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กิจกรรมต้านจุลนิทรีย์ก่อโรคข้าวของ Bacillus velezensis  
และการสร้างสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ 

Antimicrobial Activities against Rice Pathogens of Bacillus velezensis  
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Abstract 

 
 The aims of this study were to investigate antimicrobial activities against Xanthomonas oryzae 
pv. oryzae the bacterium responsible for rice bacterial leaf blight and Pyricularia oryzae, major rice 
pathogens, and biosurfactant production of Bacillus velezensis. B. velezensis isolated from lichen were 
used in this study. All isolates of B. velezensis showed antimicrobial activities against Xoo and P. oryzae 
according to spot on lawn assay, agar well assay and dual cultures method. The biosurfactant 
production of B. velezensis was screened by cell hydrophobicity, emulsification activity (E24) and 
specific genes for cyclic lipopeptides (cLPs). The results of bacterial cell adherence with hexadecane 
and emulsion by olive oil confirmed that the seven isolates of B. velezensis were able to produce 
biosurfactant. Furthermore, the PCR products of six cLPs synthesis-related genes comprising of SUR3, 
srfA, ituD, ituC, fenD and bmyB that regulated antibiotic biosurfactants production including surfactin, 
iturin, fengycin and bacillomycin, were detected. The safety of B. velezensis isolates were evaluated 
using antibiotic susceptibility test. It was found that all B. velezensis isolates were susceptible to 
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penicillin, ciprofloxacin, tetracyclin, Tigecyclin and vancomycin. B. velezensis are also not be listed in 
Pathogens and Animal Toxins Act 2015. These results can potentially make B. velezensis useful and safe 
as agricultural biocontrol agents. 
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บทคัดย่อ 

 
 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาฤทธิ์ของ 
Bacillus velezensis ในกา รย ั บย ั ้ ง  Xanthomonas 
oryzae pv. oryzae เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแห้ง 
และ Pyricularia oryzae เชื ้อราสาเหตุโรคใบไหม้ ซึ่ง
เป็นจุลินทรีย์ก่อโรคที ่สำคัญในข้าว และการผลิตสาร      
ลดแรงตึงผิวทางชีวภาพของ Bacillus velezensis โดย         
B. velezensis ทั้ง 7 ไอโซเลต ที่ทดสอบแสดงฤทธิ์ต้าน 
X. oryzae pv. oryzae และ P. oryzae เมื่อทดสอบโดย
วิธ ี spot on lawn assay, agar well assay และ dual 
cultures การตรวจสอบความสามารถในการผลิตสาร       
ลดแรงตึงผิวชีวภาพ โดยใช้ความไม่ชอบน้ำของเซลล์ 
กิจกรรมการเกิดอิมัลชัน และยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้าง
สาร cyclic lipopeptides (cLPs) ผลการยึดเกาะของ
เซลล์แบคทีเรียกับเฮกซาเดเคน และการเกิดอิมัลชันของ
น้ำมันมะกอกยืนยันว่าแบคทีเรีย B. velezensis ทั้ง 7         
ไอโซเลต สามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพได้ 
นอกจากนี้ยังตรวจพบ PCR products ของยีนที่เก่ียวข้อง
กับการสังเคราะห์ cLPs 6 ชนิด ซึ่งประกอบด้วย SUR3, 
srfA, ituD, ituC, fenD และ bmyB ที ่ควบคุมการผลิต
สารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพที ่ย ับยั ้งจุล ินทรีย์ ได้แก่ 
surfactin, iturin, fengycin และ bacillomycin ในการ
ทดสอบความปลอดภัยของ B. velezensis ใช้การทดสอบ
ความไวต่อยาปฏิชีวนะ พบว่า B. velezensis ที ่ใช ้ใน
การศึกษาไวต่อยาปฏิชีวนะ penicillin, ciprofloxacin, 
tetracyclin, tigecyclin แ ล ะ vancomycin อ ี ก ทั้ ง           
B. velezensis ยังไม่อยู่ ในทะเบียนรายชื ่อเชื ้อก่อโรค       
ในคนและสัตว์ ตามพระราชบัญญัต ิเช ื ้อโรคและพิษ            
จากสัตว์ พ.ศ. 2558 ผลการทดลองนี ้สามารถบ่งชี ้ว่า            

B. velezensis มีประโยชน์และปลอดภัยสำหรับเป็นสาร
ควบคุมชีวภาพทางการเกษตร 
 

คำสำคัญ:   จุลินทรีย์ก่อโรคข้าว  Bacillus velezensis   
                ฤทธิ์ต้านจุลนิทรีย์  สารลดแรงตงึผวิทางชีวภาพ   
 

