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บทคัดย่อ: การศึกษาผลของแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่แยกได้จากดินบริเวณรอบรากข้าวต่อการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Fusarium 
fujikuroi สาเหตุโรคถอดฝักดาบของข้าว โดยจากการแยกเชื้อราสาเหตุโรคถอดฝักดาบของข้าวได้รวม 58 ไอโซเลต เมื ่อทดสอบ
ความสามารถในการก่อให้เกิดโรค พบเช้ือรา F. fujikuroi ไอโซเลต CRFuRD-7 เป็นสายพันธุ์ท่ีก่อให้เกิดความรุนแรงของโรคสูงสุด เมื่อ
นำเชื้อดังกล่าวมาทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียในดินที่แยกเชื้อได้จากบริเวณรอบรากข้าวโดยวิธี dual culture พบว่าเช้ือ
แบคทีเรียในดินบริเวณรอบรากข้าว ไอโซเลต RC-1, RR-51 และ SR-31 มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ  46.23, 52.69 และ 53.23 
เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ หลังจากนั้นจึงทำการทดสอบการสร้างสารเมตาโบไลท์ของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลต คือ RC-1, RR-51 
และ SR-31 พบว่าเช้ือดังกล่าวสามารถผลิตเอนไซม์เซลลูเลส อะไมเลส และสร้างไซเดอร์โรฟอร์ได้ ผลการทดสอบความสามารถ
ของเชื้อแบคทีเรียต่อการควบคุมโรคถอดฝักดาบบนเมล็ด พบว่าสามารถลดการเกิดโรคบนเมล็ดได้ โดยกรรมวิธีแช่ด้วยสารแขวนลอย
เชื้อแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลตก่อนนำไปทดสอบด้วยเชื้อราสาเหตุโรค F. fujikuroi มีเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคเท่ากับ 39.50 36.25 และ 
39.00 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่มีเปอรเ์ซ็นต์การเกิดโรคเท่ากับ 81.75 เปอร์เซ็นต์ จากการหาลำดับนิวคลี
โอไทด์บริเวณ 16S rRNA ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีใช้ในการทดลองนี้ พบว่าเป็นเช้ือแบคทีเรีย Bacillus amyloliquefaciens 
คำสำคัญ: แบคทีเรีย; โรคถอดฝักดาบ; Fusarium fujikuroi, ข้าว 

 
ABSTRACT: The study on the effect of antagonistic bacteria isolated from rice rhizosphere soil, on growth inhibition 
of Fusarium fujikuroi, causing the bakanae disease of rice. According to the test of pathogenicity of 58 isolates of F. 
fujikuroi which were isolated from diseased plants, the F. fujikuroi isolate CRFuRD-7 caused the highest disease severity. 
The antagonistic bacteria were tested for the mycelial growth inhibition of the F. fujikuroi isolate by the dual culture 
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method. Three isolates of antagonistic bacteria, RC-1, RR-51 and SR-31, showed high activity in suppression of the 
mycelial growth of F. fujikuroi with the percentages of 46.23, 52.69 and 53.23, respectively. These three isolates of 
antagonistic bacteria were tested on metababolic production. They were found to be capable of producing 
the enzymes cellulase, amylase, and siderophores. Therefore, these three isolates of antagonistic bacteria were 
tested on rice seed. The results found that the occurrence of diseases on the seeds could be reduced by soaking in 
bacterial suspensions of the three isolates before being challenged with F. fujikuroi. The percentages of disease 
incidence were about 39.50, 36.25 and 39.00 percent, respectively, compared with 81.75 percent in the control. Based 
on the nucleotide sequences of the 16S rDNA of these antagonistic bacteria, they were identified as Bacillus 
amyloliquefaciens.  
Keywords: antagonistic bacteria; bakanae disease; Fusarium fujikuroi; rice  
 

บทนำ 
ข้าว (Oryza sativa L.) เป็นพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญของประเทศไทย ผลผลิตข้าวยังเป็นท่ีต้องการของตลาดทั้งภายใน

