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บทคัดย่อ
Bacillus cereus N55314 และ Serratia sp. N43203 ท่ีแยกและคัดเลือกได้จากดินบรเิวณรอบรากข้าวท่ีเก็บ

จากจังหวัดปทุมธานี สุพรรณบุรี และอยุธยา มีศักยภาพสูงสุดในการส่งเสริมการเจริญเติบโตและยับย้ังแบคทีเรีย  
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าว โดยกลไกส�ำคัญคือ การผลิตสารทุติยภูมิ
ยับย้ังเชื้อโรค เจรญิในสภาวะไนโตรเจนต�ำ่ (N-free medium) ละลายฟอสเฟสในอาหาร pikovskaya ส่งเสรมิการงอก
ของเมลด็และการเจรญิเตบิโตของกล้าข้าว ซึง่ปรมิาณออกซนิท่ีเชือ้ผลิตมคีวามสัมพันธ์กับการสะสมออกซนิในเน้ือเย่ือ
กล้าข้าวท่ีมผีลต่อการพัฒนาของกล้าข้าว และเมือ่ทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าวภายใต้
สภาพโรงเรอืนพบว่า B. cereus N55314 และ Serratia sp. N43203 มปีระสิทธิภาพป้องกันและลดการเกิดโรคขอบใบ
แห้งของข้าวได้ถึง 67.47 และ 46.73% ตามล�ำดบั เปรยีบเทยีบกับการใช้สารเคมคีอปเปอร์ไฮดรอกไซด์ซึง่ลดการเกิดโรค
ได้เพียง 8.74% ผลจากการศกึษาดงักล่าวสามารถน�ำแบคทีเรยีปฏิปักษ์ท้ังสองไอโซเลทไปพัฒนาเป็นสูตรผลิตภัณฑ์เพ่ือ
ควบคมุแบคทเีรยีสาเหตโุรคขอบใบแห้งของข้าวต่อไป

ค�ำส�ำคัญ: โรคข้าว ความแขง็แรงของต้นกล้า กลไกการควบคุมโรคโดยชวีวธีิ การจดัการโรค การประยุกต์ใช้จลิุนทรย์ี

Abstract
Bacillus cereus N55314 and Serratia sp. N43203 were isolated and screened from rice rhizosphere 

soil samples in Pathumthani, Supanburi and Ayuthaya. Two isolates showed the highest efficiency to 
suppressed of bacterial blight (BB) of rice caused by Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo), and it also 
showed enhanced plant growth. The main mechanisms of these two isolates were controlled BB by  
secondary metabolites production. Moreover, they grew well on N-free medium, solubilized phosphate on 
pikovskaya medium. Furthermore, enhanced seed germination and rice seedling growth could be observed. 
The level of auxin production by each isolate was related to plant growth and accumulation of auxin in 
plant tissue. B. cereus N55314 and Serratia sp. N43203 showed the high effectiveness regarding the 
protection and reduction of BB disease incidence under greenhouse conditions with percentage of 67.47 
and 46.73% respectively, when compared with copper hydroxide treatment which reduced BB disease 
incidence only 8.74% The obtained results can be used for further formula development to control  
bacterial blight of rice.

Keywords: rice disease, seedling vigor, biocontrol mechanism, disease management, microbial  
                      application
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ค�ำน�ำ
โรคขอบใบแห้งของข้าว (bacterial blight) ที่เกิดจากแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) 