คำนำ 

 
 โรคข้าวที่ทำให้ผลผลิตของข้าวลดลดมาก คือ 

โรคไหม้และโรคขอบใบแห้ง โดยโรคไหม้ทำให้ผลผลิต 
ของข้าวลดลงกว่า 50 เปอร์เซนต์ สามารถเข้าทำลายข้าว
ได้ตั ้งแต่ระยะกล้าจนถึงระยะออกรวง มีสาเหตุมาจาก          
เชื้อรา Pyricularia oryzae  ส่วนโรคขอบใบแห้งเกิดจาก
แบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae สามารถ
เข้าทำลายข้าวได้ต ั ้งแต่ระยะต้นกล้าจนถึงออกรวง 
(Division of Rice Research and Development, 2016) 
ในการป้องกันการเกิดโรคข้าว เกษตรกรมักใช้สารเคมี        
ในการควบคุมโรค ซ ึ ่งหากใช ้ในปร ิมาณที ่มากและ       
ระยะเวลานาน จะเป็นอันตรายต่อสิ ่งแวดล้อมและ
เกษตรกรผู้ใช้เอง ดังนั้นจึงได้มีการหาวิธีลดการใช้สารเคมี
ที ่สามารถให้ผลในระยะยาวได้ โดยการนำแบคทีเรีย 
Bacillus มาควบคุมการเกิดโรคข้าวโดย Bacillus เป็น
แบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างท่อน ไม่สร้างสปอร์ เป็น
แบคทีเรียที่สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได้ทั้ง
กลไกทางตรงและทางอ้อม ได้แก่ 1) Phytostimulation 
โดยการสร้างฮอร์โมนพืช เช่น cytokine และ indole 
acetic acid 2) สร้างสารประกอบอินทรีย์ระเหย volatile 
organic compounds เช ่น 2,3-butanediol, acetoin, 
1-octen-3-ol, butyrolactone ซ ึ ่ งอาจม ีฤทธ ิ ์ย ับยั้ ง       
การเจริญของเช ื ้อจ ุล ินทรีย ์ก ่อโรคพืช 3) สร้างสาร 
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lipopeptide เช่น bacillomycin, fengycin, iturin A ซึ่ง
มีฤทธิ ์ย ับยั ้งการเจริญของเชื ้อจุล ินทรีย์อื ่น และ 4) 
Induced systemic resistant เ ช ่ น  ในกรณ ี ของ โ รค           
กาบใบแห้งของข้าวที่มีสาเหตุจาก Rhizoctonia solani 
เช ื ้อ B. subtilis สร้างสารที ่กระตุ ้นให้ต ้านทาน คือ 
Jasmonic acid (JA), ethylene (ET), abscisic acid (ABA), 
auxin signaling, Peroxidase (PO), polyphenol oxidase 
(Shafi et al., 2017) 

สำหรับฤทธิ์ในการยับยั้งเชื ้อจุลินทรีย์ก่อโรคพืช
ของ B. velezensis มีรายงานว่าเกิดจากการสร้างสาร
ทุติยภูมิ เนื ่องจาก Chen et al. (2020) ได้รายงานว่า       
B. velezensis ZW-10 มีศักยภาพในการยับยั ้งเชื ้อรา 
Magnaporthe oryzae สาเหต ุโรคไหม ้ในข ้าว ส ่วน 
supernatant ของ B. velezensis ZW-10 สามารถยับยั้ง
เชื้อได้ โดยเมื่อพิจารณาความสัมพันธ์จากกราฟการเจริญ
และฤทธิ์การยับยั้ง แสดงให้เห็นว่าฤทธิ์ยับยั้งมีบทบาท
จากสารทุติยภูมิ โดยสารทุติยภูมิจาก B. velezensis ที่มี
ฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคพืช  
คือ กลุ่มของ cyclic lipopeptides ที่มีคุณสมบัติในการ
เป็นสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพด้วย เช่น surfactin, 
bacillomycin-D, fengycin, iturin และ  bacillibactin 
แ ล ะ ก ล ุ ่ ม ข อ ง  polyketides เ ช ่ น  macrolactin, 
bacillaene และ difficidin ซึ่งสารเหล่านี้นอกจากมีฤทธิ์
ยับยั้งจุลินทรีย์แล้วยังส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชด้วย 
(Rabbee et al., 2019; Yu et al., 2022) ซึ่งคุณสมบัติ
ในการเป็นสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพสามารถประเมินได้
จากการศึกษาความไม่ชอบน้ำ และความสามารถในการ
ทำให้เกิด emulsion ได้ (Syahriansyah and Hamzah, 
2016; Mouafi et al., 2016) รวมถ ึงการศ ึกษาย ีนที่
เกี่ยวข้องกับการสร้างสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพเหล่านี้ 
เ ช ่ น  ituA, ituD, bmyB, bmyC, srfAA, fenB, fenD, 
bacA แ ล ะ  bacD (Zhou et al., 2022; Niemhom and 
Kittiwongwattana, 2023) ในงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ 
เพื ่อศึกษาความสามารถของ B. velezensis ที ่แยกได้
จากไลเคน ในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคข้าวที่จะสามารถ

เป็นทางเลือกสำหรับเกษตรกร เพื่อใช้ในการจัดการโรค
ข้าวนอกเหนือจากการใช้สารเคมีการเกษตร และชีวภัณฑ์
ที่มีขายตามท้องตลาดในปัจจุบัน 

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

 
การทดสอบความสามารถของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus 
velezensis ในการยับยั ้ง เช ื ้อแบคทีเร ียสาเหตุโรค        
ขอบใบแห้ง Xanthomonas oryzae pv. oryzae 

ทดสอบด้วยเทคนิค spot on lawn โดยทำการ
เพาะ เล ี ้ ย ง เช ื ้ อแบคท ี เ ร ี ย  X.  oryzae pv. oryzae               
ใ น อ า ห า ร เ ห ล ว  Nutrient Glucose Broth (NGB)               
ที่อุณหภูมิห้อง เขย่าที่ความเร็วรอบ 120 rpm นาน 2 วัน 
นำมาปรับความขุ่นให้ได้ค่าการดูดดลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 600 nm เท่ากับ 0.5 นำไปทาลงบนผิวหน้าอาหาร 
Nutrient Glucose Agar (NGA) ตั้งทิ้งไว้ 5–10 นาที นำ
เชื้อแบคทีเรีย B. velezensis (Klayraung et al., 2017) 
ที่ เพาะเล ี ้ยงในอาหารเหลว Tryptone Soya Broth 
(TSB) (Himedia, India) นาน 24 ชั่วโมง ปริมาตร 2 µl 
หยดลงผิวหน้าอาหาร รอให้ของเหลวซึมลงผิวหน้าวุ้นจน
แห้ง นำไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 3 วัน บันทึกผลบวก
เป็นค่าดัชนีการยับยั้งแบคทีเรีย (Antibacterial Index; 
ABI) ด้วยอัตราส่วนขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของวงใส และ
โคโลนี  