และต่างประเทศ แต่ในปัจจุบันพบว่าความสามารถในการผลิตข้าวของประเทศไทยลดลง (สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 
2562) ซึ่งหนึ่งปัญหาที่ทำใหผ้ลผลิตข้าวลดลงมีสาเหตุเกิดจาก โรคถอดฝักดาบ (Bakanae disease ) ของขา้ว ซึ่งเกิดจากเช้ือ
รา Fusarium fujikuroi Nirenberg (synonym : Fusarium moniliforme) โรคนี้พบการระบาดทั่วโลกท่ีมีการปลกูข้าว โดย
มีการรายงานว่าโรคดังกล่าวนี้ทำให้ผลผลิตข้าวลดลง 3-94 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งข้ึนอยู่กับพื้นที่ปลูกและสายพันธ์ุของข้าว (Gupta et 
al. 2015) แต่ในประเทศไทยพบมากในนาน้ำฝนทั้งภาคเหนือ ภาคตะวันออก และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ โดยเชื้อราสาเหตุ 
โรคถอดฝักดาบสามารถติดไปกับเมล ็ด  หรือปนเปื ้อนภายในดิน (อรทัย , 2555; Kazempour andElahinia, 2007;  
Sunder and Satyavir, 1997) เมื่อพบการระบาดของโรคถอดฝักดาบ เกษตรกรส่วนใหญ่มักเลือกใช้สารเคมีในการป้องกัน
กำจัด แต่ปัจจุบันสารเคมีป้องกันกำจัดมีราคาสูงขึ้นและใช้สารเคมีอย่างผิดวิธีหรือมากเกินความจำเป็น ส่งผลต่อต้นทุนทางการ
ผลิต มีผลกระทบต่อสุขภาพของผู้ใช้ และผู้บริโภค รวมทั้งกระตุ้นให้เชื้อโรคพืชเกิดการต้านทานต่อสารเคมี และก่อให้เกิด
ความเสียหายต่อต้นพืชเพิ่มมากข้ึน (Burr et al. 1988) วิธีการที่สามารถลด หรือหลีกเลี่ยงการใช้สารเคมี คือ การให้เกษตรกร
ใช้วิธีการควบคุมโดยชีววิธี เช่น สายชล และสมบัติ (2550) ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อราปฏิปักษ์ Trichoderma sp. ใน
การป้องกันกำจัดเช้ือรา F. moniliforme บนเมล็ดข้าว โดยสามารถลดเปอร์เซ็นต์การติดเชื้อของเมล็ดและเพิ่มความงอกของ
เมล็ด ความงอกในแปลงกล้า ความยาวต้น ความยาวราก น้ำหนักสด และน้ำหนักแห้งของต้นกล้า ซึ่งได้ผลใกล้เคียงกับ
งานวิจัยของอนันต์ (2557) ที่ได้ทดสอบเชื้อราเอนโดไฟต์จากข้าวในการยับยั้งราสาเหตุโรคข้าว พบว่าเมล็ดที่แช่ด้วยสปอร์
แขวนลอยของเชื้อราเอนโดไฟต์ ไอโซเลท GR03 สามารถลดการเกิดกล้าเน่าที่เกิดจากเชื้อ Bipolaris oryzae, Curvularia 
lunata, Fusarium sp. ไอโซเลท FSK2 ส่วนชวลิต และเกวลิน (2560) ศึกษาการใช้ชีวภัณฑ์แอกติโนไมซีสต์ในควบคุมโรค
ถอดฝักดาบของข้าวไรซ์เบอร์รี่ในระยะกล้าด้วย พบว่า แอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ 3 ไอโซเลท คือ PRE5, CINv1 และ CEN26 
มีประสิทธิภาพการควบคุมโรคถอดฝกัดาบในระยะกลา้ และ Matic et al. (2014) ศึกษาประสิทธิภาพของยีสต์ปฏิปักษ์ร่วมกบั
การใช้ความร้อนในการควบคุม Fusarium fujikuroi บนเมล็ด พบว่า ยีสต์สามารถลดการเข้าทำลายของโรคถอดฝักดาบได้ 
จากผลงานวิจัยที่ได้มีรายงานไว้ข้างต้นแสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ สามารถนำมาใช้ในการควบคุม
ทางชีววิธีได้อย่างมีประสิทธิภาพ เชื้อแบคทีเรียเป็นจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ชนิดหนึ่งที่สามารถนำมาใช้ควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคได้ 
และยังสามารถช่วยส่งเสริมการเจริญของพืชได้อีกด้วย (Vessey, 2003) การใช้เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus sp. ซึ่งเป็น
แนวทางหนึ่งในการหลีกเลี่ยงการใช้สารเคมี (Luo et al. 2005) ลดการต้านทานของเช้ือสาเหตุต่อสารเคมี (สุภาณี, 2540) 
และลดความเสี่ยงจากสารตกค้างอีกด้วย ในการทดลองครั้งนี้จึงได้คัดเลือกแบคทีเรยีที่อาศัยอยู่ในดินบรเิวณรอบรากข้าว มาใช้
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ในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคถอดฝักดาบข้าว และส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช Chung et al. (2015) ได้นำแบคทีเรีย
บริเวณรอบรากข้าวมาทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคข้าวท่ีสำคัญ นอกจากน้ี Kazempour and Elahinia 
(2007); Rosales and Mew (1997) ยังได้รายงานผลการใช้ เชื ้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ Pseudomonas fluorescens และ 
Bacillus cereus ว่าได้ผลดีในการควบคุมโรคถอดฝักดาบ ที่เกิดจากเชื้อรา Fusarium moniliforme หรือ F. fujikuroi อีก
ด้วย นอกจากน้ี Zhao et al. (2014) นำเชื้อแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens มาทดสอบกับเช้ือราและเช้ือแบคทีเรียสาเหตุ
โรครวม 22 ไอโซเลท พบว่าเชื ้อ B. amyloliquefaciens สามารถยับยั้งเชื ้อรา Fusarium spp. ได้หลายชนิด ได้แก่ F. 
semitectum, F. oxysporum f.sp. spinaciae, F.graminearum F. oxysporum f.sp. cucumerinum แ ล ะ  F. 
moniliforme ได้อย่างมีนัยสำคัญ โดยวัตถุประสงค์ของงานวิจัยในครั้งนี้เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่
แยกได้จากดินบริเวณรอบรากข้าวในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Fusarium fujikuroi สาเหตุโรคถอดฝักดาบ และทดสอบ
ความสามารถในการควบคุมโรคบนเมล็ดพันธ์ุข้าวในสภาพห้องปฏิบัติการ 

