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บทคัดย่อ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus amyloliquefaciens S20A1 ที่แยกได้จากดินรอบรากข้าวสามารถผลิตสารทุติย

ภูมิที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าว
ได้ จงึได้น�ำมาศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจรญิและการผลติสารทติุยภูม ิพบว่าสารกรองเซลล์แบคทีเรยี (cell-free 
filtrate; CFF) ของแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens S20A1 ที่เลี้ยงในอาหาร half yeast extract peptone broth (half 
YPB) นาน 60 ชั่วโมง บนเครื่องเขย่าความเร็ว 150 rpm อุณหภูมิ 25±2°C สามารถยับยั้งแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชได้
หลายสายพันธุ์ ได้แก่ XooX. axonopodis pv. glycines (Xag) และ X. campestris pv. campestris (Xcc) สร้าง
บริเวณยับยั้ง 37.82 mm 30.86 mm และ 34.68 mm ตามล�ำดับ ค่าความเข้มข้นต�่ำสุดของสาร CFF ในการควบคุม
แบคทีเรียสาเหตุโรค (Minimum Inhibitory Concentration; MIC) อยู่ที่ 20% ส�ำหรับแบคทีเรีย Xag Xcc ได้และ 10% 
ส�ำหรับแบคทีเรีย การทดสอบประสิทธิภาพของสาร CFF ในการควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าวในสภาพโรงเรือน
ทดลอง พบว่ากรรมวธีิการพ่นสาร CFF หลงัการปลกูเชือ้สาเหตโุรคสามารถลดการเกิดโรคลงได้ดท่ีีสดุ (68.56%) แสดง
ประสทิธิภาพในการลดการเกดิโรคได้ดกีว่าการใช้เซลล์สด เซลล์แขวนลอย และสารเคม ีgentamicin sulfate+copper 
hydroxychloride ชนิดอาหารและสภาวะการเลี้ยงที่ได้จากการศึกษาครั้งน้ีสามารถน�ำไปปรับใช้ในการเพ่ิมปริมาณ
เซลล์และสารทุติยภูมิของแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens S20A1 ด้วยเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ (bioreactor) และสาร
กรองเซลล์แบคทีเรียที่ได้มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าว สามารถน�ำไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์
ควบคุมโรคพืชพร้อมใช้ต่อไป

ค�ำส�ำคญั: โรคขอบใบแห้งของข้าว Bacillus amyloliquefaciens การควบคุมโรคโดยชวีวิธี อาหารเลีย้งเชือ้ สารทตุยิภูมิ

Abstract
An antagonistic bacteria Bacillus amyloliquefaciens S20A1 isolated from rice rhizosphere performed 

the antagonistic activity chiefly by producing the effective secondary metabolites (SM) against  
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo). Maximum population and SM production of B. amyloliquefaciens 
S20A1 achieved when culture in half yeast extract peptone broth (half YPB) incubated for 60 hours on the 
rotary shaker with 150 rpm at 25±2°C. CFF of B. amyloliquefaciens S20A1 capable to inhibits various plant 
pathogenic bacteria including Xoo,  X. axonopodis pv. glycines (Xag) and X. campestris pv. campestris 
(Xcc) with 37.82 mm, 30.86 mm and 34.68 mm of inhibition zone respectively. MIC of CFF was 20% for 
Xag and Xcc and 10% for Xoo. Rice seedlings sprayed with 100% CFF after Xoo inoculation exhibited the 
best disease reduction (68.56%) which better than treated with fresh cell and cell suspension of  
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B. amyloliquefaciens S20A1 and chemical bactericide, gentamicin sulfate+copper hydroxychloride.  
Culture medium and conditions obtained from this study can be used for cell mass and SM production of 
B. amyloliquefaciens S20A1 by bioreactor Furthermore, this CFF can be an efficient eradicative agent to 
control the bacterial blight of rice, leading to the bio-bactericide production.

Keywords : bacterial blight of rice, Bacillus amyloliquefaciens, biocontrol, culture medium, secondary  
                     metabolites

ค�ำน�ำ
ปัญหาการต้านทานสารเคมีของเชื้อสาเหตุโรคพืช มีสาเหตุมาจากการใช้สารเคมีอย่างไม่เหมาะสมของ