ทดสอบประส ิทธ ิภาพในการย ับย ั ้ ง เช ื ้อ X. 
oryzae pv. oryzae โดยสารทุติยภูมิด้วยวิธี agar well 
diffusion โดยนำสารแขวนลอยแบคทีเรีย B. velezensis 
ที่เตรียมไว้เช่นเดียวกับข้างต้น นำมาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 10,000 rpm เก็บส่วนใส ทำให้ปราศจากเชื้อโดย
การกรองผ่านเมมเบรนรูพรุน 0.2 µm ก่อนนำไปทดสอบ 
และเตรียมเชื ้อแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae บน
อาหาร NGA เจาะอาหารให ้ เป ็นหล ุมโดยใช ้  glass 
pasteur pipette ด้านบน ให้ได้หลุมซึ่งมีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 6 มม. จากนั้นนำ supernatant ที่เตรียมไว้ 
ปร ิมาตร 25 µ l เต ิมลงไปในหล ุมท ี ่ เจาะไว ้  บ ่มที่
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% 𝑐𝑒𝑙𝑙 ℎ𝑦𝑑𝑟𝑜𝑝ℎ𝑜𝑏𝑖𝑐𝑖𝑡𝑦 =  (1 +  
𝐴

𝐴𝑜
) 𝑥 100  

อุณหภูมิห้อง นาน 3 วัน สังเกตการยับยั้งจากบริเวณใส
แล้ววัดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณใสที่เกิดขึ้น  

 
การทดสอบความสามารถของ เช ื ้ อแบคท ี เ รี ย                      
B. velezensis ในการยับยั้งเชื้อรา Pyricularia oryzae 

ทดสอบความสามารถของเช ื ้อแบคทีเรีย           
B. velezensis ในการยับยั้งเชื ้อรา P. oryzae  ด้วยวิธี 
dual culture นำเช ื ้อ B. velezensis ที ่ เพาะเล ี ้ยงใน
อาหารเหลว TSB ปริมาตร 5 µl หยดลงบนผิวหน้าอาหาร 
Potato Dextrose Agar (PDA) จากนั้นนำ glass pasteur 
pipette ที ่ผ ่านการฆ่าเช ื ้อแล ้ว เจาะว ุ ้นท ี ่ม ี เช ื ้อรา                    
P. oryzae  ให้มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มม. และวาง
บนอาหาร PDA อีกด้าน ให้ม ีระยะห่างระหว ่างเชื้อ
แบคทีเรีย B. velezensis ที่ศึกษา กับเชื้อรา P. oryzae 
เป็นระยะ 3 ซม. บ่มที่อุณหภูมิห้อง นาน 7 วัน วัดความ
ยาวรัศมีของโคโลนีเชื้อราทดสอบ (fungal growth) เทียบ
กับเชื ้อราควบคุมที ่เจริญบนจานอาหารที ่ไม่ปลูกเชื้อ
แบคทีเร ียทดสอบ ( fungal control growth) จากนั้น
นำมาหาค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั ้งการเจริญของเส้นใย 
พร้อมนำมาหาเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้งจากสูตร 
Mycelium growth inhibition (%) = 

(fungal control growth – fungal growth)     X 100 

           fungal control growth 

 
จากนั ้นจึงนำไปทดสอบประสิทธิภาพในการ

ยับยั ้ง P. oryzae โดยสารทุติยภูมิ ด้วยวิธี agar well 
diffusion ด ้ วยการ เจาะอาหาร  MPDA ด ้ วย  glass 
pasteur pipette ที ่ฆ ่าเชื ้อแล้ว และนำ supernatant 
ของเชื ้อที ่ เพาะเล ี ้ยงในอาหารเหลว TSB นาน 3 วัน 
เช่นเดียวกับที่ทดสอบ X. oryzae pv. oryzae เมื่อใช้วิธี 
agar well diffusion โดยดูด supernatant ปริมาตร 25 
µl เต ิมลงไปในหลุมที ่ เจาะไว้  วางช ิ ้นว ุ ้นที ่ม ีเช ื ้อรา              
P. oryzae บนอาหารด้านตรงข้าม ให้มีระยะห่างระหว่าง
เชื้อรากับหลุม 3 ซม. บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน 

ทำการวัดขนาดการเจริญของเส้นใยเพื ่อนำมาหาค่า
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งดังสูตรข้างต้น 
 
การทดสอบกิจกรรมที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารลดแรง
ตึงผิวทางชีวภาพ 

1) การทดสอบความไม่ชอบน้ำของเซลล์ (cell 
hydrophobicity) ด ้ ว ย ว ิ ธี  Bacterial Adhesion to 
Hydrocarbons (BATH) assay 