เป็นโรคส�ำคญัโรคหน่ึงท่ีส่งผลกระทบต่อการผลติข้าวตัง้แต่ในอดตีถึงปัจจบุนั (สถาบนัการพัฒนาประเทศไทย, 2556) 
และเป็นโรคส�ำคัญที่ระบาดรุนแรงในระยะกล้า โดยเฉพาะพันธุ์อ่อนแอที่ท�ำให้เกิดอาการกล้าไหม้ (seedling blight) 
และในระยะแตกกอและออกรวงจะส่งผลต่อปริมาณและคุณภาพของเมล็ดข้าว (กรมการข้าว, 2559) นอกจากนี้เชื้อ
สาเหตุโรคดังกล่าวยังเป็นเชื้อสาเหตุโรคพืชท่ีปนเปื้อนและติดมากับเมล็ดพันธุ์อีกด้วย (Sakthivel et al., 2001)  
การจดัการโรคทีป่นเป้ือนตดิมากับเมลด็พันธ์ุ การจดัการโรคในระยะกล้าข้าวและการส่งเสรมิความแขง็แรงให้กับกล้า
ข้าวจึงมีความส�ำคัญและเป็นแนวทางในการลดความเสียหายของโรคดังกล่าว ทั้งนี้วิธีการจัดการโรคขอบใบแห้งของ
ข้าวท่ีเกษตรกรนยิมคอื การใช้สารเคมโีดยเฉพาะในกลุม่สารประกอบทองแดงและสารปฏิชวีนะพ่นควบคมุโรคทางใบ
เป็นหลัก ซึ่งหากใช้ผิดวิธีจะส่งผลให้เชื้อมีความต้านทานและแสดงความรุนแรงมากข้ึน (Yasin et al., ‎2007)  
การจัดการโรคข้าวโดยชีววิธีเป็นวิธีการทางเลือกที่สามารถน�ำมาใช้เพ่ือแก้ไขปัญหาดังกล่าวได้และมีรายงานจ�ำนวน
มากที่มีการคัดเลือกสายพันธุ์แบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการควบคุมแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแห้งแต่ยังไม่เห็น
ผลหรือประสิทธิภาพที่ชัดเจน เนื่องจากหลายปัจจัยโดยเฉพาะการปรับตัวและการแสดงออกของกลไกส�ำคัญเมื่อเชื้อ
อยู่ที่ผิวพืช การใช้แบคทีเรียที่มีประโยชน์และมีกลไกที่หลากหลายทั้งในด้านการส่งเสริมการเจริญเติบโตและการเป็น
ปฏิปักษ์ยบัย้ังหรอืควบคมุเชือ้สาเหตโุรคพืชเป็นแนวทางหนึง่ทีส่ามารถน�ำมาปรบัใช้ในการผลติข้าวในทุกขัน้ตอน โดย
เฉพาะการควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าวท่ีปนเปื้อนติดมากับเมล็ดพันธุ์และการเกิดโรคดังกล่าวในระยะกล้า  
การศึกษาวิจัยครั้งน้ีมีเป้าหมายเพ่ือคัดเลือกสายพันธุ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีมีคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญเติบโต
และควบคุมแบคทีเรีย Xoo สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าว ตลอดจนศึกษากลไกที่เก่ียวข้อง ซึ่งแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ี 
คัดเลือกได้จากการศึกษาในครั้งน้ีสามารถน�ำไปพัฒนาเป็นสูตรผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ส�ำหรับส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของกล้าข้าวและลดการใช้สารเคมีได้อย่างมีประสิทธิภาพ

อุปกรณ์และวิธีการ
แยกและคดัเลอืกแบคทีเรยีจากดนิบรเิวณรอบรากข้าวทีเ่ก็บจากจงัหวัดปทมุธานี สพุรรณบรุ ีและอยุธยา ด้วย

วิธี soil dilution plate (Majeed et al., ‎2015) โดยใช้อาหาร Burk’s N - free medium (Wilson and Knight, 1952) 
ซึ่งเป็นอาหารคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถเจริญได้ในสภาวะไนโตรเจนต�่ำ (Park et al., 2005) น�ำแบคทีเรียที่แยกได้
มาทดสอบคุณสมบัติเบื้องต้นในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) สาย
พันธุ์ 1-1 สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวที่ได้จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.)  
โดยการประยุกต์ใช้ไม้จิ้มฟันฆ่าเชื้อแตะโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียท่ีมีแนวโน้มตรึงไนโตรเจนแตะลงบนผิวอาหาร 
peptone sucrose agar (PSA) ที่ผสมแบคทีเรีย Xoo ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ (EL-shakh et al., ‎2015) คัดเลือก
แบคทเีรยีท่ีมแีนวโน้มเป็นแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ยับย้ัง Xoo ท้ังในลกัษณะการเจรญิคลมุทบัและผลติสารยับย้ังมาทดสอบ
คุณสมบตักิารตดิสแีกรมและปฏิกิรยิาการตอบสนองอย่างเฉยีบพลนั (HR) บนใบยาสบู และจ�ำแนกชนดิแบคทเีรยีโดย
วิเคราะห์ล�ำดบัเบสด้วย universal primer จ�ำเพาะบรเิวณ 16S rDNA โดยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 
จากนั้นวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี nucleotide sequencing analysis เปรียบเทียบกับข้อมูลนิวคลีโอไทด์ใน
ฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม Blast และ Alignment (Barghouthi, 2011) น�ำแบคทีเรียที่คัดเลือกได้มาทดสอบ
คุณสมบัติการส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าวและกลไกที่เกี่ยวข้องดังนี้ 