เกษตรกรและใช้ต่อเนื่องเป็นเวลานาน (Lübberstedt and Varshney, 2013) โดยเฉพาะแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช เช่น 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าว (Khan et al., 2012) ซึ่งเป็นโรคข้าวส�ำคัญ
ทีส่ร้างความเสยีหายทางเศรษฐกิจต่อการผลติข้าวทัว่โลก และยังสามารถเข้าท�ำลายต้นข้าวได้ทกุระยะการเจรญิเตบิโต 
ตั้งแต่ระยะกล้า แตกกอ ออกรวง รวมถึงสามารถถ่ายทอดทางเมล็ดพันธุ์ได้อีกด้วย (Wonni et al., 2014) ส�ำหรับ
ประเทศไทย กรมวิชาการเกษตรแนะน�ำให้เกษตรกรปลกูข้าวพันธ์ุต้านทานเพ่ือควบคมุโรคขอบใบแห้ง เช่น สพุรรณบรุี 
60 สุพรรณบุรี90 สุพรรณบุรี1 สุพรรณบุรี2 และกข23 เป็นต้น (กรมส่งเสริมการเกษตร, 2552) การใช้สารเคมี เช่น  
2014 พบว่าสาร copper hydroxide (Parthasarathy et al., 2014) kanamycin sulfate และ streptomycin sulfate 
(Naqvi et al., 2014) เป็นต้น แต่การจัดการโรคด้วยการใช้ข้าวพันธุ์ต้านทานและสารเคมียังมีข้อจ�ำกัด เนื่องจากเชื้อ
สาเหตุโรคพืชมีความหลากหลาย และสามารถเกิดความต้านทานต่อสารเคมีได้ง่าย ดังนั้นการควบคุมโรคพืชด้วยชีว
วิธี (biocontrol) โดยใช้แบคทเีรยีปฏิปักษ์ (Gangwar, 2013) จงึเป็นวิธีการทีเ่กษตรกรให้ความสนใจกันมากขึน้ สามารถ
ลดการใช้สารเคมี รักษาสมดุลสภาพแวดล้อม และเป็นแนวทางในการท�ำการเกษตรแบบย่ังยืน กลไกส�ำคัญในการ
ควบคมุโรคของแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ คอื การเจรญิแข่งขันและการผลติสารทุตยิภูม ิซึง่สารทตุยิภูมปิระกอบด้วยสารหลาย
ชนิดที่เกี่ยวข้องกับการอยู่รอดของเชื้อในสภาวะกดดัน เช่น สารปฏิชีวนะ สารพิษ รงควัตถุ และเอนไซม์ต่างๆ เป็นต้น 
(Herbert, 2012) ในการเลีย้งเชือ้แบคทเีรยีเพ่ือให้ผลติสารทุตยิภูมมิปัีจจยัทีส่�ำคญัหลายปัจจยั เช่น ชนิดและอตัราส่วน
ของแหล่งคาร์บอน ไนโตรเจน ระดับความเป็นกรด–ด่าง ปริมาณออกซิจน คาร์บอนไดออกไซด์ และอุณหภูมิ เป็นต้น 
ซึ่งแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละชนิดจะมีการตอบสนองที่ต่างกัน (Davati et al., 2013) การน�ำสารทุติยภูมิของแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์มาใช้ในการควบคุมโรคพืชเป็นแนวทางหนึ่งท่ีสามารถเพ่ิมศักยภาพการควบคุมโรคพืชด้วยชีววิธีได้โดยตรง
และแก้ปัญหาการมีชีวิตรอดของ แบคทีเรียปฏิปักษ์จากสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อ
ศึกษาชนิดอาหารและสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตสารทุติยภูมิของแบคทีเรีย Bacillus amyloliquefaciens S20A1 
ทีม่ปีระสทิธิภาพในการควบคมุแบคทีเรยีและราสาเหตโุรคพืชได้หลายสายพันธ์ุ (Homkrun et al.,2016) ประสทิธิภาพ
และแนวทางการประยุกต์ใช้สารกรองเซลล์แบคทีเรียในการควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าว เพ่ือเป็นต้นแบบในการ
พัฒนาผลิตภัณฑ์พร้อมใช้ต่อไป
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อุปกรณ์และวิธีการ
ศึกษาชนิดอาหารและสภาวะท่ีเหมาะสม (ความเร็วรอบของเครื่องเขย่า อุณหภูมิ และระยะเวลา 

การเลี้ยงเชื้อ) ต่อการเจริญและการผลิตสารทุติยภูมิของแบคทีเรียปฏิปักษ์ B.amyloliquefaciens S20A1  
(ศึกษาและยืนยันการเป็นแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens ด้วยคุณสมบัติทางชีวเคมีและอนูพันธุศาสตร ์ 
(พัชราภรณ์, 2560) ด้วยวิธี One-Variable-At-A-Time (OVAT) (Singh et al., 2014) คัดเลือกชนิดอาหารโดยเลี้ยง
แบคทีเรีย B. amyloliquefaciens S20A1 ในอาหารต่างชนิด คือ nutrient broth (NB), Luria-Bertani broth (LB), 
tryptone yeast broth (TYB) และ yeast extract  peptone broth (YPB) ปริมาตร 5 ml บนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 
150 rpm นาน 12 ชั่วโมง ปรับค่าความขุ่นเซลล์แขวนลอยตั้งต้นที่ 0.2 OD