ปรับความขุ่นของตะกอนเซลล์ B. velezensis 
โดยการเจือจางด้วยสารละลาย 50 mM phosphate 
buffer pH7.4 วัดความขุ่นด้วยเครื่อง spectrophotometer 
(SP-830, Metertech, Taiwan) ที่ความยาวคลื ่น A610 
nm ให้ได้ประมาณ 0.5 ± 0.05 (A0) และดูดใส่หลอด
ทดลองปร ิมาตร 1.2 ml เต ิม hydrocarbon โดยใช้ 
hexadecane (Sigma, Germany) ปริมาตร 2 ml ตั้งทิ้ง
ไว้อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที ผสมให้เข้ากันโดยใช้
เครื ่อง vortex mixer ปั ่นเป ็นเวลา 2 นาที ต ั ้งท ิ ้งไว้
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที นำส่วนน้ำที่อยู่ด้านล่าง
หลอดไปวัดค่า A610 nm (A) บันทึกผลความไม่ชอบน้ำ
ของแบคทีเรีย คำนวณโดยใช้สูตร 

 

 
 
 

2) การทดสอบความสามารถในการเกิด 
emulsion ข อ ง เ ช ื ้ อ แ บ ค ท ี เ ร ี ย ด ้ ว ย ก า ร ห า ค่ า 
emulsification index (E24) 

การหาค ่ า  E24 ของ เช ื ้ อ แบคท ี เ ร ี ย  B. 
velezensis โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหารเหลว TSB  
ที่อุณหภูมิห้อง เขย่าที่ 120 rpm นาน 3 วัน ปั่นเหวี่ยง
เพื่อเก็บส่วนใสด้วยความเร็วรอบ 10,000 rpm นาน 5 นาที 
นำส่วนใส 2 ml ผสมน้ำมันมะกอกธรรมชาติ (Bertolli, 
Italy) 2 ml ผสมให้เข้ากันด้วย vortex mixer 2 นาที         
ตั ้งทิ้งไว้ 24 ชั่วโมง เพื่อตรวจสอบการปลดปล่อยสาร 
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ในกลุ่มcyclic lipopeptide โดย 0.5% Sodium Dodecyl 
sulfate (SDS) เป ็น positive control และใช ้น ้ำกลั่น 
และอาหาร TSB เป ็น negative control คำนวณหา     
ค่าดัชนี E24 โดยสูตร 
 

 
 
 
3) ตรวจย ีนท ี ่ เก ี ่ยวข ้องก ับการสร ้างสาร

ปฏิชีวนะ และยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารลดแรงตงึผิว
ของ Bacillus ได ้แก ่ surfactin, fengycin, iturin และ 
bacillomycin โดยอ้างอิง primers และสภาวะที ่ใช้ใน
การทำปฏิก ิร ิยา polymerase chain reaction (PCR) 
จากงานวิจัยของ Mora et al. (2015); Nanjundan et al. 

(2019); Plaza et al. (2015) โดยสกัดดีเอ็นเอแบคทีเรีย 
Bacillus ที่ต้องการตรวจ โดยชุดสกัด DNA สำเร็จรูป 
PureDirex Genomic DNA Isolation Kit (BIO-HELIX, 
Taiwan) ทำการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีนที่เก่ียวข้องกับ 
cyclic lipopeptide (Table 1 ) ด ้ ว ย เ ท ค นิ ค 
Polymerase Chain Reaction (PCR) ด้วยเคร่ืองพีซีอาร์ 
Major cycler (Major science, Taiwan) ก า ร ต ร ว จ
ผลผลิตดีเอ็นเอจากปฏิกิริยา PCR โดยวิธี agarose gel 
electrophoresis ใน 1.5% Agarose gel ซึ่งผสม SYBR® 
Safe DNA gel stain (Invitrogen, Canada) รันเจลโดย
เครื่อง Electrophoresis (Majorscience, Taiwan) เติม 
1xTAE buffer (Invitrogen, Canada) อ่านผลด้วยเคร่ือง 
UltraSlim® LED illuminator (Mastrogen, Taiwan)  

 

Table 1   Specific primers for cyclic lipopeptides (cLPs) production 
 

cLPs Genes Primers Base sequces (5՛→3՛) Ta (C) 
Surfactin SUR3 SUR3F ACAGTATGGAGGCATGGTC 

56.8 
SUR3R TTCCGCCACTTTTTCAGTTT 

srfAA SRFAF TCGGGACAGGAAGACATCAT 
60.4 

SRFAR CCACTCAAACGGATAATCCTGA 
Iturin ituD ITUD1F GATGCGATCTCCTTGGATGT 

58 
 ITUD1R ATCGTCATGTGCTGCTTGAG 

ituC ITUCF GGCTGCTGCAGATGCTTTAT 
60.1 

 ITUCR TCGCAGATAATCGCAGTGAG 
Bacillomycin bymB BMYBF GAATCCCGTTGTTCTCCAAA 

59.9 
 BMYBR GCGGGTATTGAATGCTTGTT 

Fengicin fenD FENDF GGCCCGTTCTCTAAATCCAT 
60.1 

 FENDR GTCATGCTGACGAGAGCAAA 

 
 
 
 

E24 (%) =
height of emulsion layer

height of liquid column
 x 100 
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การทดสอบด้านความปลอดภัยของเชื้อ B. velezensis 
ศึกษารูปแบบในการดื้อต่อยาปฏิชีวนะ ด้วย 

disc diffusion method (CLSI, 2010)  โดยกรณ ีของ 
Bacillus ใช ้ สาร Penicillin (10 g/disc), Ciprofloxacin          
(5 g/disc), Tetracyclin (30 g/disc), Tigecyclin (15 
g/disc), และ Vancomycin (30 g/disc) (Himedia, 
India) ทำการทดสอบบนอาหาร Blood agar (Biomedia, 
Thailand) นำแผ่นยาแต่ละชนิด วางบนผิวหน้าอาหาร      
ที่ทำการทดสอบ 3 ซ้ำ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 24–48 ชั่วโมง สังเกตบริเวณยับยั้งเชื้อแบคทีเรียและ
วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของวงใส นำมาหาค่าเฉลี่ยและ
เทียบกับค่ามาตรฐาน เพื่อสรุปว่า Susceptible (S) คือ 
ไวต่อการยับยั้งของยา Intermediate (I) คือ ไวต่อการ
ยับยั้งของยาบางส่วน และ Resistant (R) คือต้านทานต่อยา 
(Weber et al., 1988) นอกจากนี้ตรวจเทียบระดับความ
ปลอดภัยทางชีวภาพจากระดับความเสี ่ยง (1-4) ของ   
เชื ้อแบคทีเรีย ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื ่อง 
รายการเช ื ้อโรคที ่ประสงค ์ควบค ุมตามมาตรา 18          
พ.ศ. 2561 (Royal Thai Government Gazette, 2018) 
 