1)	 ทดสอบคุณสมบัติในการละลายฟอสเฟสบนอาหาร pikovskaya’s medium (Paul and Rao, 1971) 
2)   ทดสอบประสิทธิภาพการส่งเสริมการงอกของเมล็ดและการเจริญเติบโตของกล้าข้าวซึ่งประยุกต์จากวิธี 

blotter (ISTA, 2014) วางแผนการทดลองแบบ complete randomized design (CRD) โดยแช่เมล็ดข้าวเปลือก  
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1 กรมั ในเซลล์แขวนลอยของแบคทเีรยีทดสอบโดยปรบัความเข้มข้นของเซลล์แขวนลอยท่ี optical density (O.D) 600 
นาโนเมตร เท่ากับ 0.2 (ประมาณ 108 cfu/มิลลิลิตร) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นาน 30 นาที ผึ่งเมล็ดให้แห้งแล้วย้ายเมล็ด
ข้าวลงบนกระดาษเพาะชื้น (rolled towel paper) ประเมินผลโดยนับอัตราเมล็ดข้าวงอกในแต่ละกรรมวิธี ความยาว
ราก และความสูงต้นที่ 14 วัน หลังเพาะเมล็ด 

3)	 การตรวจสอบปริมาณออกซิน (IAA) ท่ีแบคทีเรียผลิตข้ึนในอาหารเลี้ยงเชื้อ luria bertani broth (LB)  
ที่ผสม L-tryptophan 50 ไมโครลิตร/มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง บนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 
150 รอบ/นาท ีนาน 48 ชัว่โมง และน�ำเซลล์แขวนลอยไปป่ันเหวีย่งด้วยเครือ่ง hi-speed centrifuge ท่ี 10,000 รอบ/นาที 
นาน 10 นาท ีที ่4 องศาเซลเซยีส น�ำส่วนใสปรมิาตร 1 มลิลลิติร ท�ำปฏิกิรยิากับ Salkowski’s reagent ปรมิาตร 4 มลิลลิติร 
บ่มท่ีอุณหภูมิห้องนาน 30 นาที ตรวจสอบการเปล่ียนสีของอาหารเล้ียงเชื้อ ถ้าเชื้อทดสอบสามารถผลิต IAA 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อได้ อาหารเลี้ยงเชื้อจะเปลี่ยนเป็นสีชมพูและน�ำไปวัดค่าดูดกลืนแสงท่ี 535 นาโนเมตร โดยเครื่อง 
spectrophotometer เพื่อเปรียบเทียบกับ IAA standard curve (Ghevariya and Desai, 2014) 

4)	 ศึกษาความสัมพันธ์ของปริมาณ IAA ท่ีแบคทีเรียผลิตข้ึนในเน้ือเย่ือกล้าข้าวท่ีคลุกเมล็ดด้วยแบคทีเรีย
แต่ละไอโซเลท โดยดัดแปลงจากวิธี blotter ตามวิธีการข้างต้น เปรียบเทียบการคลุกเมล็ดด้วยสาร IAA สังเคราะห์ที่
ความเข้มข้น 25, 50, 100 และ 150 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ตามล�ำดับ เมื่อกล้าข้าวอายุ 7 วัน จึงน�ำมาประเมินการสะสม 
IAA ในเนื้อเยื่อกล้าข้าวโดยการบดด้วย homogenization buffer (0.1M Tris – HCl buffer, pH 7, 0.1 M KCl, 1 mM 
PMSF, 1 % (v/v) Triton X – 100 3 % (w/v) PVPP) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที 
ที่ 4 องศาเซลเซียส น�ำส่วนใสปริมาตร 500 ไมโครลิตร ท�ำปฏิกิริยากับ Salkowski’s reagent ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
และวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 535 นาโนเมตร เพื่อเปรียบเทียบกับ IAA standard curve 

5) ทดสอบประสทิธิภาพของแบคทีเรยีในการยับย้ังการเจรญิของแบคทเีรยีสาเหตโุรคขอบใบแห้งของข้าวด้วย
วิธี paper disc diffusion โดยเลีย้งแบคทีเรยีแต่ละไอโซเลทและแบคทีเรยีสาเหตุโรคขอบใบแห้งในอาหารเหลว nutrient 
broth (NB) เขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบ/นาที นาน 24 ชั่วโมง ปรับความเข้มข้นของเซลล์แขวนลอยท่ี O.D 600  
นาโนเมตร เท่ากับ 0.2 หยดเซลล์แขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปักษ์บนกระดาษกรองขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง  
0.5 มลิลเิมตร ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้แล้ว ปรมิาตร 10 ไมโครลติร/แผ่น และน�ำมาวางลงบนผวิหน้าอาหาร PSA ทีผ่สมเซลล์
แขวนลอยของแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแห้ง บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 72-48 ชั่วโมง ประเมินผลโดยการวัดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางบริเวณยับยั้ง (clear zone)