A600
 ด้วยเครื่อง spectrophotometer แล้ว

ย้ายมาเลี้ยงในอาหารทดสอบชนิดเดิมปริมาตร 20 ml ในอัตราส่วน 1% v/v  กรรมวิธีละ 3 ซ�้ำ เลี้ยงเชื้อบนเครื่องเขย่า
ที่ความเร็ว 150 rpm นาน 48 ชั่วโมง ตรวจสอบอัตราการเพิ่มปริมาณของเซลล์แบคทีเรียด้วยวิธี plate count และเก็บ
ตัวอย่างอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 10 ml มาตกตะกอนเซลล์แบคทีเรียด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็ว 10,000 rpm นาน 
10 นาทีที่สภาพอุณหภูมิ 4°C กรองส่วนใส (supernatant) ด้วย cellulose membrane (0.45 µm) น�ำสาร CFF ที่ได้
มาทดสอบประสทิธิภาพในการยับย้ังแบคทเีรยี Xoo ด้วยวิธ ีagar well diffusion (Beric et al, 2012) เลอืกชนดิอาหาร
ที่ส่งเสริมการเพิ่มปริมาณเซลล์และสารทุติยภูมิได้ดีที่สุดมาปรับความเข้มข้นอาหารลง และปรับปริมาตรอาหารเหลว
ทดสอบเป็น 100 ml ส�ำหรับตรวจสอบอัตราการเพิ่มปริมาณของเซลล์แบคทีเรียและการผลิตสารทุติยภูมิท่ีอายุการ
เลี้ยง 60 72 84 และ 96 ชั่วโมง จากนั้นศึกษาเปรียบเทียบสภาวะการเลี้ยงเชื้อ คือ ความเร็วรอบของเครื่องเขย่าที่ 150 
และ 200 rpm ในสภาพอุณหภูมิ 3 ระดับ คือ อุณหภูมิ 25±2 37 และ 40°C 

ศึกษาขอบเขตการออกฤทธ์ิและปริมาณความเข้มข้นสารต�่ำสุดในการควบคุมแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบ
แห้งของข้าวและแบคทีเรียสาเหตุโรคอื่น ๆ โดยน�ำสาร CFF ของแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens S20A1 มาปรับ
ระดับความเข้มข้นที่ 1-100% เพื่อทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรีย Xoo สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าว X. 
axonopodis pv. glycines (Xag) สาเหตุโรคใบจุดนูนของถั่วเหลืองและ X. campestris pv. campestris (Xcc) 
สาเหตุโรคขอบใบทองของพืชตระกูลกะหล�่ำสาเหตุโรคเป้าหมายด้วยวิธี agar well diffusion  

ทดสอบประสิทธิภาพของสาร CFF ในการควบคุมโรคขอบใบแห้งในระดับโรงเรือนทดลอง โดยวางแผนการ
ทดลองแบบ Complete Randomized Design (CRD) แบ่งเป็น 2 ชุดการทดลอง คือ ชุดการทดลองที่พ่นใบด้วยสาร
ทดสอบก่อนปลกูเชือ้สาเหตโุรค และชดุการทดลองทีพ่่นใบด้วยสารทดสอบหลงัปลกูเชือ้สาเหตุโรค แต่ละชดุการทดลอง
ม ี8 กรรมวิธี กรรมวิธีละ 5 ซ�ำ้ พ่นใบด้วยสารทดสอบแต่ละชนิด ได้แก่ สาร CFF ท่ีระดบัความเข้มข้น (1)100% (2)75% 
และ (3)50% (4)เซลล์สด และ(5)เซลล์แขวนลอยที่ 0.2 ODA600 มีกรรมวิธีท่ีพ่นใบด้วย (6)สารเคมี gentamicin  
sulfate+copper hydroxychloride (2g/L) (7)น�้ำกลั่นน่ึงฆ่าเชื้อ (positive control) และ (8)เซลล์แขวนลอยของ
แบคทีเรีย Xoo เพียงอย่างเดียว (negative control) เป็นกรรมวิธีควบคุม พ่นสารทดสอบ 2 ครั้งห่างกัน 3 วัน ก่อนหรือ
หลังการปลูกเชื้อสาเหตุโรค 24 ชั่วโมงด้วยวิธีพ่นใบ ประเมินพื้นที่ใบเกิดโรค (percent of diseased leaf area) ด้วย
โปรแกรม Adobe Photoshop (Adobe System Inc. Released 2016.  Adobe Photoshop CC, Version 2017.01. 
San Jose, CA: Adobe System Inc.) หลังพ่นเชื้อครั้งที่ 2 ไปแล้ว 5 วัน น�ำข้อมูลความรุนแรงของโรคในแต่ละกรรมวิธี
มาวิเคราะห์ค่าทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS (IBM Corp. Released 2016. IBM SPSS Statistics for Windows, 
Version 24.0. Armonk, NY: IBM Corp.)
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ผลการทดลองและวิจารณ์
เมื่อน�ำสาร CFF ที่ได้จากการเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวต่างชนิดมาทดสอบ พบว่าการเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว

ต่างชนิดกันส่งผลต่อการเจริญและการผลิตสารทุติยภูมิของแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens S20A1 อย่างชัดเจน 
โดยพบประชากรสูงสุดอยู่ที่ 2.94x109  cfu/ml ซึ่งตรวจนับได้จากอาหาร YPB และสาร CFF ที่ได้จากอาหารชนิดนี้
สามารถยับยั้งแบคทีเรียสาเหตุโรคเป้าหมายได้กว้างถึง 20.04 mm รองลงมาคือ สาร CFF ที่ได้จากการเลี้ยงเชื้อใน
อาหาร TYB LB และ NB มีบริเวณยับยั้ง 17.12 13.09  และ 6.50 mm ตามล�ำดับ (Table 1)

Table 1 Effect of culture medium on bacterial population and secondary metabolites production.

Culture medium Bacterial population (cfu/ml)1/ Inhibition zone (mm)2/

NB 1.67 x 108 6.50d

LB 2.51 x 108 13.09c

TYB 2.73 x 108 17.12b

YPB 2.94 x 109 20.04a

1/ Bacterial population was detected at 48h after incubation using plate count method.
2/ Inhibition zone obtained from average of diameter from three replications for each treatment. Data followed by the same    
  letter are not significantly different (P = 0.05) according to Duncan’s multiple range test.

ในทุกสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการทดสอบนี้มีส่วนผสมหลักคือ peptone และ/หรือ yeast extract ซึ่งเป็น
แหล่งอาหารที่สมบูรณ์ ประกอบไปด้วยคาร์บอน ไนโตรเจน กรดอมิโน แรธ่าตุ และวติามินต่าง ๆ  ทีส่�ำคัญตอ่การเจริญ
และความแข็งแรงของเซลล์แบคทีเรีย (Mezghanni et al., 2012) มีบทบาทส�ำคัญในการกระตุ้นการสร้างโคเอนไซม์
หลายชนิดท่ีเก่ียวข้องกับวิถีเมทาบอลิซึม ส่งผลให้แบคทีเรียปฏิปักษ์สามารถผลิตสารทุติยภูมิได้ดีข้ึน (Velu, 2013) 
แบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์มีการตอบสนองต่อชนิดและความเข้มข้นของธาตุอาหารแตกต่างกัน ความเข้มข้นอาหาร 
ที่สูงเกินไป จะเร่งกระบวนการเมทาบอลิซึมของแบคทีเรียท�ำให้มีการเจริญและตายอย่างรวดเร็ว (Frank, 2010) 
นอกจากนียั้งส่งผลต่อความเป็นกรด-ด่างของอาหาร ซึง่เปลีย่นแปลงตามระยะเวลาในการเลีย้งเชือ้ ท�ำให้สภาพอาหาร
ไม่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตสารทุติยภูมิ (Elsayed et al., 2014) จากการทดสอบปรับความเข้มข้นของ
อาหาร YPB ที่สามารถส่งเสริมการเจริญและการผลิตสารทุติยภูมิของแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens S20A1 ได้ดี
ในเบื้องต้น พบว่าเมื่อปรับความเข้มข้นของ yeast extract เป็น 0.5% w/v และ peptone 1%w/v (half YPB)  
ประชากรแบคทีเรียมีจ�ำนวนเพ่ิมมากขึ้น (2.15x1010cfu/ml) และสาร CFF ท่ีได้จากการเล้ียงแบคทีเรียในอาหาร 
ชนิดนี้สามารถยับยั้งแบคทีเรียสาเหตุโรคเป้าหมายได้ดีขึ้น (22.33 mm) (Table 2)
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Table 2	 Effect of YPB and modified mediums on bacterial population and secondary metabolites  
              production.