การวิเคราะห์ทางสถิติ  

ในแต่ละการทดลองทำ 3 ซ้ำ วิเคราะห์ความ
แตกต่างของค่าเฉลี ่ยด้วย Duncan’s Multiple Range 
Test โดยโปรแกรม IBM SPSS Statistics version 29.0 
 
 
 
 

ผลการวิจัย 

 
ผลการทดสอบฤทธิ ์ย ับยั ้งเชื ้อแบคทีเรียสาเหตุโรค     
ขอบใบแห้ง X. oryzae pv. oryzae ของเชื้อแบคทีเรีย        
B. velezensis 

จากการทดสอบความสามารถของ B. velezensis 
ในการย ับย ั ้ ง เช ื ้อแบคท ี เร ีย X. oryzae pv. oryzae 
สาเหตุโรคขอบใบแห้งในข้าว โดยเฉพาะกลุ่มที่แยกได้
จากไลเคน (Klayraung et al., 2017) พบว่าเชื้อ B. velezensis 
ที่ให้ผลบวกในการยับยั้งแบคทีเรียได้ทั้งจากการทดสอบ
โดยใช้วิธี spot on lawn และ agar well diffusion ซึ่ง
จากการทดสอบโดย spot on lawn มีดัชนีการยับยั้ง 
ตั้งแต่ 1.86–8.12 (Table 2, Figure 1 A) ซึ่งเชื้อ B. velezensis 
LC130 สามารถยับยั ้งเชื ้อ X. oryzae pv. oryzae ได้     
ดีที่สุด โดยมีดัชนีการยับยั้ง คือ 8.12  

หลังจากนั้นนำเชื้อแบคทีเรียที่ให้ผลบวกในการ
ทดสอบเหล่านี้มาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้ง เชื้อ 
X. oryzae pv. oryzae โดยสารทุติยภูมิ โดยใช้ supernatant 
ของเชื้อที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว TSB นาน 3 วัน โดย
วิธ ี agar well diffusion พบว่า supernatant ของเชื้อ                   
B. velezensis ทั้ง 7 ไอโซเลต แสดงบริเวณยับยั้งเกิดขึ้น
รอบหลุม ที ่ เต ิม supernatant (Figure 1B) ม ีค ่าเฉลี่ย
ความกว้างของบริเวณยับยั้ง 17.13–43.87 มม. โดยเชื้อ 
B. velezensis ไอโซเลต LC1, LC2, LC19, LC70 และ
LC130 มีค่าสูงกว่า LC33 และ LC33.1 อย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 หรือที่ระดับความเชื่อมั่น 
95% (Table 2) 
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Table 2   Antibacterial activity of B. velezensis against X. oryzae pv. oryzae  
 

B. velezensis Accession no. Antibacterial activity against Xoo 
Spot on lawn (ABI)* Agar well assay (DCZ)** 

        LC1 KY084550 3.73b 41.40a 
        LC2 KY084550 6.65a 43.87a 
        LC19 CP014990 2.55b 43.87a 
        LC33 CP014990 6.93a 24.80b 
        LC33.1 MT649755 7.01a 17.13c 
        LC70 KX673635 1.86b 42.80a 
        LC130 KY084550 8.12a 39.03a 

 

* ABI means antibacterial activity index. ** DCZ means diameter of clear zone in mm. 
 

 
 

Figure 1   Clear zone of antibacterial activity against X. oryzae pv. oryzae of B. velezensis LC130  
                    by spot on lawn (A) and agar well diffusion assays 
 

ผลการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา P. oryzae ของเชื้อ
แบคทีเรีย B. velezensis 

สำหร ับการทดสอบฤทธ ิ ์ ย ั บย ั ้ ง เ ช ื ้ อ ร า 
Pyricularia oryzae สาเหต ุ โรคไหม ้ ในข ้ าว  เมื่ อ
ทดสอบด ้วยเทคน ิค dual cultures พบว ่า  เชื้ อ         
B. velezensis ท ั ้ ง  7 ไอโซเลต ท ี ่ สามารถย ับยั้ ง          
X. oryzae pv. oryzae สามารถยับยั้ง P. oryzae ได้
เช่นกัน โดยคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ยับยั้งการเจริญ 24.67–
58.79%  

นอกจากนี้ได้มีการทดสอบประสิทธิภาพในการ 
 

ยับยั้ง P. oryzae โดยสารทุติยภูมิ โดยใช้ supernatant 
ของเชื ้อที ่ เพาะเล ี ้ยงในอาหารเหลว TSB นาน 3 วัน 
เช่นเดียวกับที่ทดสอบ X. oryzae pv. oryzae เมื่อใช้วิธี 
agar well diffusion พบว่าจาก 7 ไอโซเลตที่ให้ผลบวก
ในขั้นตอนการทดสอบ dual culture มีเพียง 4 ไอโซเลต 
ที่ supernatant สามารถยับยั้ง P. oryzae ได้ (Figure 2) 
ได ้แก ่  LC2, LC19, LC33 และ LC33.1 โดยค ิด เป็น
เปอร์เซ็นต์ยับยั ้งการเจริญเพียง 11.89–31.64% 
(Table 3) โดย supernatant ของ B. velezensis LC19 
มีประสิทธิภาพสูงสุดในการทดสอบขั้นตอนนี้  