 
วิธีการศึกษา 
เก็บแยกเชื้อราสาเหตุและทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคของโรคถอดฝักดาบข้าว 

ทำการแยกเชื้อราสาเหตุโรคถอดฝักดาบจากข้าวพันธุ์ กข 6 จากศูนย์วิจัยเชียงราย และแปลงปลูกข้าวในพื้นที่ อำเภอสัน
กำแพง จังหวัดเชียงใหม่ ด้วยวิธี tissue transplanting method โดยนำต้นข้าวมาล้างด้วยน้ำสะอาด จากนั้นตัดข้อปล้องหรือโคน
ต้นเหนือราก ฆ่าเช้ือท่ีผิวด้วย 10% Clorox (a.i. sodium hypochlorite) เป็นเวลา 3 นาที ล้างด้วยน้ำกลั่นที่ผ่านการฆ่าเช้ือ 
ผึ่งให้แห้ง แล้ววางบนอาหารเลี้ยงเช้ือ potato dextrose agar (PDA) บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1-2 วัน เมื่อพบเส้นใยเจรญิ
ออกมาจากช้ินพืช ใช้เข็มเขี่ยตัดปลายเส้นใย นำมาเลี้ยงบนอาหารเลีย้งเช้ือ PDA สังเกตลักษณะของเส้นใยและโคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร 
เพื่อนำไปศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และเก็บเชื้อราบริสุทธิ์บน Spezieller Nahrstoffarmer agar slant (Amatulli et al. 
2010) เพื่อใช้ในการทดลองต่อไป 
การทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรค 

ทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคถอดฝักดาบจากเชื้อราที่แยกได้โดยใช้วิธี seed inoculation assay (Jeon 
et al., 2013) โดยเลี้ยงเชื้อรา Fusarium sp. บนอาหาร PDA เป็นเวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส จากนั้นเทน้ำ
กลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้วบนผิวหน้าอาหาร ใช้แท่งแก้วขูดผิวหน้าให้เชื้อกระจายในน้ำกลั่น แล้วนำมากรองผ่านผ้าขาวบาง ปรับ
ความเข้มข้นของสปอร์ของเชื้อราให้มีความเข้มข้น 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร จากนั้นนำเมล็ดข้าวที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วแช่ลงใน
สารแขวนลอยของสปอร์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นเพาะลงบนกระถาง บันทึกผลหลังปลูกเชื้อเป็นเวลา 14 
และ 21 วันหลังการปลูกเช้ือ เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่แช่เมล็ดในน้ำกลั่นท่ีผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว  
การจำแนกชนิดของเชือ้รา Fusarium sp. สาเหตุโรคถอดฝักดาบ 

นำเช้ือราสาเหตุ Fusarium sp. เลี้ยงในอาหาร potato dextrose broth (PDB) ที่บรรจุอยู่ในขวดรูปชมพู่ แล้วนำไป
บ่มพร้อมเขย่าเป็นเวลา 6-8 ช่ัวโมง ทำการกรองเสนใยด้วยเครื่องปัม๊สุญญากาศเก็บเส้นใยที่กรองได้ในแผ่นกระดาษกรอง  
whatman NO.1 นำไปทำให้แห้งด้วยวิธี freeze dye (lyophilization) เป็นเวลา 14-18 ช่ัวโมง และเก็บที่อุณหภมูิ 20 องศา
เซลเซียส Weising et al. (2000)สกัดแยกดเีอ็นเอโดยใช้ phenol และ chloroform: isoamyl alcohol (24:1) 500 
ไมโครลติร ดดัแปลงมาจากวิธีของ Zimand et al. (1994) นำดีเอ็นเอที่ได้ไปทำปฎิกิรยิา polymerase chain reaction 
(PCR) โดยด้วยไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ ITS5 (5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) และ ITS4 (5’-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White et al. 1990) จากนั้นวิเคราะหล์ำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อราบริเวณ ITS-rDNA 
โดยเปรียบเทียบกับเช้ือราที่อยู่ในฐานข้อมูล Genbank (NCBI)  
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การเก็บตัวอย่างดินเพ่ือแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์จากดินบริเวณรอบรากข้าว 
เก็บดินจากแปลงข้าวที่ไม่พบอาการของโรคถอดฝักดาบในพื้นที่จังหวัดเชียงใหม่บริเวณรอบรากข้าวจำนวน 5 แปลง 

แปลงละ 5 ซ้ำ ระดับความลึกประมาณ 0-15 เซนติเมตร แต่ละระดับความลึกปริมาณ 10 กรัม ผึ่งให้แห้งพอหมาด หลังจาก
นั้นนำดินที่ได้มาแยกจุลินทรีย์ด้วยวิธี soil dilution plate เตรียมดินแขวนลอยความเข้มข้นที่ 10-2, 10-4, 10-6 และ 10-8 
ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร spread บนอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient agar (NA) และ PDA ความเข้มข้นละ 4 ซ้ำ จากนั้นนำไปบ่มไว้
ที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน หรือจนกระทั่งสังเกตเห็นโคโลนีของเชื้อจุลินทรีย์เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
จากนั้นจึงทำการคัดแยกเชื้อจุลินทรีย์ให้ได้เป็นโคโลนีเดี่ยว ๆ เก็บในหลอดอาหารวุ้นเอียง (NA slant agar) ที่อุณหภูมิ 4-7 
องศาเซลเซียส เพื่อนำไปคัดเลือกความสามารถในการยับยั้งเช้ือราสาเหตุโรคถอดฝักดาบต่อไป  
การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับย้ังการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคถอดฝักดาบ 