Culture medium Bacterial population (cfu/ml)1/ Inhibition zone (mm)2/

YPB 
(yeast extract 1% w/v, peptone 2% w/v)

2.77 x 109 19.75b

half YPB 
(yeast extract 0.5% w/v, peptone 1% w/v)

2.15 x 1010 22.33a

modified yeast extract-PB 
(yeast extract 0.5% w/v, peptone 2% w/v)

1.91 x 109 18.50b

modified peptone-YB 
(yeast extract 1% w/v, peptone 1% w/v)

1.65 x 109 15.16c

1/ Bacterial population was detected at 48h after incubation using plate count method.
2/ Inhibition zone obtained from average of diameter from three replications for each treatment. Data followed by the same  
   letter are not significantly different (P = 0.05) according to Duncan’s multiple range test.

แบคทีเรียจะผลิตสารทุติยภูมิเมื่ออยู่ในสภาวะเครียดและผลิตได้มากท่ีสุดในช่วงท้ายของระยะ stationary 
ซึ่งเป็นช่วงที่มีอัตราการเจริญสูงสุดและเริ่มมีอัตราการตายมากข้ึนเน่ืองจากปริมาณสารอาหารถูกจ�ำกัด  
(Al-Saraireh et al., 2015) นอกจากอาหารทีใ่ช้ในการเลีย้งเชือ้แล้ว ระยะเวลาในการเลีย้งเชือ้ ความเรว็รอบของเครือ่ง
เขย่า และอุณหภูมิ ยังเป็นปัจจัยทางกายภาพที่เกี่ยวข้องกับการชักน�ำให้แบคทีเรียผลิตสารทุติยภูมิ จากการทดสอบ
ประสิทธิภาพของสาร CFF ที่เก็บจากระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อแตกต่างกัน พบว่าสาร CFF ที่ได้จากการเลี้ยงแบคทีเรีย 
B. amyloliquefaciens S20A1 ในอาหาร half YPB นาน 60 ชั่วโมงสามารถยับยั้งแบคทีเรียสาเหตุโรคเป้าหมายได้ดี
ที่สุด มีบริเวณยับยั้ง 35.63 mm (Table3) และประสิทธิภาพของสาร CFF มีแนวโน้มลดลงตามระยะเวลาในการเลี้ยง
เชื้อที่เพ่ิมมากข้ึน เน่ืองจากระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อท่ีนานข้ึน ท�ำให้มีการสะสมของของเสียและสารพิษจากเซลล์เพ่ิม
สงูขึน้ รวมถึงคณุสมบตัขิองสารออกฤทธ์ิในการคงทนต่อแสง อณุภูมแิละความเป็นกรด-ด่างของอาหารท่ีเปล่ียนแปลง
ไป ซึ่งส่งผลต่อคุณภาพและปริมาณของสารทุติยภูมิที่เชื้อผลิตขึ้นด้วย (da Silvar et al., 2012)

Table 3 Effect of incubation time on bacterial population and secondary metabolites production.

Incubation time (hour) Bacterial population (cfu/ml)1/ Inhibition zone (mm)2/

60 4.05x1011 35.63a

72 2.04x1010 30.47b

84 3.10x108 29.19c

96 1.12x106 27.51d

1/ Bacterial population was detected using plate count method.
2/ Inhibition zone obtained from average of diameter from three replications for each treatment. Data followed by the same         

  letter are not significantly different (P = 0.05) according to Duncan’s multiple range test.
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ในการเลี้ยงแบคทีเรียแบบเบ็ดเสร็จ (batch culture) บนเครื่องเขย่า ออกซิเจนเป็นปัจจัยที่มีอยู่อย่างจ�ำกัด 
ถูกควบคุมด้วยปริมาตรอาหารใน flask ซึ่งไม่ควรเกิน 25% ของปริมาตร flask เพื่อเพิ่มพื้นผิวสัมผัสอากาศกับอาหาร
เหลว และความเร็วรอบของเครื่องเขย่าช่วยท�ำให้ออกซิเจนละลายอยู่ในอาหารเหลว (dissolved oxygen; DO) 
แบคทีเรียจึงน�ำออกซิเจนไปใช้ในกระบวนการเมทาบอลิซึมที่เกี่ยวข้องกับการเพิ่มปริมาณเซลล์และการผลิตสารทุติย
ภูมิได้ (Tian et al., 2016) ผลของการทดสอบเลี้ยงแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens S20A1 ในอาหาร half YPB นาน 
60 ชั่วโมง บนเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 150 และ 200 rpm พบว่าสาร CFF ที่ได้จากการเลี้ยงบนเครื่องเขย่าความเร็ว
รอบ 150 rpm สามารถยับยั้งแบคทีเรียสาเหตุโรคเป้าหมายได้ 36.91 mm ในขณะที่สาร CFF ที่ได้จากความเร็วรอบ 
200 rpm ยับยั้งแบคทีเรียสาเหตุโรคเป้าหมายได้เพียง 30.03 mm และจากข้อมูลจ�ำนวนประชากรแบคทีเรีย พบว่าที่
ความเร็วรอบ 200 rpm ประชากรแบคทีเรียมีการเปลี่ยนแปลงอย่างรวดเร็วในช่วง 12 – 48 ชั่วโมง (Table 4) ซึ่งมี
สาเหตมุาจากความเรว็รอบของเครือ่งเขย่าท่ีไม่เหมาะสม ท�ำให้แบคทีเรยีเกิดสภาวะ oxidative stress ส่งผลต่อความ
มีชีวิตรอด และความสมบูรณ์ของเซลล์ท�ำให้ปริมาณสารทุติยภูมิที่ได้ลดน้อยลงด้วย (Munna et al., 2014)