A B 
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Figure 2   Mycelial growth inhibition on P. oryzae by B. velezensis LC1 (A) and supernatant  
                       of B. velezensis LC19 (B) 

 
Table 3   Mycelial growth inhibition of Pythium oryzae by Bacillus velezensis using dual culture  
              and agar well diffusion methods 
 

B. velezensis Percentage of mycelial growth inhibition 
Dual culture Agar well assay 

  LC1                  58.79±4.5a - 
  LC2                  57.68±1.34a 11.89±1.47b 
  LC19                  28.41±2.61c 31.64±0.22a 
  LC33                  56.19±1.29ab 12.96±1.37b 
  LC33.1                  49.38±6.39b 16.63±6.78b 
  LC70                  52.97±0.93ab - 
  LC130                  19.31±1.56d - 

 

ผลการศึกษาการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพของ
เชื้อ B. velezensis ผลการทดสอบ cell hydrophobicity 
ด้วยวิธี BATH assay 

ผลการทดสอบความไม่ชอบน้ำของเซลล์ (cell 
hydrophobicity) ด้วย BATH assay โดยใช้ hexadecane 
เพื ่อยืนยันการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ พบว่า            
B. velezensis ให้เปอร์เซ็นต์ความไม่ชอบน้ำของเซลล์ 
4.10–46.86 (Figure 4) โดยไอโซเลตที่ให้ค่าความไม่
ชอบน้ำของเซลล์สูงที่สุด คือ B. velezensis LC1 ซึ่งการ

ไม่ชอบน้ำของเซลล์สามารถใช้เป็นข้อบ่งชี้การผลิตสาร    
ลดแรงตึงผิวทางชีวภาพของแบคทีเรียได้ 
 
ผลการทำให้เกิด emulsion ของเชื้อ B. velezensis 

ก ิจกรรมการเก ิด emulsion โดยใช ้น ้ ำมัน
มะกอก ของ B. velezensis ทั้ง 7 ไอโซเลต แสดงด้วยค่า 
E24 พบว่า B. velezensis จำนวน 6 ไอโซเลต มีค่าเฉลี่ย 
E24 สูงกว่า negative control ยกเว ้น B. velezensis 
LC2 ที่มีค่าต่ำกว่า คือ 37.30% ในขณะที่อีก 6 ไอโซเลตนั้น 
 

A B 
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มีค่าอยู่ในช่วง 38.97–51.92% ดังแสดงใน Figure 5 แต่
อย่างไรก็ดี supernatant ของ B. velezensis ทั ้งหมด      
มีค่าเฉลี่ย E24 ต่ำกว่า positive control คือ 0.5% SDS 
ที่มีค่าถึง 62.42% จากผลการทดลองนี้ B. velezensis 
ไอโซเลตที่แสดงค่าเฉลี่ย E24 สูงกว่าไอโซเลตอื่นอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 คือ LC1, LC19 
และ LC70 ซึ ่งอาจระบุได้ว่าเชื ้อ B. velezensis มีการ
ปลดปล่อยสารในกลุ่ม cyclic lipopeptides ออกมา  

 
ผลการตรวจยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารลดแรงตึงผิว
ทางชีวภาพในกลุ่ม cyclic lipopeptide 

จากผลการทดสอบลักษณะเบื้องต้นในการผลติ
สารลดแรงตึงผิวชีวภาพซึ่งเป็นสารทุติยภูมิที่มีบทบาท
สำคัญในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคพืช ในขั้นตอนนี้จึง

ได้ทำการตรวจยีนที่เกี่ยวข้องที่ข้องกับสารลดแรงตึงผิว
ชีวภาพที่มีรายงานการตรวจพบในแบคทีเรีย Bacillus 
โดยเฉพาะกลุ ่มของ cyclic lipopeptides ได ้แก่ srfA 
และ SUR3 ซึ่งเก่ียวข้องกับการสร้าง surfactin ยีน fenD 
เก ี ่ยวข้องกับการสร้าง fengycin ยีน ituD และ ituC 
เกี ่ยวข้องกับการสร้าง iturin และ bmyB ที่สัมพันธ์กับ
การสร้าง bacillomycin รวมเป็น 6 ยีน ที่ใช้ในการศึกษา 
พบว่า เชื้อ B. velenzensis ทั้ง 7 ไอโซเลต ตรวจพบยีน 
5 ยีน ได้แก่ srfA, SUR3, ituD, fenD และ bmyB (Figure 
5A-C, E-F) โดยมีขนาดของ PCR product เท่ากับ 201, 
441, 647, 201 และ 370 bp ตามลำดับ ส่วน ยีน ituC 
นั ้นตรวจพบเพียง 3 ไอโซเลต ได้แก่ B. velenzensis 
LC1, LC2 และ LC130 มีขนาดของ PCR product 423 
bp (Figure 5D) 

 
 
 

 
           Figure 3  Cell hydrophobicity of B. velezensis by BATH assay  
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             Figure 4   Emulsion index of B. velezensis supernatant 
 

ผลการศึกษาความปลอดภัยของเชื้อ B. velezensis 
ได้เปรียบเทียบชื่อเชื ้อแบคทีเรียกับประกาศ

