่อโรคราแป้ง (Misra et al., 1994) จึงไม่น่าแปลกใจที่
การยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ Catalase ถูกพบในพืชที่ติดเชื้อรา ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ 
Mathur et al., 1972 พบว่าเชื้อราที่ทำให้เกิดโรคเมล็ดด่างข้าวสามารถปรับเปลี่ยนกิจกรรมของ
เอนไซม์ Catalase ได้ ในทำนองเดียวกันพบว่าความเข้มข้นของ H2O2 เพ่ิมขึ้นในพันธุ์ข้าวสาลีที่



 

 

  
 

114 

อ่อนไหวในระยะเนโครโทรฟิกของ Pyricularia oryzae ซึ่งเป็นผลมาจากกิจกรรม Superoxide 
Dismutase (SOD) ที่เพ่ิมขึ้นและกิจกรรมเอนไซม์ Catalase ที่ลดลง นอกจากนี้สายพันธุ์ข้าวโพดที่
ต้านทานเชื้อราเนโครโทรฟิก Aspergillus flavus ยังแสดงกิจกรรม เอนไซม์ Catalase ที่เพ่ิมข้ึนและ
ความเข้มข้นของ H2O2 ที่ลดลง (Abdul and Anderson, 1973) 
 การประเมินเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ที่อยู่ในรูปของ Cell-free culture filtrate (CFF) 
ส่งผลในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างได้ดีกว่ารูปของ cell suspension (CS) ซึ่งบ่งชี้ถึง
บทบาทของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในการควบคุมโรคพืช สอดคล้องกับการศึกษาของ สุดารัตน์ 
และคณะ (2022) ศึกษา cell-free culture filtrated (CFF) จากแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis S93 
และ B. siamensis RFCD306 ในอาหารเหลว สามารถยับยั้ งการงอกของสปอร์ เชื้ อรา F. 
oxysporum ได้มากที่สุดที่ 66.67% เมื่อตรวจสอบสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ compound 
microscope พบความผิดปกติของสปอร์ โดยสปอร์มีรูปร่างบวมพอง เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม
ที่สปอร์มีรูปร่างปกติ แบคทีเรียสามารถผลิตสารทุติยภูมิและปลดปล่อยออกมาในอาหารเลี้ยงเชื้อได้ 
ดังนั้น เมื่อนำ cell-free culture filtrated (CFF) มาทดสอบจึงสามารถยับยั้งการงอกของสปอร์หรือ
ทำให้สปอร์ผิดปกติได้ โดยสารทุติยภูมิที่ปลดปล่อยออกมา สามารถลดแรงตึงผิวของสปอร์ และทำให้
เกิดรอยรั่วของผนังเซลล์ รวมทั้งทำให้สปอร์บวมพอง (Sansinenea and Ortiz, 2011) สอดคล้องกับ
รายงานของ Pan et al. (2019) ที่รายงานว่า อาหารเหลว 3%TSB มีผลต่อการผลิตสารทุติยภูมิของ
เชื้ อ  B. siamemsis ได้ แก่  bacillibactin, fengycin, bacillomycin และ surfactin ที่ มี ผลต่ อ
เชื้อจุลินทรีย์ เช่นเดียวกับรายงานของ Maung et al. (2021) ที่เลี้ยงเชื้อ B. velezensis CE 100 ใน
อาหาร TSB ซึ่งมีผลต่อการผลิตสารทุติยภูมิในกลุ่ม methyl hippurate โดยพบว่า สามารถยับยั้ง
การงอกของ สปอร์เชื้อรา Botrytis cinerea สาเหตุโรคราสีเทาของสตรอว์เบอร์รี่ เท่ากับ 39.05-
93.79% ส่งผลให้สปอร์มีความผิดปกติ บวมพอง อาจเป็นไปได้ว่าส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อมี
ผลต่อการผลิตสารทุติยภูมิ โดยพบว่า 3 สูตรอาหารที่นำมาทดสอบ มีส่วนประกอบของ yeast 
extract และ peptone เป็นส่วนใหญ่ ซึ่งเป็นแหล่งอาหารที่ประกอบไปด้วยคาร์บอน ไนโตรเจน 
กรดอะมิโน และวิตามิน ที่ สำคัญต่อการเจริญของเซลล์แบคทีเรีย มีบทบาทในการกระตุ้นเมทาบอลิ
ซึม ส่งผลให้แบคทีเรียปฏิปักษ์สามารถผลิตสารทุติยภูมิได้ดีขึ้น (Velu, 2013)  

เชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. มีความสามารถในการยับยั้งการงอกของสปอร์เชื้อราสาเหตุโรค
เมล็ดด่างข้าว และส่งผลทำให้สปอร์ของเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างไม่สามารถเจริญต่อไปได้ สอดคล้อง
กับรายงานของ Sajitha et al. (2014) ที่พบว่าแบคทีเรีย Bacillus spp. มีผลต่อการยับยั้งการงอก
ของสปอร์เชื้อรา Lasiodiplodia theobromae สาเหตุโรคต้นแตกของยางพารา และรายงานของ 
เอมลิน และคณะ (2563) ที่พบว่าเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis และ B. siamensis มีประสิทธิภาพใน
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การยับยั้ งการงอกของสปอร์เชื้อรา Lasiodiplodia sp. สาเหตุ โรคผลเน่าของลำไยได้  อาจ
เนื่องมาจากแบคทีเรีย Bacillus spp. มีการผลิตสารปฏิชีวนะส่งผลให้โครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์ถูก
ย่อย และนำไปสู่การทำให้เซลล์ตาย นอกจากนี้ แบคทีเรีย Bacillus spp. มีประสิทธิภาพในการผลิต
สารทุติยภูมิที่มีผลต่อการยับยั้งการงอกของสปอร์ เช่น bacillibactin, bacillomycin และ surfactin 
(Maung et al., 2021) 

เชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. สามารถยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างข้าวได้ และไม่มีผลต่อ

การงอกและการเจริญเติบโตของต้นกล้าข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105  ซึ่งสอดคล้องกับศึกษาของ 

Tidarat et al. (2021) ที่ทำการวิจัยการงอกของเมล็ดพันธุ์ข้าวขาวดอกมะลิ 105 ที่เคลือบเมล็ดด้วย

เชื้อแบคทีเรีย B. subtilis ภายใต้สภาวะในห้องปฏิบัติการ ไม่พบความแตกต่างทางสถิติอย่างมี

นัยสำคัญเมื่อเทียบกับเมล็ดที่ไม่ได้รับเชื้อ B. subtilis แต่พบมีความแตกต่างของดัชนีการงอกของ

เมล็ดข้าว ในกรรมวิธีที่มีการเคลือบเมล็ดด้วย B. subtilis ไม่ส่งผลกระทบต่อดัชนีการงอกของข้าว

พันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ภายใต้สภาวะในห้องปฏิบัติการ เช่นเดียวกับการทดลองของ Jakkrapong et 

al. (2017) ที่ทดลองเคลือบเมล็ดผักกาดหอมด้วยเชื้อแบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens และ 

B. subtilis พบว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติในอัตราการงอกภายใต้สภาวะควบคุม เป็นสัญญาณที่ดี

สำหรับการส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นกล้าข้าว ตลอดจนรายงานของ Xie et al. (2014) ชี้ให้เห็น

ว่า B. subtilis เป็นแบคทีเรียที่มีปฏิสัมพันธ์กับอนาบริเวณรอบรากพืชและมีคุณสมบัติในการส่งเสริม

การเจริญเติบโตของพืช (PGPR) โดยเซลล์ของแบคทีเรีย B. subtilis มีประสิทธิภาพในการส่งเสริม

การเจริญเติบโตของต้นกล้าข้าวมากกว่ากลุ่มควบคุมที่ได้รับสารละลายธาตุอาหาร (Hoagland 

solution) เพ่ือแสดงให้เห็นว่าการเจริญเติบโตที่ดีขึ้นมีสาเหตุมาจากการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบ

ทางเคมีในเซลล์พืช ได้ทำการวัดปริมาณสารชีวเคมีภายในเซลล์ข้าว ผลการทดลองพบว่า ปริมาณ

น้ำตาล กรดอะมิโนอิสระ คลอโรฟิลล์ทั้งหมด และปริมาณแคโรทีนอยด์ในเซลล์ข้าวที่ได้รับ  B. 

subtilis เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยสำคัญในช่วงการเจริญเติบโตคงที่ (stationary phase) Ashiuchi and 

Misono (2002) พบว่าเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. มีความสามารถในการผลิต PGA ซึ่งเป็นสารที่

ปล่อยออกมาภายนอกเซลล์แบคทีเรีย ทำให้เกิดความหนืดเพ่ิมขึ้นอาจเป็นเพราะมี L-glutamate ใน 

PGA ซึ่งทำหน้าที่ เป็นแหล่งไนโตรเจนที่ดีสำหรับการเจริญเติบโตของพืช เมื่อรวมกับข้าวซึ่งมี