6) ทดสอบประสทิธิภาพของแบคทีเรยีปฏิปักษ์ในการยับย้ังแบคทีเรยีสาเหตโุรคขอบใบแห้งทีต่ดิมากับเมลด็
ข้าว วางแผนการทดลองแบบ CRD โดยแช่เมล็ดข้าวเปลือก 1 กรัม ที่ผ่านการล้างฆ่าเชื้อที่ผิวด้วย clorox %10 ใน
เซลล์แขวนลอยของแบคทีเรียสาเหตุโรคปริมาตร 1 มิลลิลิตร นาน 30 นาที ผึ่งเมล็ดให้แห้งและน�ำเมล็ดข้าวติดเชื้อไป
คลุกเซลล์แขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ปรับความเข้มข้นของเซลล์แขวนลอยที่ O.D 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.1 
และ 0.2 (ประมาณ 107 และ 108 cfu/มิลลิลิตร) ผึ่งเมล็ดให้แห้ง น�ำเมล็ดข้าวติดเชื้อวางลงบนอาหารทดสอบ 2 ชนิด 
คือ yeast extract dextrose calcium carbonate (YDC) และ water agar (WA) บ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 72-48 ชั่วโมง 
ประเมนิอตัราการงอกของเมลด็บนอาหาร WA และการยับยัง้การเจรญิของแบคทีเรยีสาเหตโุรคขอบใบแห้งของข้าวที่
ตดิมากับเมลด็ด้วยอาหาร YDC เปรยีบเทียบกับกรรมวิธีท่ีใช้เมลด็ข้าวตดิเชือ้ทีค่ลกุสารเคมคีอปเปอร์ไฮดรอกไซด์ โดย
มกีรรมวิธีทีเ่ป็นเมลด็ข้าวท่ีติดเชือ้แบคทเีรยีสาเหตุโรคเพียงอย่างเดยีว (positive control) และกรรมวิธีเมลด็ท่ีไม่มกีาร
ปลูกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค (negative control) เป็นชุดควบคุม ซึ่งในแต่ละกรรมวิธีมี 3 ซ�้ำ ซ�้ำละ 30 เมล็ด น�ำข้อมูล
ที่ได้ไปวิเคราะห์ทางสถิติโดยโปรแกรม SPSS version 23

7) ทดสอบประสทิธิภาพของแบคทีเรยีปฏปัิกษ์ในการป้องกันและควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าวในสภาพโรง
เรือนทดลอง เตรียมเซลล์แขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปักษ์และแบคทีเรียสาเหตุโรค Xoo ปรับความเข้มข้นของเซลล์
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แขวนลอยที่ O.D 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.2 โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD ประกอบด้วย 2 ชุดการทดลอง คือ 
ชุดการทดลองที่ 1 ท�ำการจุ่มรากกล้าข้าวที่อายุ 14 วัน ลงในสารแขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปักษ์ จากนั้นราดดินด้วย
สารแขวนลอยของแบคทเีรยีปฏิปักษ์ทีก่ล้าข้าวอายุ 21 วัน และพ่นด้วยสารแขวนลอยของแบคทีเรยีปฏิปักษ์ท่ีกล้าข้าว
อายุ 28 วัน เมื่อกล้าข้าวที่อายุ 30 วัน ท�ำการพ่นแบคทีเรีย Xoo สาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าว ชุดการทดลองที่ 2 
ท�ำการพ่นแบคทเีรยีสาเหตโุรคขอบใบแห้งของข้าวท่ีกล้าข้าวอายุ 30 วัน เมือ่กล้าข้าวอายุ 32 วัน พ่นด้วยสารแขวนลอย
ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ และสารเคมีคอปเปอร์ไฮดรอกไซด์ ซึ่งทั้ง 2 ชุดการทดลอง เปรียบเทียบกับชุดควบคุมคือ กล้า
ข้าวทีป่ลกูเชือ้แบคทีเรยีสาเหตโุรคขอบใบแห้งของข้าวเพียงอย่างเดยีว (positive control) และกล้าข้าวทีไ่ม่มกีารปลกู
เชื้อใดๆ (negative control) ในแต่ละกรรมวิธีใช้เซลล์แขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปักษ์และแบคทีเรียสาเหตุโรค Xoo 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตรต่อกระถาง และสารเคมีใช้ตามค�ำแนะน�ำบนฉลาก โดยแต่ละกรรมวิธีมี 5 ซ�้ำ ซ�้ำละ 1 กระถาง 
กระถางละ 3 ต้น ท�ำการประเมินการเกิดโรคขอบใบแห้งของข้าวตาม Standard Evaluation System for rice 5th 
edition (IRRI, 2013) หลงัจากท�ำการทดสอบ 7 วนั และน�ำข้อมลูทีไ่ด้ไปวิเคราะห์ทางสถิตโิดยโปรแกรม SPSS version 23