กระทรวงสาธารณสุข เรื ่อง รายการเชื้อโรคที่ประสงค์ 
ควบคุมตามมาตรา 18 พ.ศ. 2561 พบว่าเชื ้อในกลุ่ม        
B. velezensis ไม่ปรากฏในทะเบียนรายชื่อเชื้อก่อโรคใน
คนและสัตว์ และในการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ 

ด้วย disc diffusion method ของ Bacillus ตามหลักการ
ข อ ง  Celandroni et al. (2016) ใ ช ้ ส า ร  Penicillin                 
(10 µg/disc), Ciprofloxacin (5 µg/disc), Tetracyclin           
(30 µg/disc), Tigecyclin (15 µg/disc), และ Vancomycin 
(30 µg/disc) ไม่พบว่าเชื้อ B. velezensis ที่ใช้ในการศึกษา
ดื้อต่อยาดังกล่าว 

 
 

Figure 5   PCR products of specific primers for srfA (A), SUR3 (B), ituD (C), ituC (D), fenD (E) and bmyB (F) genes 
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วิจารณ์ผลการวิจัย 

 
จากการวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์สำคัญในการใช้

แบคทีเรีย Bacillus velezensis เพื่อควบคุมโรคขอบใบแห้ง
ซึ ่งมีสาเหตุจากชื ้อแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae 
pv. oryzae และ โรคไหม้ในข ้าว ซ ึ ่งเก ิดจากเช ื ้อรา 
Pyricularia oryzae โดยในงานวิจัยนี ้มี B. velezensis 
จำนวน 7 ไอโซเลต ซึ่ง B. velezensis เป็นแบคทีเรียที่มี
รายงานการใช้ประโยชน์ทางการเกษตรทั้งในส่วนของของ
การควบคุมโรคพืช และส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช
รวมถ ึง ในข ้าวด ้วย โดย B. velezensis เป ็นสป ีช ีส์                  
ท ี ่ ถ ู กจ ั ดจำแนกใหม ่ ของ  B. methylotrophicus, B. 
amyloliqueciens subsp. plantarum และ B. oryzicola (Ye 
et al., 2018)  

สำหรับฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค
พืชของ B. velezensis มีรายงานว่าเกิดจากการสร้าง     
สารทุต ิยภูม ิ ซ ึ ่งสอดคล้องกับงานวิจ ัยในครั ้งนี้  คือ 
supernatant ของ  B. velezensis อาย ุ  72  ช ั ่ ว โมง             
ที่มีฤทธิ์ยับยั้ง X. oryzae pv. oryzae และ P. oryzae 
โดย Lim et al. (2017) และ Chen et al. (2020) ได้
รายงานว่า supernatant ของ B. velezensis สามารถ
ยับยั ้งเชื ้อราก่อโรคพืชรวมทั้ง Magnaporthe oryzae 
สาเหตุโรคไหม้ในข้าว เมื ่อพิจารณาความสัมพันธ์จาก
กราฟการเจริญและฤทธิ์การยับยั้ง แสดงให้เห็นว่าฤทธิ์
ยับยั้งนี้มีบทบาทจากสารทุติยภูมิ จากการวิเคราะห์พบว่า
กลุ่มสารละลายน้ำได้ คือ bacillomycin L และ fengycin 
A อีกทั้งจากงานวิจัยของ Yu et al. (2022) ยังรายงานว่า 
B. velezensis YA215 ซึ่งแยกได้จากป่าชายเลนมีการผลิต
สารชีวโมเลกุลในกลุ่มของ lipopeptides ทั้ง surfactin, 
iturin และ fengycin ซึ่งสารในกลุ่มของ lipopeptides 
มีคุณสมบัติในการเป็นสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ ดังนั้น
งานวิจัยนี้จึงได้มีการศึกษาความไม่ชอบนำ้ (BATH assay) 
และความสามารถในการเก ิด E24 (emulsification 
index, E24) ซึ่งผลจาก BATH assay B. velezensis ให้
เปอร์เซ็นต์ความไม่ชอบน้ำของเซลล์ 4.10–46.86% ส่วน 

ค่า E24 มีค่าอยู่ในช่วง 38.97–51.92% ซึ่งจากงานวิจัย
ของ Syahriansyah and Hamzah (2016) และ Mouafi 
et al. (2016) ซึ่งตรวจสอบความสามารถในการเกิด E24 
ของ B. subtilis และ B. brevis เพื่อระบุความสามารถ 
ในการผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพ พบว่ามีค่า E24 
เพียง 17 และ 46.60% ตามลำดับ 

นอกจากนี ้จากการตรวจสอบยีนจำเพาะ        
ที่เก่ียวข้องกับการสังเคราะห์ cyclic lipopeptides ได้แก่ 
SUR3, srfA, ituD, ituC, fenD และ bmyB ที่ควบคุม 
การผลิต surfactin, iturin, fengycin และ bacillomycin 
พบว่า B. velezensis ที ่ม ีฤทธิ ์ย ับยั ้ง  X. oryzae pv. 
oryzae และ P. oryzae ตรวจพบยีนทั้ง 6 นี้ เช่นเดียวกับ
งานว ิจ ัย Zhou et al. (2022) ได ้รายงานการศึกษา
ความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคในข้าว โดยเชื้อ 
B. velezensis ซึ่งแยกได้จากราก Boldostemmatis ใน
การยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคในข้าวที่สำคัญ Magnaporthe 
oryzae และ X. oryzae pv. oryzae ซึ ่งตรวจพบยีน       
ที่เกี่ยวข้องกับการสร้าง lipopeptides ได้แก่ ituA, ituD, 
bmyB, bmyC, srfAA, fenB, fenD, bacA แ ล ะ  bacD 
ดังนั้น B. velezensis จึงอาจมีการสร้าง lipopeptides 
ทั้ง 3 กลุ่มคือ surfactin, iturin และ fengycin นอกจากนี้ 
Niemhom and Kittiwongwattana (2023) ได้รายงาน
การแสดงออกของยีนแบคทีเรีย B. velezensis 2211       
ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใยของเชื้อรา Pyricularia 
oryzae เม ื ่อเพาะเล ี ้ยงในอาหาร potato dextrose 
broth มีการแสดงออกของยีน bmyA, fenB และ dhbE 
ซึ่งควบคุมการสร้างโปรตีน Bacillomycin D synthetase 
และ Fengycin 