ไนโตรเจนในปริมาณสูงโดยธรรมชาติ ก็จะช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโต นอกจากนี้ ไนโตรเจนยังเป็น

องค์ประกอบสำคัญของสารโมเลกุลหลายชนิดในพืช และมีบทบาทสำคัญในการเจริญเติบโตและ

คุณภาพของผลผลิตข้าว โดยเฉพาะอย่างยิ่งในฐานะส่วนประกอบของคลอโรฟิลล์ (Yongyut, 2009) 

ซึ่งเป็นสารสีเขียวในพืช การศึกษาแสดงให้เห็นว่าเมื่อข้าวได้รับ PGA ปริมาณคลอโรฟิลล์จะเพ่ิมขึ้น
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อย่างชัดเจน ซึ่งแตกต่างอย่างชัดเจนจากต้นกล้าข้าวที่ไม่ได้รับ PGA เนื่องจากคลอโรฟิลล์เป็นโมเลกุล

ที่ดูดซับพลังงานแสงที่จำเป็นสำหรับการสังเคราะห์ด้วยแสง อัตราการสังเคราะห์ด้วยแสงที่ต่ำจะทำให้

พืชเจริญเติบโตช้า Glycine และ glutamic acid เป็นสารสำคัญในกระบวนการสร้างเนื้อเยื่อและการ

สังเคราะห์คลอโรฟิลล์ ซึ่งเริ่มต้นด้วยการเปลี่ยน glutamate เป็น 5-aminolevulinic acid (ALA) 

ก่อนที่จะเปลี่ยนเป็นคลอโรฟิลล์ อย่างไรก็ตาม มีรายงานว่าต้นอ่อนข้าวสาลีที่ปลูกภายใต้สภาวะปกติ

จะตอบสนองต่อการสังเคราะห์ด้วยแสงมากกว่าการใช้กรดอะมิโน Cha- um et al. 2007; Azooz 

et al., 2004) กรดอะมิโนมีบทบาทสำคัญในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของรากพืช ส่งผลให้พืชมี

อัตราการสังเคราะห์ด้วยแสงเพ่ิมขึ้น และมีระบบรากที่แข็งแรง ทำให้สามารถดูดซับสารอาหารเข้าสู่

ลำต้นและใบได้อย่างรวดเร็ว ส่งผลให้พืชสะสมอาหารและเปลี่ยนเป็นพลังงานเพ่ือการเจริญเติบโต 

เมื่ออัตราการสังเคราะห์ด้วยแสงเพ่ิมขึ้น พืชจะสะสมน้ำตาลและกรดอะมิโนมากขึ้นในเนื้อเยื่อเซลล์ 

(Yongyut, 2009) 

การเคลือบเมล็ดข้าวด้วย Bacillus sp. แสดงให้เห็นผลกระทบที่ชัดเจน โดยพบปริมาณ
น้ำตาล กรดอะมิโนอิสระ คลอโรฟิลล์ และแคโรทีนอยด์อย่างมีนัยสำคัญเมื่อเปรียบเทียบกับเมล็ดพันธุ์
ที่ไม่ได้เคลือบด้วยเชื้อ Bacillus sp.  ซึ่งความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อ B. 
subtilis ในพืชนั้นได้รับการยืนยันแล้ว ในการศึกษานี้แปลงทดลองที่ได้รับเชื้อ Bacillus sp. แสดงให้
เห็นว่ามีผลผลิตข้าวเพ่ิมขึ้นเมื่อเทียบกับแปลงที่ไม่ได้รับ  Bacillus sp. ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ 
Kumar et al. (2012) ที่ระบุว่าเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในบริเวณรากข้าวสามารถผลิต indole-
3-acetic acid และสามารถละลายฟอสเฟตในดินได้ นอกจากนี้ยังช่วยลดความรุนแรงของโรคใบไหม้
ข้าวได้อีกด้วย (Kumar et al., 2012) 