ทดสอบการยบัยั้งเช้ือราสาเหตโุรคด้วยวิธี dual culture method ตามวิธีการของ Matic et al. (2014)   ตัดบริเวณ
ปลายเส้นใยของเชื้อราสาเหตโุรคถอดฝักดาบ ขนาดเส้นผา่นศูนย์กลาง 0.8 เซนติเมตร วางบนอาหารเลีย้งเช้ือ PDA ห่างจาก
ขอบจานอาหารเลี้ยงเช้ือ 3 เซนติเมตร จากนั้นขดีเช้ือแบคทีเรียห่างจากขอบจานอาหารเลี้ยงเช้ือ 3 เซนติเมตร แตล่ะชุดการ
ทดลองจะมีชุดควบคมุโดยวางเชื้อสาเหตุโรคเหมือนกันกับชุดทดลอง และใช้น้ำกลั่นขีดแทนเช้ือแบคทีเรีย นำไปบม่ที่อุณหภูม ิ
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD)  
จำนวน 4 ซ้ำต่อกรรมวิธี โดยคำนวณเปอรเ์ซ็นต์การยับยั้งของอัตราการเจรญิของเส้นใย  

percent inhibition rate growth: PIRG = (
𝑅1−𝑅2

𝑅1
) X 100 

  โดยที่ R1 คือ รัศมีโคโลนีเช้ือราสาเหตุ (ชุดควบคุม) 
R2 คือ รัศมีโคโลนเีชื้อราสาเหตเุมือ่ถูกยับยั้งโดยเช้ือแบคทีเรียปฏิปกัษ์(ชุดทดลอง) 

โดยเปรียบเทียบค่าความแตกต่างของข้อมูลโดยวิธี Least Significant Difference test (LSD) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
และบันทึกการเปลี่ยนแปลงของลักษณะเส้นใยเชื้อรา Fusarium fujikuroi โดยการตรวจดูใต้กล้องจุลทรรศน์ เปรียบเทียบ
ระหว่างเส้นใยที่เจริญในกรรมวิธีควบคุม กับเส้นใยที่ถูกยับยั้งโดยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ปฏิปักษ์ 
การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ 

ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื ้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ โดยนำเชื ้อแบคทีเรียปฏิปักษ์เลี ้ยงบนอาหารเพื่อศึกษา
ค ุณสมบัต ิในการสร ้างสารต่าง ๆ ด ังน ี ้   ความสามารถในการ ย่อยสลายเซลลูโลส ทดสอบโดยเล ี ้ยงบนอาหาร 
carboxymethylcellulose (CMC) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน ทดสอบความสามารถในการสร้าง 
ไซเดอโรฟอร์บนอาหาร Chrome Azurol S (CAS) agar บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส ในที่มืดเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง และ
ทดสอบการสร้างอะไมเลสบนอาหาร starch agar บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน สำหรับการทดสอบการ
สร้างเอนไซม์ไคติเนส โดยเลี ้ยงบนอาหาร Chitin agar และทดสอบคุณสมบัติในการละลายฟอสเฟตโดยเลี ้ยงบนอาหาร 
Pikovskya’s medium (PVK) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน  
การจำแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่แยกได้จากดินบริเวณรอบรากข้าว 

นำเชื้อแบคทีเรียจากดินบริเวณรอบรากข้าว มาจัดจําแนกชนิดของโดยอาศัยลักษณะทางพันธุกรรม โดยตรวจสอบลําดับ
น ิ วคล ี โอ ไทด ์บร ิ เ วณ 16S rDNA ด ้ วย เทคน ิค  polymerase chain   reaction   (PCR)   ด ้ วย   primer 27F   (5 ' 
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3') และ  1492R  (5'  TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3') จากนั้นนำ PCR products ที่
ได้มาทำให้บริสุทธ์ิ นำไปวิเคราะห์ (Macrogen Inc., Seoul, Korea) จากนั้นนําลําดับดีเอ็นเอที่ได้ไปเปรยีบเทียบกับฐานข้อมลู
ที่มีรายงานไว้ใน GenBank จาก The National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Pane and Zaccardelli, 
2015) เพื่อใช้จัดจําแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียต่อไป 
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การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียเพ่ือยับย้ังเชื้อราสาเหตุโรคถอดฝักดาบบนเมล็ด 
ทดสอบความสามารถในการควบคุมโรคถอดฝักดาบบนเมล็ดในสภาพห้องปฏิบัติการตามวิธีการของ Matic et al. 