Table 4	 Effect of agitation speed on bacterial population and secondary metabolites production.

Incubation time
Bacterial population (cfu/ml)1/

150 rpm 200 rpm

0 ND2 ND2

12 2.86×107 4.57×108

24 8.50×1012 1.92×1013

36 1.42×1014 3.41×1015

48 1.85×1013 2.27×1011

60 5.45×1010 3.07×109

Inhibition zone (mm)2/ 36.91a 30.03b

1/ Bacterial population was detected using plate count method. ND = null data.
2/ Inhibition zone obtained from average of diameter from three replications for each treatment. Data followed by the same  

  letter are not significantly different (P = 0.05) according to Duncan’s multiple range test.

ผลการทดสอบการเลี้ยงแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens S20A1 ในสภาพอุณหภูมิต่างกัน พบว่าแบคทีเรีย 
S20A1 สามารถเพิ่มปริมาณเซลล์และผลิตสารทุติยภูมิได้สูงสุดเมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25±2ºC และสาร CFF ที่ได้จาก
ช่วงเวลาดังกล่าวสามารถยับยั้งแบคทีเรียสาเหตุโรคเป้าหมายได้ 37.18 mm (Table 5) ซึ่งอุณหภูมิเป็นปัจจัยที่ส่งผล
ต่อการผลติและส่งสารออกนอกเซลล์ (Bajwa and Bishnoi, 2015) Monteiro et al. (2016) ได้ศกึษาการเลีย้งแบคทีเรยี 
B. amyloliquefaciens 629 ทีอ่ณุหภมูต่ิางกันและพบว่าเชือ้สามารถผลติสารทตุยิภูมอิอกมาได้แตกต่างกันแม้ว่าสาร
เหล่านั้นจะเป็นสารในกลุ่มเดียวกันก็ตาม
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Table 5	 Effect of incubation temperature on bacterial population and secondary metabolites production.

Incubation time
Bacterial population (cfu/ml)1/

25±2ºC 37ºC 40ºC

0 ND2 ND2 ND2

12 7.12×107 7.23×107 1.64×108

24 2.03×1012 6.22×1010 6.45×1012

36 4.01×1014 5.67×1012 5.13×1013

48 1.52×1016 1.50×1014 2.20×1010

60 6.67×1010 6.12×1010 1.85×108

Inhibition zone (mm)2/ 37.18a 35.22b 25.97c

1/ Bacterial population was detected using plate count method. ND = null data.
2/ Inhibition zone obtained from average of diameter from three replications for each treatment. Data followed by the same 

letter are not significantly different (P = 0.05) according to Duncan’s multiple range test.

การศึกษาค่าความเข้มข้นต�่ำสุดของสาร CFF ในการยับยั้งแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช พบว่าสาร CFF ที่ได้จาก
แบคทีเรยี B. amyloliquefaciens S20A1 มปีระสทิธิภาพในการยับย้ังแบคทเีรยีสาเหตุโรคพืชได้หลายสายพันธ์ุ โดยสาร 
CFF ที่ระดับความเข้มข้น 100% สามารถยับยั้งแบคทีเรีย Xag Xcc และ Xoo ได้ 34.86 30.86 และ 37.82 mm ตาม
ล�ำดับ ค่า MIC ส�ำหรับแบคทีเรีย Xag และ Xcc Xoo เท่ากับ 20% และ 10% ส�ำหรับแบคทีเรีย Xoo มีบริเวณยับยั้ง 
0.22 mm 0.31 mm และ 0.65 mm และ ตามล�ำดับ (Table 6)

Table 6	 Effect of CFF at different concentration to inhibit various plant pathogenic bacteria.