เกษตรกรส่วนใหญ่มักจะเก็บเมล็ดพันธุ์ไว้ใช้เองในภาชนะท้องถิ่น เช่น กระสอบเก็บของหรือ
ยุ้งฉาง (Wanida and Kulpa, 2019) หรือซื้อจากร้านค้าที่อยู่ใกล้เคียง คุณภาพของเมล็ดพันธุ์ที่ใช้
ปลูกจะแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับสภาพการเก็บรักษา ซึ่งนำไปสู่คุณภาพเมล็ดพันธุ์ที่ไม่สม่ำเสมอหรือ
เสื่อมสภาพในการปลูกครั้งถัดไป ส่งผลให้ผลผลิตข้าวลดลง อย่างไรก็ตาม หากใช้เมล็ดพันธุ์คุณภาพดี 
ก็มีแนวโน้มที่จะให้ผลผลิตสูง (Sirakarn et al., 2019) ประเทศไทยประสบปัญหาโรคเมล็ดด่างในข้าว 
ซึ่งเป็นความท้าทายสำคัญในการผลิตข้าว โรคนี้เป็นความเสี่ยงที่สำคัญต่อการเพาะปลูกข้าว โดยมัก
ทำให้เกิดการสูญเสียผลผลิตเป็นอย่างมาก และการติดเชื้อรุนแรงอาจทำให้ผลผลิตลดลงและคุณภาพ
เมล็ดพันธุ์ลดลง เช่น อัตราการงอก (Thavong, 2002) เชื้อราก่อโรคที่ติดกับช่อดอกมีส่วนทำให้ทั้ง
คุณภาพและปริมาณผลผลิตข้าวลดลง คุณภาพเมล็ดพันธุ์อินทรีย์สำหรับการผลิตข้าวในประเทศไทย
ยังคงมีข้อจำกัดอยู่มาก เนื่องจากความซับซ้อนของกระบวนการเพาะปลูก ซึ่งจำเป็นต้องมีการวิจัย
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อย่างครอบคลุมเกี่ยวกับเทคโนโลยีเมล็ดพันธุ์และการผลิตเมล็ดพันธุ์อินทรีย์ที่ยังขาดความหลากหลาย 
งานวิจัยส่วนใหญ่เน้นไปที่การพัฒนาต้นกล้าจนกระทั่งได้เมล็ดพันธุ์คุณภาพสูง การวิจัยต่อจากนั้น
มุ่งเน้นไปที่การปรับปรุงคุณภาพเมล็ดพันธุ์ ซึ่งรวมถึงการปรับปรุงอัตราการงอกและการยกระดับ
คุณภาพโดยรวมของเมล็ดพันธุ์ (Natsima and Kanokkan, 2021) เกษตรกรมักใช้วิธีฉีดพ่นสารเคมี
กำจัดเชื้อราอย่างเข้มข้นในนาข้าว ส่งผลให้ข้าวที่เก็บเกี่ยวมีคุณภาพต่ำและแตกหักง่าย จากความท้า
ทายเหล่านี้จึงเป็นเรื่องสำคัญที่จะต้องปรับปรุงคุณภาพเมล็ดพันธุ์เพ่ือเพ่ิมมูลค่า ซึ่งจะส่งผลให้การงอก
ดีขึ้นและการเจริญเติบโตของต้นกล้ามีความสม่ำเสมอมากขึ้น 

การใช้ Bacillus sp. ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของต้นข้าวได้ดี และช่วยเพ่ิมน้ำหนักรวง 
น้ำหนัก 1,000 เมล็ด สอดคลองกับการทดลองของ Noipan (2014) ที่แสดงให้เห็นว่า การใช้ชีวภัณฑ์
แบคที เรีย  B. amyloliquefaciens BB165–M3 ช่วยให้น้ ำหนักข้าวเต็ม เมล็ดเพ่ิมขึ้น  2.47 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม อาจเนื่องมาจากการใช้แบคทีเรีย Bacillus sp. ทำให้
เชื้อดังกล่าวสามารถเจริญครอบครองรากข้าวได้ จึงส่งเสริมให้มีการดูดซึมและสะสมแร่ธาตุอาหารใน
เมล็ดข้าวเพ่ิมขึ้น ทำให้เมล็ดข้าวเปลือกมีความสมบูรณ์ ส่งผลให้ข้าวมีคุณภาพมากขึ้นกว่ากรรมวิธี
ควบคุม (Noipan, 2014; Charoenrak and Chamswarng, 2015, 2016) 

ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ทำให้การเจริญเติบโตของข้าวดีขึ้นในสภาพที่มี
เชื้อราสาเหตุโรค สอดคล้องกับงานวิจัยของ จิระเดช และคณะ (2560) ได้ศึกษาประสิทธิภาพของชีว
ภัณฑ์แบคทีเรีย B. siamensis RRK1–Rif ในการลดการเกิดโรคกาบใบแห้งและโรคเมล็ดด่างของข้าว
ในแปลงขนาดเล็ก (1 × 3 ตารางเมตร) พบว่าทุกกรรมวิธีที่ใช้ชีวภัณฑ์ B. siamensis RRK1–Rif ลด
ความรุนแรงและเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคกาบใบแห้งของข้าวซึ่งเกิดจากเชื้อรา Rhizoctonia solani ได้
อย่างมีนัยสำคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม นอกจากนี้ชีวภัณฑ์ B. siamensis RRK1Rif ยัง
ช่วยลดโรคเมล็ดด่างบนรวงข้าวที่เกิดจากการแพร่ระบาดของเชื้อโรคตามธรรมชาติได้ 35.26 -55.53 
เปอร์เซ็นต์ เมล็ดดีเพ่ิมขึ้น 6.36–11.71 เปอร์เซ็นต์ เมล็ดด่างลดลง 3.78–23.19 เปอร์เซ็นต์ และ
เมล็ดลีบลดลง 9.0143.40 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่มีการปลูกเชื้อรา R. 
solani เพียงอย่างเดียว ชีวภัณฑ์ B. siamensis RRK1–Rif สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าว
ได้ โดยเพ่ิมจำนวนต้นต่อกอ รวงต่อกอ ช่วยให้ผลผลิตต่อ ไร่เพ่ิมขึ้น 20.60–54.45% โดยมีค่าสูงกว่า
น้ำหนัก ผลผลิตที่ได้จากกรรมวิธีที่ใช้สารเคมี ช่วยเพ่ิมข้าว กล้องเต็มเมล็ด และลดข้าวกล้องหักได้ 
เชื้อแบคทีเรีย B. siamensis RRK1–Rif สามารถเจริญครอบครองรากได้ตั้งแต่ระยะต้นกล้าจนถึง
ระยะเก็บเกี่ยว และพบเชื้อแบคทีเรียมีชีวิตอยู่รอดบนใบข้าว 63.33–93.33% หลังพ่นชีวภัณฑ์บนต้น
ข้าว 24 ชั่วโมง ซึ่งแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรีย Bacillus spp. สามารถเจริญเพ่ิมปริมาณอยู่รอดบนใบ
ข้าวได้ และสามารถปรับตัวให้เข้ากับสภาพแวดล้อมที่มีความแปรผันสูงบนส่วนที่อยู่เหนือดินของพืช
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ได้ (Demoz and Korsten, 2006) แสดงถึงความได้เปรียบของการใช้เทคโนโลยีชีวภาพในการเพ่ิม
ผลผลิตข้าว  
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บทที่ 5 
สรุปผลและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผล 

5.1.1 จากการทดสอบความรุนแรงของเชื้อราที่ก่อให้เกิดโรคในเมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 
105 พบว่า เชื้อรา Curvularia sp. ส่งผลกระทบอย่างรุนแรงต่อการงอกของเมล็ดข้าว (อัตราการงอก 
0%) ในขณะที่เชื้อรา Sarocladium sp. มีผลกระทบน้อยกว่า โดยการตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม์
คาตาเลส (CAT) ที่แสดงให้เห็นถึงการตอบสนองจากกระบวนออกซิเดชันที่เกิดจากเชื้อรา โดยเวลา
เพ่ิมข้ึนกิจกรรมของเอนไซม์เพ่ิมขึ้น ยกเว้นกรณีเชื้อรา Curvularia sp.  

5.1.2 เชื้อแบคทีเรีย B. siamensis UBU1, B. siamensis BRBD12, B. siamensis 
SKKH3, B. siamensis SKY7 และ B. siamensis SKKK4 พบยีนที่กำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะ 
จำนวน 4 ยีน คือ bacD, bmyA, ituA และ srfA B. cereus SRSHP19, B. cereus BRCR3 และ B. 
cereus SKNK4 พบยีนที่กำหนดการสร้างสารปฏิชีวนะ จำนวน 3 ยีน คือ bacD, ituA และ srfA ใน
ส่วนของเชื้อแคทีเรีย B. subtilis SKNK3 และ B. pseudomycoides UBW2 พบยีนที่กำหนดการ
สร้างสารปฏิชีวนะ จำนวน 1 ยีน คือ bacD  

5.1.3 การประเมินประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. ในรูปแบบ cell-free 
culture filtrate (CFF) สามารถยับยั้ งเชื้ อราสาเหตุ โรคเมล็ดด่ างได้ดีกว่า รูปแบบของ cell 
suspension (CS)  

5.1.4 เชื้อแบคทีเรีย Bacillus siamensis SKKK4 และ SKKH3 มีประสิทธิภาพดีที่สุดใน
การยับยั้งการงอกของสปอร์เชื้อราสาเหตุโรคเมล็ดด่างได้สูงที่สุด 93.83 และ 91.20 เปอร์เซ็นต์ และ
เชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. สามารถยับยั้งเชื้อราได้ระดับสูง และยับยั้งการงอกสปอร์ของเชื้อรา 
Curvularia sp. ได้สูงสุดถึง 100 เปอร์เซ็นต ์