(2014) โดยนำเมล็ดข้าวมาวางลงบนกระดาษช้ืน (Blotter method) ตามมาตรฐานสากลของ International Seed Testing 
Association (ISTA, 2019) โดยมีกรรมวิธี ดังนี้ 

กรรมวิธีท่ี 1 เมล็ดข้าวท่ีไม่ปลูกเช้ือราสาเหตุโรคถอดฝักดาบ  
กรรมวิธีท่ี 2 เมล็ดข้าวท่ีปลูกเช้ือราสาเหตุโรคถอดฝักดาบ 
กรรมวิธีท่ี 3 เมล็ดข้าวท่ีแช่ด้วยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต RC-1 แล้วพ่นด้วยเชื้อราสาเหตุ 
กรรมวิธีท่ี 4 เมล็ดข้าวท่ีแช่ด้วยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต RR-51 แล้วพ่นด้วยเชื้อราสาเหตุ 
กรรมวิธีท่ี 5 เมล็ดข้าวท่ีแช่ด้วยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลต SR-31 แล้วพ่นด้วยเชือ้ราสาเหตุ 
กรรมวิธีท่ี 6 เมล็ดข้าวท่ีเชื้อแช่ด้วยเช้ือราสาเหตุโรคถอดฝักดาบแล้วพ่นด้วยเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ ไอโซเลต RC-1 
กรรมวิธีท่ี 7 เมล็ดข้าวท่ีเชื้อแช่ด้วยเช้ือราสาเหตุโรคถอดฝักดาบแล้วพ่นด้วยเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ ไอโซเลต RR-51 
กรรมวิธีท่ี 8 เมล็ดข้าวท่ีแช่ด้วยเช้ือราสาเหตุโรคถอดฝักดาบแล้วพ่นด้วยเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ ไอโซเลต SR-31 
กรรมวิธีท่ี 9 เมล็ดข้าวท่ีคลุกด้วยสารเคมีกำจัดเช้ือรา mancozeb แล้วพ่นด้วยเชื้อราสาเหตุ 
กรรมวิธีท่ี 10 เมล็ดข้าวท่ีแช่ด้วยเช้ือราสาเหตุแล้วพ่นด้วยสารเคมีกำจัดเช้ือรา mancozeb 
หลังจากทดสอบเป็นเวลา 7 และ14 วัน สังเกตลักษณะอาการของโรค และบันทึกข้อมูลวางแผนการทดลองแบบ CRD 
โดย ทดสอบ 4 ซ้ำ  

บันทึกเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดข้าว และเปอร์เซ็นต์การเป็นโรคฝักดาบข้าวท่ีอายุ 7 และ 14 วันหลังจากการ
ปลูกเช้ือ ตามสมการดังนี ้

เปอร์เซ็นต์การงอก  =(
จำนวนเมล็ดที่งอก 

จำนวนเมล็ดทั้งหมด
)×100 

เปอร์เซ็นต์การเกดิโรค =  (
จำนวนต้นที่เป็นโรคทั้งหมด 

จำนวนต้นที่ไม่เป็นโรคในชุดควบคุม
) ×100 

 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 
การเก็บแยกเชื้อราสาเหตุและทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรคของโรคถอดฝักดาบของข้าว 

การศึกษาตัวอย่างข้าวที่แสดงอาการของโรคพบลักษณะต้นข้าวที่เป็นโรคสูงกว่าต้นปกติอย่างชัดเจน  ลำต้นผอม  
สีซีด มีอาการย่างปล้อง มีรากเกิดขึ้นบริเวณข้อของลำต้น และภายในข้อปล้องพบเส้นใยของเชื้อราจำนวนมาก (Figure 1) 
เมื่อทำการทดสอบความสามารถในการเกิดโรค พบว่า เชื้อราสาเหตุโรคถอดฝักดาบไอโซเลต CRFuRD-7 มีความสามารถใน
การก่อโรคในระดับรุนแรงที่สุด คือทำให้เมล็ดบางเมล็ดไม่สามารถเจริญได้ หากต้นกล้าเจริญมีอาการแคระแกร็นต่างจากชุด
ควบคุม เมื่อเวลาผ่านไป 14 วัน จะทำให้ต้นกล้าสูง ยืดยาว สีซีดผิดปกติ บางต้นเกิดอาการแคระแกร็น และเมื่อผ่านไป 21 วัน
หลังจากการปลูกเชื้อจะพบว่าต้นกล้าผอมสูงยืดยาวผิดปกติ หากอาการรุนแรงจะพบว่า ต้นกล้าฟุบตาย และเมื่อต้นกล้าข้าว
แห้งจะพบเส้นใยสีชมพูบริเวณโคนตน้ ซึ่งผลที่ได้ตรงกับการรายงานของ Imura (1940) และ ท่ีกล่าวว่า ต้นข้าวท่ีเป็นโรคแสดง
อาการสูงกว่าต้นข้าวปกติอย่างชัดเจน ต้นข้าวผอม ใบมีสีเขียวอ่อนซีด มีอาการย่างปล้อง มุมลำต้นมีขนาดกว้างเมื่อ
เปรียบเทียบกับต้นปกติ ทั้งนี้เป็นผลจากเชื้อรา Fusarium fujikuroi สามารถสร้างกรด fusaric และฮอร์โมน gibberellin ทำ
ให้ต้นข้าวย่างปล้องสูงข้ึน (elongation) ตามที่มีผู้รายงานไว้ (Ou, 1985; Sun and Snyder, 1981; Webster and Gunnell, 
1992) 
การจำแนกชนิดของเชือ้รา Fusarium sp. สาเหตุโรคถอดฝักดาบ 