CFF concentration (%)
Inhibition zone (mm)1/

Xag Xcc Xoo

100 30.86a 34.68a 37.82a

90 28.69b 28.95b 36.97a

80 25.90c 28.30b 35.38a

70 23.74c 26.11c 34.77a

60 21.51d 24.86c 32.66a

50 19.14e 19.21d 31.58a

40 10.24f 12.82e 26.14b

30 7.85f 8.17f 22.61c

20 0.22g 0.31g 10.84d

10 0g 0g 0.65e

1 0g 0g 0f

1/ Inhibition zone obtained from average of diameter from three replications for each treatment. Data followed by the same 
letter are not significantly different at P = 0.05 according to Duncan’s multiple range test.
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การทดสอบประสทิธิภาพของสาร CFF ในการควบคมุโรคขอบใบแห้งของข้าวในระดบัเรอืนทดลองพบว่าการ
พ่นสาร CFF ที่ความเข้มข้น 100% และ 75% บนกล้าข้าวขาวดอกมะลิ105 อายุ 30 วันหลังการปลูกแบคทีเรียสาเหตุ
โรคขอบใบแห้งของข้าวสามารถลดการเกิดโรคได้สูงสุด 68.56 และ 53.38% ตามล�ำดับ ในขณะที่การพ่นสาร CFF  
ที่ความเข้มข้น 100 และ 75% ก่อนการปลูกแบคทีเรียสาเหตุเป้าหมายลดการเกิดโรคได้ 62.05 และ 45.85% ตาม
ล�ำดบั โดยสาร CFF ทีศ่กึษามปีระสทิธิภาพดีกว่าการใช้สารเคมท่ีีลดความรนุแรงของโรคได้เพียง 38.80 และ 50.03% 
เมื่อใช้พ่นหลังและก่อนการปลูกแบคทีเรียสาเหตุโรคเป้าหมายตามล�ำดับ ส�ำหรับการใช้เซลล์สดและเซลล์แขวนลอย
มีประสิทธิภาพดีเมื่อใช้ก่อนการปลูกแบคทีเรียสาเหตุโรคเป้าหมาย ลดการเกิดโรคได้ 72.12 และ 68% ตามล�ำดับ 
(Table7 และfigure 1) ผลการศกึษาน้ีแสดงให้เหน็ว่าเมือ่มกีารเข้าท�ำลายของแบคทีเรยีสาเหตโุรคเป้าหมายแล้ว การ
ใช้สาร CFFจากแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens S20A1 สามารถควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าวได้ดีกว่าการใช้สาร
เคม ีเซลล์สดและเซลล์แขวนลอย ซึง่สารทตุยิภมูทิีแ่บคทีเรยีปฏปัิกษ์ผลติข้ึนเป็นสารท่ีสามารถออกฤทธ์ิในการฆ่าหรอื
ยับยัง้การเจรญิของแบคทีเรยีสาเหตโุรคพืชได้ทนัท ี(Chung et al., 2015) ในขณะทีก่ารใช้เซลล์สด และเซลล์แขวนลอย
ของแบคทีเรียปฏิปักษ์จ�ำเป็นต้องใช้ระยะเวลาและอาศัยสภาพแวดล้อมที่เหมาะสม แบคทีเรียปฏิปักษ์จึงจะสามารถ
เพิ่มปริมาณเซลล์ได้เพียงพอ และผลิตสารทุติยภูมิออกมายับยั้งแบคทีเรียสาเหตุโรคเป้าหมาย ดังนั้นการใช้เซลล์สด
และเซลล์แขวนลอยจึงเหมาะกับการใช้ในลักษณะของการป้องกันโรค ในขณะที่การใช้สาร CFF เหมาะกับการใช้ใน
ลักษณะของการควบคุมการเกิดโรคมากกว่า (Zhang et al., 2016) 

Table 7	 Percent of bacterial blight disease severity and disease reduction under greenhouse condition  
              using different control treatments.

Foliar spray of treatment after Xoo inoculation Foliar spray of treatment before Xoo inoculation

Application treatment1/ %DS2/ %DR3/ Application treatment1/ %DS2/ %DR3/

100%CFF 27.14e 68.56b 100%CFF 32.58c 53.38b

75%CFF 32.78d 62.05c 75%CFF 39.11c 45.85c

50%CFF 40.90c 52.68d 50%CFF 46.67b 37.12c

fresh cell 43.33c 49.87e fresh cell 16.34d 72.12a

cell suspension 52.11b 39.74f cell suspension 19.91d 68.00a

chemical agent 43.19c 50.03d chemical agent 45.22b 38.80c

positive control 11.12f NA positive control 9.89e NA

negative control 86.55a NA negative control 78.84a NA
1Application treatments were applied on 30 days-old rice seedlings. Gentamicin sulfate+copper hydroxychloride served 
as chemical agent (positive control). Negative control treatment was treated with suspension of Xoo only whereas the 
positive control treatment was treated with sterilized water only.
2%DS = (diseased leaf area/ total leaf area) × 100
3%DR = disease reduction calculated by compared with highest percent disease severity (%DS) of negative control. Data 
followed by the same letter are not significantly different (P = 0.05) according to Duncan’s multiple range test. NA = data 