5.1.5 การเคลือบเมล็ดข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ด้วย Bacillus sp. ไม่มีผลกระทบต่อ
เปอร์เซ็นต์งอกและดัชนีการงอกของต้นกล้าข้าว และมีบทบาทในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้น
ข้าวทั้งรากและลำต้น ปริมาณน้ำตาล กรดอะมิโน คลอโรฟิลล์ และแคโรทีนอยด์ 

5.1.6 การใช้เชื้อแบคทีเรีย B. siamensis ไอโซเลต SKKH3, BRBD12 และ UBU1 ช่วย
ลดการเกิดโรคเมล็ดด่าง และเพ่ิมความสูงของต้นข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ได้ และ B. siamensis 
SKKH3 และ ไอโซเลต BRBD12 ช่วยเพ่ิมผลผลิตข้าว 0.97 กิโลกรัมต่อหน่วยทดลอง และช่วยเพ่ิม
น้ำหนักรวงและน้ำหนัก 1,000 เมล็ด  
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5.2 ข้อเสนอแนะ 
5.2.1 ควรศึกษาแนวทางอ่ืน ๆ ที่บ่งชี้ว่าเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp. มีกลไกในการควบคุม

โรคเมล็ดด่างในข้าว นอกเหนือจากการตอบสนองของเอนไซม์คาตาเลส (CAT) 
5.2.2 ควรศึกษาหาสารทุติยภูมิที่เกิดขึ้นจากกระบวนการยับยั้งการงอกสปอร์ของเชื้อรา

สาเหตุโรคเมล็ดด่างในข้าว และศึกษาการผลิตสารทุติยภูมิในอาหารเหลวที่มีผลยับยั้งการงอกของ
สปอร์เชื้อราสาเหตุ  

5.2.3 นำเชื้อแบคที เรีย B. siamensis ไอโซเลต SKKH3 และ ไอโซเลต BRBD12 ที่มี
ประสิทธิภาพมาพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์สู่การใช้จริงในเชิงพาณิชย์ และหาแนวทางในการสร้างสูตรให้มี
ความคงตัวสูง และสามารถเก็บรักษาได้นาน 
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Nutrient Agar (NA) ประกอบด้วย  
Peptone  5.0  กรัม  
Beef extract  3.0  กรัม  
Agar   15.0  กรัม  
Distilled water 1,000  มิลลิลิตร  

วิธีเตรียม  
ละลายส่วนประกอบข้างต้นในน้ำกลั่นให้เข้ากันดีเติมน้ำกลั่นเพ่ือปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1 

ลิตร ก่อนนำไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที 
 
Tryptic Soy Agar (ร้อยละ 3.0 NaCl) ประกอบด้วย  

Tryptone   5.0  กรัม  
Soytone   5.0  กรัม  
Sodium chloride  30.0  กรัม  
Agar    15.0  กรัม  
Distilled water  1,000  มิลลิลิตร  

วิธีเตรียม  
ละลายส่วนประกอบข้างต้นในน้ำกลั่นให้เข้ากันดีเติมน้ำกลั่นเพ่ือปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1 

ลิตร ก่อนนำไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที 

 
Tryptic Soy Broth (ร้อยละ 3.0 NaCl)  

Tryptone   5.0  กรัม  
Soytone   5.0  กรัม  
Sodium chloride  30.0  กรัม  
Distilled water  1,000  มิลลิลิตร  

วิธีเตรียม  
ละลายส่วนประกอบข้างต้นในน้ำกลั่นให้เข้ากันดีเติมน้ำกลั่นเพ่ือปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 1 

ลิตร ก่อนนำไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที 
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Potato Dextrose Agar (PDA)  
ละลาย PDA 39 กรัม ในน้ำกลั่นปริมาตร 1 ลิตร แล้วนำไป autoclave ที่ 121 °C ภายใต้ 

ความดันไอน้ำนาน 15 นาที ทิ้งไว้ให้เย็นลงประมาณ 50-60 °C ก่อนเทใส่จานเลี้ยงเชื้อจานละ 
ประมาณ 8 มิลลิลิตร 

 
การทดสอบคาตาเลส (Catalase test) 
วิธีทดสอบ 
1. หยด H2O2 ที่ความเข้มข้น 3% 1 หยด ลงบนสไลด์ 
2. ใช้ห่วงเขี่ยเชื้ออายุ 24 ชั่วโมง เขี่ยเชื้อลงไปทำการผสมให้เข้ากัน 