เมื่อนำเชื้อรา Fusarium sp. ไอโซเลต CRFuRD-7 มาวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS โดยใช้ไพรเมอร์ 2 ชนิด 
คือ ITS5 และ ITS4 พบว่าจัดกลุ่มอยู่ร่วมกับเชื้อรา F. fujikuroi โดยมีค่าความเชื่อมั่นในการจัดกลุ่ม 99 % เมื่อเทียบกับ
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ฐานข้อมูล NCBI ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Jeon et al. (2013) ปภัสสรและเพชรรัตน์ (2559) และ Gupta et al. 
(2004) ที่พบว่าเมล็ดที่ทดสอบด้วย F. fujikuroi ทำให้ต้นข้าวท่ีได้นั้น มีลักษณะ ผอมสูง สีซีดและลำต้นยืดยาวแตกตา่งจากชุด
ควบคุม เมื่อสังเกตใบจะพบว่า ใบจะมีสีเหลืองเขียวจนถึงสีซีด  

 

 
Figure 1 Symptoms of the bakanae disease in paddy field: A: symptomless plants, B and C: The production 

of roots from some of the nodes, D: mycelial growth in internode 
 
ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคถอดฝักดาบ 
ทดสอบการยับย้ังเชื้อราสาเหตุโรคด้วยวิธี dual culture method      

ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต RC-1, RR-51 และ SR-31 ต่อการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุ
โรคถอดฝักดาบ Fusarium fujikuroi ไอโซเลต CRFuRD-7  พบว่ามีเปอร์เซ็นต์การยับยั ้งเท่ากับ  46.23, 52.69 และ 53.23 
เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ (Table 1) ใกล้เคียงกับการศึกษาของพีระวรรณและคณะ (2560) ที่พบว่าประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์จำนวน 6 ไอโซเลต ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา F. moniliforme มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งระหว่าง 22.22-50.00 
เปอร์เซ็นต์ โดยสังเกตพบว่าขอบโคโลนีบริเวณตรงข้ามเชื้อแบคทีเรีย มีสีเข้มขึ้น เมื่อตรวจบริเวณปลายเส้นใยของเชื้อภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ พบว่า เชื้อแบคทีเรียทำให้เส้นใยของเชื้อรามีลักษณะผิดปกติ ผนังเซลล์โป่งพอง เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่เส้นใยมี
ลักษณะปกติ (Figure 2) ซึ่งสอดคล้องกับการรายงานของ Chaurasia et al. (2005), Gond et al. (2015) และ Mardanova et al. 
(2017) ที่พบว่าประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียในการยับยั้งเช้ือรา Fusarium sp. พบว่า เส้นใยมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง โดยเส้นใย
มีอาการบวมพอง ลักษณะผิดปกติของเส้นใยนั้นเกิดจากสาร metabolite ได้แก่ Fengycin และ lipodecapeptide ที่เกิดจากเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปักษ์สร้างขึ้น ส่งผลให้ผนังเซลล์ของเช้ือราเปลี่ยนแปลงไป (bar= 20 µm) 

 

 
Figure 2 Growth of Fusarium fujikuroi isolate CRFuRD-7 in dual culture test with antagonistic bacteria: (1) 

Antagonism of antagonistic bacteria against F. fujikuroi isolate CRFuRD-7 on potato dextrose agar 
(2) Morphological change of mycelium of F. fujikuroi interaction with antagonistic bacteria; 
A:control B: RC-1 C: RR-51 D: SR-31  

A B C D 

2A 2B 2C 2D 
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Table 1 Growth inhibition of Fusarium fujikuroi in dual culture assays with the antagonistic bacterium 
Bacillus amyloliquefaciens isolates on PDA at 3 and 5 days after inoculation (DAI) 

Isolate Dual culture1 
3 days 5 days 

Radial growth (cm) % inhibition Radial growth (cm) % inhibition 
RC-1            1.28 a2              8.33 b             1.67 a              46.23 b 
RR-51            1.17 b            16.67 a             1.47 b              52.69 a 
SR-31            1.15 b            17.86 a             1.45 b              53.23 a 
LSD (0.05)            3.39            23.56             2.44                2.37 
%CV            0.09              6.72             0.08                2.41 

1 Average from 3 replicates for each isolate 
2 Means within the same column followed by the same letter are not significantly different at the 0.05 level by the LSD test 

 
การศึกษาคุณสมบัติบางประการของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์  

ผลการทดสอบคุณสมบัตทิางชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์จำนวน 3 ไอโซเลต ได้แก่ RC-1, RR-51 และ SR-31 บน
อาหารทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ เป็นเวลา 2 วัน พบว่า ทุกไอโซเลตสามารถย่อยสลายเซลลูโลส 
สร้างไซเดอร์โรฟอร์ และละลายฟอสเฟต แต่ไม่สามารถสร้างไคติเนสได้ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ หนึ่งและนันทกร 
(2539) ที่พบว่าเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์สามารถสร้างไซเดอร์โรฟอร์ คือ Cathecolamides หรือ Cathecolate siderophores 
(CS) พบได้เฉพาะในแบคทีเรีย เช่น Bacillus โดยเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่ผลิตสารไซเดอร์โรฟอร์ สามารถจับยึดธาตุเหล็กใน
ธรรมชาติมาใช้ได้ดีกว่าเช้ือสาเหตุโรคพืช ทำให้เชื้อโรคไม่สามารถเข้าทำลายพืชได้ ดังรายงานของ Ahmed et al. (2008) ซึ่ง
ได้ศึกษาเชื้อแบคทีเรียบริเวณรอบรากพืช พบว่า เชื้อแบคทีเรีย Bacillus สามารถละลายฟอสเฟตไดด้ี และยังสร้างสารไซเดอร์
โรฟอร์อีกด้วย เนื่องจากสารไซเดอร์โรฟอร์มีส่วนช่วยในการส่งเสริมการเจรญิของพืช และยังช่วยให้พืชแข็งแรง ป้องกันการเข้า
ทำลายของโรคพืชอีกด้วย  
การจำแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์จากดินบริเวณรอบรากข้าว 