ในการนำแบคทีเรียมาประยุกต์ทางการเกษตร
ไม ่ว ่าจะเป ็นการผล ิตพ ืชหร ือส ัตว ์ก ็ตาม ส ิ ่งสำคัญ                  
ที่จะต้องคำนึงถึง คือ สายพันธุ์เหล่านั้นจะต้องปราศจากยีน
ต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ ซึ่งอาจแพร่กระจายไปยังเชื้อ
แบคทีเรียก่อโรคในสิ่งแวดล้อมได้ อาจก่อให้เกิดปัญหา  
ในการรักษาในมนุษย์หรือสัตว์ด้วยยาปฏิชีวนะนั้น ดังนั้น
จำเป็นต้องมีวิธีการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ ซึ่ง
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สามารถประเมินระดับการต้านทานต่อยาปฏิชีวนะของ
เชื้อแบคทีเรียที่จะนำไปใช้งานได้ (Agersø et al., 2018) 
โดยในงานวิจัยนี้ได้ทำการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ
ของเช ื ้อแบคทีเร ีย B. velezensis โดยว ิธ ี  disc agar 
diffusion ก ับยาปฏ ิช ี วนะ 5  ชน ิ ด  ค ื อ  Penicillin, 
Ciprofloxacin, Tetracyclin, Tigecyclin และ Vancomycin 
พบว่าเชื้อ B. velezensis ทั้ง 7 ไอโซเลต ไวต่อยาปฏิชีวนะ
ทั้ง 5 ชนิดที่ทดสอบ เช่นเดียวกับงานวิจัย Celandroni   
et al. (2016) และ Luna et al. (2007) โดยในงานวิจัยทั้งสอง 
น ี ้ ได ้ทำก ับเช ื ้อแบคทีเร ีย Bacillus หลายสป ีช ีส ์  เช่น                 
B. anthracis, B. cereus, B. mycoides, B. pseudomycoides 
และ B. thuringiensis จำนวนทั้งสิ ้นมากกว่า 75 ไอโซเลต 
พบว่าเชื้อ Bacillus ที่ทดสอบส่วนใหญ่ดื้อต่อยา penicillin 
แต ่ ไ วต ่ อ  Ciprofloxacin, Tetracyclin, Tigecyclin และ 
Vancomycin ซึ ่งการรักษาการติดเชื้อแบคทีเรีย Bacillus   
ในโรงพยาบาลใช้ยา Tetracyclin และ Vancomycin 
ดังนั้นเชื้อ B. velezensis ในงานวิจัยครั้งนี้เบื้องต้นจึงมี
ความปลอดภัยในการนำไปใช้งาน อย่างไรก็ดีจะต้องมีการ
นำไปตรวจสอบยีนที่เก่ียวข้องกับการดื้อยาปฏิชีวนะต่อไป 

 
สรุปผลการวิจัย 

 
ใ น ก า ร ศ ึ ก ษ า ก า ร ย ั บ ย ั ้ ง แ บ ค ท ี เ รี ย 

Xanthomonas oryzae pv. oryzae แ ล ะ เ ช ื ้ อ ร า 
Pyricularia oryzae ของ B. velezensis จำนวน 7 ไอโซเลต 
พบว่าสามารถยับยั้งเชื ้อก่อโรคในข้าวทั้ง 2 ชนิด ได้ดี         
ม ีความสามารถผลิตสารลดแรงตึงผิวทางชีวภาพได้        
จากการตรวจสอบความไม่ชอบน้ำของเซลล์ กิจกรรมการเกิด
อิม ัลช ัน และยีนที ่ เก ี ่ยวข้องกับการสร้างสาร  cyclic 
lipopeptides ซึ่งประกอบด้วย SUR3, srfA, ituD, ituC, 
fenD และ bmyB ที ่ควบคุมการผลิตสารลดแรงตึงผิว  
ทางชีวภาพที ่ยับยั ้งจุลินทรีย์ ได้แก่ surfactin, iturin, 
fengycin แ ล ะ  bacillomycin แ ล ะ  B. velezensis 
 

ม ีความปลอดภ ัยทางช ีวภาพจากการศ ึกษาความไวต่อ                       
ยาปฏ ิ ช ี วนะ  penicillin, ciprofloxacin, tetracyclin, 
tigecyclin และ vancomycin และการตรวจสอบทะเบียน
รายช ื ่อเช ื ้อก ่อโรคในคนและส ัตว์  เช ื ้อ B. velezensis          
ยังไม่อยู่ในบัญชีรายการเชื ้อก่อโรคประกาศกระทรวง
สาธารณสุข เร ื ่อง  รายการเช ื ้อโรคที ่ประสงค์ควบคุม        
ตามมาตรา 18 พ.ศ. 2561 ตามพระราชบัญญัติเชื้อโรค
และพิษจากสัตว์ พ.ศ. 2558  
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