was not analyzed.
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Figure 1 Efficacy of treatment applications to control bacterial blight disease under greenhouse 
condition; (1) 100% concentration of CFF (2) 75% concentration of CFF (3) 50% 
concentration of CFF (4) fresh cell (5) cell suspension (6) chemical agent (positive control) 
(7) negative control and (8) positive control, treatments were applied (A) after Xoo 
inoculation and (B) before Xoo inoculation. 
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Figure 1 Efficacy of treatment applications to control bacterial blight disease under greenhouse  
                condition; (1) 100% concentration of CFF (2) 75% concentration of CFF (3) 50% concentration  
           of CFF (4) fresh cell (5) cell suspension (6) chemical agent (positive control) (7) negative  
          control and (8) positive control, treatments were applied (A) after Xoo inoculation and  
                (B) before Xoo inoculation.

สรุป 
แบคทีเรีย B. amyloliquefaciens S20A1 สามารถผลิตสารทุติยภูมิที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรีย 

Xoo สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวได้ดีที่สุดเม่ือเลี้ยงในอาหาร YPB ซึ่งเป็นแหล่งอาหารที่สมบูรณ์ ประกอบด้วย
คาร์บอน ไนโตรเจน กรดอะมิโน วิตามิน และแร่ธาตุต่างๆ ที่จ�ำเป็นต่อการเจริญ ความแข็งแรงของเซลล์ และการผลิต
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สารทุติยภูมิ เมื่อปรับความเข้มข้นส่วนผสมของอาหารพบว่าอาหาร half YPB (yeast extract 0.5% w/v, peptone 
1% w/v) สามารถชักน�ำให้แบคทีเรียทดสอบมีการเจริญและการผลิตสารทุติยภูมิเพิ่มมากขึ้น เมื่อเลี้ยงนาน 60 ชั่วโมง 
บนเครือ่งเขย่าความเรว็รอบ 150 rpm ทีอ่ณุหภูม ิ25±2ºC สาร CFF ทีไ่ด้จากการเลีย้งแบคทเีรยี B. amyloliquefaciens 
S20A1 ในสภาวะข้างต้นมปีระสทิธิภาพในการยับยัง้แบคทีเรยีสาเหตุโรคพืชในสกุล Xanthomonas ได้หลายสายพันธ์ุ 
โดยที่ระดับความเข้มข้น 100% สามารถยับยั้งแบคทีเรีย Xag Xcc และ Xoo ได้ 30.86  34.68 และ 37.82 mm ตาม
ล�ำดับ ค่าความเข้มข้นต�่ำสุดของสาร CFF ที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียเป้าหมายได้อยู่ที่ 20% ส�ำหรับแบคทีเรีย Xag  
Xcc และ 10% ส�ำหรบัแบคทเีรยี Xoo ในระดบัโรงเรอืนทดลองพบว่าการพ่นสาร CFF ทีค่วามเข้มข้น 100% และ 75% 
สามารถลดการเกิดโรคขอบใบแห้งของข้าวได้ดีกว่าการใช้เซลล์สด เซลล์แขวนลอย และสารเคมี เมื่อพ่นสารทดสอบ
หลงัการเข้าปลกูเชือ้สาเหตโุรคเป้าหมาย สอดคล้องกับสมมตฐิานเบือ้งต้นว่าสารทตุยิภูมขิองแบคทีเรยีปฏปัิกษ์ซึง่เป็น
สารที่มีฤท ธ์ิในการฆ ่าหรือยับย้ังแบคทีเรียอื่นๆ สามารถยับยั้ งแบคที เรียสาเหตุโรคพืชและควบคุม 
การเกิดโรคได้ดกีว่าการใช้เซลล์ของแบคทีเรยีปฏิปักษ์ เนือ่งจากไม่จ�ำเป็นต้องใช้ระยะเวลาและสภาพแวดล้อมในการ
เพ่ิมปริมาณเซลล์เพ่ือผลิตสารทุติยภูมิในสภาพธรรมชาติ งานวิจัยน้ีสามารถแก้ปัญหาการมีชีวิตรอดของแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์เมื่อใช้ควบคุมโรคในสภาพธรรมชาติ และส่งเสริมการควบคุมโรคโดยชีววิธีให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น 
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