การจำแนกชนิดเช ื ้อแบคทีเร ียจากดินบร ิเวณรอบรากข้าวโดยเทคนิค single 16S ribosomal DNA (rDNA) 
sequencing และวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์เพื่อ นำไปเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทด์อื่น ๆ ในฐานข้อมูล GenBank 
พบว่า RC-1, RR-51 และ SR-31 จากดินบริเวณรอบรากข้าว เป็นแบคทีเรียที่จัดอยู่ใน Bacillaceae เมื่อเปรียบเทียบลำดับนิ
วคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA กับฐานข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของ Bacillus sp. ในฐานข้อมูล Genbank พบว่าดินบริเวณ
รอบรากข้าว ไอโซเลท RC-1, RR-51 และ SR-31 มีลำดับนิวคลีโอไทด์ ใกล้เคียงกับแบคทีเรีย Bacillus amyloliquefaciens 
โดยมีความเหมือนประมาณ 99.59 เปอร์เซ็นต์ซึ่งจากผลการวิจัยครั้งนี้มีความสอดคล้องกับรายงานของ  ปฏิกรณ์ และศิริ
ลักษณ์ (2560) ที่พบว่าเชื้อ B. amyloliquefaciens SB6 และ B. amyloliquefaciens SB9 ที่แยกได้จากดินบริเวณนาข้าว 
สามารถลดการเกิดโรคกล้าเน่าของข้าว รวมถึงช่วยส่งเสริมให้กล้าข้าวเจริญแข็งแรงอีกด้วย 
การศึกษาความสามารถของเชื้อแบคทีเรียต่อการควบคุมโรคถอดฝักดาบบนเมล็ดในสภาพห้องปฏิบัติการ 

การศึกษาความสามารถของเชื้อแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens ทั้ง 3 ไอโซเลต ได้แก่ RC-1, RR-51 และ SR-31 
ต่อการควบคุมโรคถอดฝักดาบบนเมลด็ในสภาพห้องปฏบิัติการ ด้วยวิธี Blotter method สังเกตการเกิดโรคเป็นระยะเวลา 7 
และ 14 วัน เมื่อตรวจสอบเปอร์เซน็ต์การเกดิโรค พบว่า 7 วันหลังการทดสอบ กรรมวิธีแช่ด้วยเช้ือแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลตก่อน
ทดสอบด้วยเชื้อราสาเหตโุรค F. fujikuroi มีเปอรเ์ซ็นต์การเกิดโรคเท่ากับ 7.50, 7.00 และ 6.50 เปอร์เซ็นตต์ามลำดับ ส่วน
กรรมวิธีทดสอบด้วยเชื้อราสาเหตโุรค F. fujikuroi แล้วจึงแช่ด้วยเช้ือแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลตมีเปอร์เซ็นต์การเกดิโรคเท่ากับ 
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8.75, 8.50 และ 9.25 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ ส่วนชุดที่ควบคุมด้วยสารเคมีป้องกันกำจัดเช้ือรา mancozeb โดยวิธีคลุกก่อน
ปลูกเช้ือราสาเหตุโรค และคลุกหลงัปลูกเช้ือราสาเหตโุรค มเีปอร์เซ็นต์การเกดิโรคเท่ากับ 3.75 และ 3.00 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ 
ขณะที่ชุดควบคุมทีไ่ม่ปลูกเช้ือราสาเหตุ ชุดควบคุมที่ทดสอบด้วยเช้ือราสาเหตุเพียงอย่างเดียว มเีปอร์เซ็นต์การเกดิโรคเท่ากับ 
4.75 และ 21.00 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ มคีวามแตกต่างทางสถิตอิย่างมีนัยสำคญั และผลการทดลอง 14 วันหลังจากการ
ทดสอบพบว่า แตล่ะกรรมวิธีมเีปอร์เซ็นต์การเกิดโรคเพิ่มขึ้น กรรมวิธีแช่ด้วยเช้ือแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลตก่อนทดสอบด้วยเชื้อ
ราสาเหตุโรค F. fujikuroi มีเปอร์เซ็นต์การเกดิโรคเท่ากับ 39.50, 36.25 และ 39.00 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ ส่วนกรรมวิธีทดสอบ
ด้วยเช้ือราสาเหตโุรค F. fujikuroi แล้วจึงแช่ด้วยเช้ือแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลตมีเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคเท่ากับ 42.75, 41.25 
และ 43.00 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ ส่วนชุดควบคุมที่ใช้สารเคมีป้องกันกำจัดเช้ือรา mancozeb คลุกกอ่นปลูกเช้ือราสาเหตโุรค 
และคลุกหลังปลูกเช้ือราสาเหตุโรคมีเปอร์เซ็นต์การเกิดโรคเท่ากับ 21.75 และ 27.00 เปอร์เซ็นตต์ามลำดับ ขณะที่ชุดควบคมุที่
ไม่ปลูกเชื้อราสาเหตุ และชุดควบคุมที่ทดสอบด้วยเช้ือราสาเหตเุพียงอย่างเดียว มีเปอรเ์ซ็นต์การเกิดโรคเท่ากับ 33.50 และ 
81.75 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ มีความแตกต่างทางสถิติอยา่งมีนัยสำคญั เมื่อตรวจสอบความงอกของเมล็ด พบว่ามีเปอรเ์ซ็นต์การ
งอกไม่แตกต่างกันทางสถิติอยา่งมนีัยสำคญั มีเปอรเ์ซ็นต์การงอกอยู่ในช่วงระหว่าง 96.50-99 เปอร์เซ็นต์ (Table 2) จากการ
ทดลองของ Luo et al. (2005) ศึกษาเกี่ยวกับแบคทีเรยีที่อยู่ในดินบริเวณรอบรากข้าวและส่วนต่าง ๆ ของต้นข้าวในการยับยั้ง
เชื้อราสาเหตุโรคกาบใบแห้งและโรคถอดฝักดาบ พบว่า เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis และ B. megaterium ที่แยกได้
สามารถยับยั้งสามารถยบัยั้งการเจริญของเชื้อรา Rhizoctonia solani และ F. moniliforme ซึ่งคล้ายกับการทดลองของ 
Chung et al. (2015) ที่พบว่าเช้ือแบคทีเรีย B. oryzicola ที่แยกได้จากรากข้าว สามารถผลิตสารยบัยั้งเช้ือราและแบคทีเรียที่
ก่อโรคในข้าวได้ ช่วยเพิ่มอตัราการงอกของข้าว และทำให้ข้าวแตกกอมากขึ้น Hossin et al. (2016) ได้ใช้เชื้อแบคทีเรียฺ B. 
oryzicola YC7007 มาควบคุมโรคถอดฝักดาบ พบว่าสามารถความรุนแรงของโรคถอดฝักดาบของข้าวและสามารถช่วยในการ
ส่งเสริมการเจรญิเตบิโตของข้าวได้  