ผลบวก  เกิดฟองแก๊ส 
ผลลบ  ไม่มีฟอง  
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ตารางภาคผนวกที่ 1 วิเคราะห์ความแปรปรวนประสิทธิภาพสารกรองเชื้อแบคทีเรีย Bacillus sp.ต่อ
การยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคเมล็ดด่าง 

Bacillus sp. (A) 
Cell (B) 

Cell Suspension (CS) Cell-free Culture Filtrate 
(CFF) 

Bacillus siamensis UBU1 64.402 GH  67.049 FG 
Bacillus pseudomycoides 
UBW2 

61.690 HI 41.852 K 

Bacillus cereus BRCR3 60.630 HI 66.462 FG 
Bacillus siamensis BRBD12 71.481 CDE  76.482 AB 
Bacillus siamensis SKKH3 71.526 CDE  69.167 DEF  
Bacillus cereus SKNK4 59.642 I 51.852 J 
Bacillus siamensis SKKK4 74.852 BC 74.075 BC 
Bacillus subtilis SK-NK3 58.890 I 60.535 HI 
Bacillus siamensis SKY7 51.614 J 67.778 EFG 
Bacillus cereus SRSHP19 72.395 BCD 79.447 A 

F-test ** 

หมายเหตุ: ตัวอักษรเดียวกันหรือไม่มีตัวอักษรภายในคอลัมน์เดียวกันไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ, 
**= มีความแตกต่างกันทางสถิติท่ีความเชื่อมั่น 99% 
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ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของ 16S rRNA 
1. Bacillus siamensis UBU1 

GCGGAGAGACTGCTAGTGTTAGGGGGTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AGCACTCCGCCGGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCAGGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAAAACCTTACCAGGTCTTG
ACATCCTCTGACAATCCTAAAGATAGGAGGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGC
AGGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAA
GAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCA
GTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCA
GCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTT
TGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGTGACAGA
TGATTGGGGTGAAGTCTCAAAGGGGGGGGCACACAA 
 
2. Bacillus siamensis BRBD12 

AAAGAAAGAGTGCTAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATT
AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG
ACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGC
ATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCA
GTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCA
GCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTT
TGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGAT
GATTGGGGTGAAGTCGTACAAAGGGGGGAACCAAA 
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3. Bacillus siamensis SKKH3 
CAAGAGAGTGCTAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA

GCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGA
CATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCA
TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
GATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG
AAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAG
TTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAG
CATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTT
GTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATG
ATTGGGGTGAAGTCTACAAAGGGGGAACAAAAAAACAAAAACGCACCCAACCAACCACGAA
AGCACCAGCACCGGACCAGCGGCAGACCCCCGCGCACGGAGACCGGGGCACACACACGAC
ACACGCCGCCAGCGCCGCGCAGCCATCGGGACTCGCACTTCATGGATTCTGCGCTGCTTTA
CTTTCACTATATACCTGCACTCGATCACGTCCTCGCGCTCGCGAGTGTCTTCCAGTACATAT
ATAATTCAAAACTAAAAAACGGTGCCTATGTTTCTTTTGACAACTAACTCGGCAATCTGGTA
GAGGACACCGCATCTTCGTACCTAGTTGTGGGTGAGGCAGATTGCTACGTGCGTTGGGTCT
TTGTGATTTTTAGATCGCTAGTGGATGGGGTGTCCCTACTTCTTTAGTTGGCCCGGGTTTTT
TTTTTTTACCCCCCACAGTATACTAAGTTTGGTGATTATCGGAAGCCCAGTTTTATTGTGCA
GCTTAAGGGTGTTGTTCGGCCGTCCTAATTGCAGCAGCCCTCTAGACTACTAAAGGGGGGA
GAAACACTCTTAGAGGAGGGGCGGG 
 