 
Table 2 Effect of the antagonistic bacterium Bacillus amyloliquefaciens isolates RC-1, RR-51 and SR-31 on 

rice germination and percentage of seed pathogenicity 
Isolate Seed germination (%)1 Seed Pathogenicity (%)2 

7 days 14 days 
Control 95.75 c 4.75 de 33.50 d 
CRFuRD-7 98.25 ab 21.00 a 81.75 a 
RC-1+ CRFuRD-7 97.25 abc 7.50 bc 39.50 bcd 
RR-51+ CRFuRD-7 97.25 abc 7.00 bcd 36.25 cd 
SR-31+ CRFuRD-7 96.50 bc 6.50 cd 39.00 bcd 
mancozeb+ CRFuRD-7 97.25 abc 3.75 e 21.75 e 
CRFuRD-7 +RC-1 97.50 abc 8.75 bc 42.75 b 
CRFuRD-7 +RR-51 97.25 abc 8.50 bc 41.25 bc 
CRFuRD-7 +SR-31 97.25 abc 9.25 b 43.00 b 
CFuRD-7+macozeb 99.00 a 3.00 e 27.00 e 
%CV 1.32 20.83 10.33 
LSD(0.05) 1.85 2.42 6.08 

1 Average from 4 replicates for each isolate 
2 Means within the same column followed by the same letter are not significantly different at the 0.05 level by the LSD test 
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สรุป 
จากการศึกษาพบต้นข้าวท่ีเป็นโรคสูงกว่าต้นปกติอย่างชัดเจน ลำต้นผอม สีซีด มีอาการย่างปล้อง มีรากเกิดขึ้นบริเวณ

ข้อของลำต้น พบสาเหตุเกิดจากเชื้อรา Fusarium fujikuroi เมื่อนำไปทดสอบความสามารถในการก่อให้เกิดโรค พบว่า เชื้อรา 
F. fujikuroi ไอโซเลต CRFuRD-7 สามารถก่อโรคถอดฝักดาบของข้าวได้ส ูงส ุด เมื ่อนำแบคทีเร ียปฏิปักษ์  Bacillus 
amyloliquefaciens มาทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมเชื้อรา F. fujikuroi สาเหตุโรคถอดฝกัดาบ โดยวิธี Dual culture 
พบว่า แบคทีเรีย B. amyloliquefaciens ไอโซเลต RC-1, RR-51 SR-31 สามารถยับยั ้งการเจริญของเส้นใยได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ โดยมีผลทำให้เส้นใยของเชื้อรา F. fujikuroi มีอาการบวมพอง เมื่อทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการของ
เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์พบว่าสามารถผลิตเอนไซม์เซลลูโลส อะไมเลส และสร้างไซเดอร์โรฟอร์ได้ จึงนำเชื้อแบคทีเรีย B. 
amyloliquefaciens มาทดสอบบนเมล็ดข้าว พบว่าสามารถลดการเกิดโรคก่อนนำไปปลูกได้  อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษา
เพิ่มเติม เพื่อนำไปใช้ในสภาพเรือนทดลองและแปลงปลูก 
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