4. Bacillus siamensis SKKK4 

ACGATGAAATAGTGCTAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCA
TTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCT
TGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGT
GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC
CTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA
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CAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCT
CAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGAT
CAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAG
TTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAG
ATGATTGGGGTGAAGTCGTACAAGGGGTAACCAAAGCATACAACCATCCGGATTACACTCC
GTTTTCCAGGTGTTATCCCCGACTCCATGTCAGGTTACTCGCGTAGTTCTCACCTCACACGT
CATTCATCCGCGCCAGCACGCTGCGGCCTTCAGAGTTCCATTTCCATGTATTCAGCTCACC
TTCCCGCGATCGTCCGACCGCTAAAAAACACCTCACAAAATGCCAAATCTTCGAAAACATC
TTTCTACATAACTGCCTTACTCGCCGGTTTCTTAATATATTAAATAAGTTACATAACACCCC
CAGATCTTTTATGAAGCCCTACTAATTTACTTCTTTCTTTTATATTCTTCGCGCGGTCCTTT
TTCTTTGCCGCGCTCCACTTTTTTCTTTTTTTTTCTTTTCTTTCCCCATTAATTTTTACTTCC
CCCTCTTGCTTACCTTTTTTTTTTTGCCATTTCTATTTTTTTTGTCGCGTATTTTTTTTGTCG
GCGAGCTTTTTATACCCTCAGTTTGTTTTTTTTTTTAAATATTGTTTTTGTGATCAGCGGAT
GGCACT 
 
5. Bacillus cereus SRSHP19 

GCAGAGAGTGCTAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGA
CATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCA
TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
GATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG
AAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAG
TTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAG
CATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTT
GTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATG
ATTGGGGTGAAGTCGAAAAGGGGGGGCCAAAAA 
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6. Bacillus pseudomycoides UBW2 
 CCAAGAAGAGTGCTAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTA
AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCC
TCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTG
CCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGA
CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAG
CTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAA
CTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAA
CCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTCGTACAAAGGGGGGT
AACCCAAAA 
 
7. Bacillus cereus BRCR3 
CCGACGAGAGTGCTAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCAC
TCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGA
AAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATC
ATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCA
AGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGC
CTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCTTT
TTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTCGTACAAAGGGGAAACACA
A 
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8. Bacillus cereus SKNK4 
GCAGAGAGTGCTAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAA

GCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT
CTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGC
CATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGC
TGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAAC
TCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAAC
CTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTCGACAAAGGGGGGGG
CAAAAAAGGGGCCGGGTCGTGGTCTTTTCCCCTCGTCCTCTCCTTCTCCCCGGGGTTGTTCCCT
TCTCGTCGGGCGTGTGCCCCGCGTGCTCCTCGCCCGTCCGCTCGCTTCCTTCGTGCGCGCTCGC
TCTTCGTCCGTTCGTCTCGCTTGCGTGGGTTGTGCCCCCCCTTCCTCCGCGTGTCGTGTGCGCC
TGTCGTTTTTCCGTTGTCCTCGTGGTGCTCGGTGCGCGCCCGTTGTCCCGTTCTTTGTTCGTGT
GGTCTGCGCCCCGCCCCTGTGTCGCCTTCCTCGCTCGGGGCCGTTCGGTGTCCCCCTGCCCGTG
CCTGTTTTGGGTTGTCCCCCTGGCGTGGGGGTGGTTTTTGCTCTGGGTCGGTCTTCTCTTCCTC
CCCCCGGCTTGGGCTTTCCGGGTTGGTGGGGTGTGCTCCCCTCTTGGCCGCCGGTTGCTTCGTC
TTCGCTTTTTGCGGCTCT 
 
9. Bacillus subtilis SKNK3 

GCAGGAGATGCTAGTGTTAGGGGTTTCGATACCTTTGGTGCTCGAAGTTAACACATTAA
GCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCAC
AAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTG
AATGACCGTCCTAAAGATAGGGCTTTCCTTCGGGACATTCAAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAACTTTAGTTGC
CAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGAGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGTCGGTACAACGGGA
AGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCCAATCCTAAAAAGCCGATCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAA
CTCGCCTGCATGAAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCC
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CGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTACAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAA
CCGCAAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGGTAGATGATGGGGGTGAAGTCGTACAAAGGGGGGA
CCAAACAAA 
 
10. Bacillus siamensis SKY7 
TAGAGGCGAGCGAGATGTTGGGTGCAATTCTGCCACGTCTAGTAGTCTGCAGCTAACGCGTTAA
GTACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCC
GTTAACTTTTGTAAAAAGGATGTTTTCCCTTCGGGGACAACGGTCACGTGTGGTGCGGGGGTGT
CCTCCTCTCGTGTCGTGATATGTTGGGTTATCTCCCGCCGAGAGCGCCCCTTGTGATTATATGT
GCCCTCATTTAGTTGGGAACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGAGACAAACG
GTTGCCAACTCGCGACAGGGAGCTAATCCCATAAAGTCTATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCA
ACTCGACTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAGCACCCAGAAGTCAGGTGG
GGTAAACCTTTTGGGAGCGGCGCCTCGCCACGGTGTGATAGATGATCTGGGGGTGAAGTCTAAA
AGGGGGGACACACA
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