ผลการทดลองและวิจารณ์
แบคทีเรีย 42 ไอโซเลท แยกได้จากตัวอย่างดินบริเวณรอบรากข้าวท่ีเก็บจากแปลงนาในจังหวัดปทุมธานี 

สุพรรณบุรี และอยุธยา สามารถเจริญบนอาหาร Burk’s N - free medium ได้แสดงว่าแบคทีเรียดังกล่าวมีแนวโน้ม
ตรึงไนโตรเจนได้ จึงน�ำแบคทีเรียดังกล่าวมาทดสอบความสามารถในการยับย้ังแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแห้งของ
ข้าว ในเบื้องต้นพบว่า มีเพียง 20 ไอโซเลท ที่แสดงบริเวณยับยั้งบนอาหารผสมแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแห้งของ
ข้าว  ในลักษณะการเกิดบริเวณยับยั้งร่วมกับการเจริญของโคโลนี จึงน�ำแบคทีเรียทั้ง 20 ไอโซเลท มาทดสอบการเกิด
ปฏิกิริยาการตอบสนองอย่างเฉียบพลัน (HR) บนใบยาสูบพบว่า มีเพียง 12 ไอโซเลท ที่มีแนวโน้มไม่เป็นเชื้อสาเหตุ
โรคพืชโดยไม่ก่อให้เกิด HR บนใบยาสูบ โดยแบ่งเป็นแบคทีเรียแกรมลบ 2 ไอโซเลท (N33307 และ N43203) และ 
แกรมบวก 10 ไอโซเลท (N13111, N13301, N25204, N43119, N43316, N53108, N53121, N53304, N55314 
และ N55204) จึงน�ำตัวแทนแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้งแกรมลบและแกรมบวกอย่างละหนึ่งไอโซเลทคือ ไอโซเลท N55314 
และ N43203 ทีม่แีนวโน้มยับย้ังแบคทเีรยีสาเหตโุรคขอบใบแห้งของข้าวชดัเจนทีส่ดุมาจ�ำแนกชนิด โดยวิเคราะห์ล�ำดบั
เบสด้วย universal primer ที่จ�ำเพาะบริเวณ 16S rDNA โดยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) จากนั้นน�ำ
ผลที่ได้ไปวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี nucleotide sequencing analysis เปรียบเทียบกับข้อมูลนิวคลีโอไทด์
ที่มีอยู่ในฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม Blast และ Alignment พบว่า ไอโซเลท N55314 มีความคล้ายคลึงกับ
แบคทีเรีย Bacillus cereus AR156 100% ส่วน N43203 มีความคล้ายคลึงกับแบคทีเรีย Serratia sp. Z6 100%  
ซึ่งมีแนวโน้มในการยับย้ังเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวสูงสุดเพ่ือใช้ในการทดสอบประสิทธิภาพ 
ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าวและการควบคุมโรคขอบใบแห้งของข้าวต่อไป 

1)	 เมื่อน�ำแบคทีเรียทั้งสองไอโซเลทที่มีแนวโน้มเป็นปฏิปักษ์มาศึกษาคุณสมบัติในการละลายฟอสเฟสพบ
ว่า มีเพียง Serratia sp. N43203 ปรากฏบริเวณ clear zone รอบๆ โคโลนีบนอาหาร pikovskaya แสดงว่าแบคทีเรีย
ดังกล่าวสามารถละลายฟอสเฟสให้อยู่ในรูปที่พืชสามารถน�ำไปใช้ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได้ ฟอสเฟส
เป็นธาตุอาหารหลักที่ส�ำคัญต่อการเจริญเติบโตของพืชรองจากไนโตรเจน ซึ่งแบคทีเรียท่ีสามารถละลายฟอสเฟสได้
ได้แก่ สกุล Bacillus sp., Pseudomonas sp., Agrobacterium sp., Serratia sp., Erwinia sp. และ Xanthomonas 
sp. เป็นต้น (Sharma et al., 2013) 
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2)	 เมื่อศึกษาคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าวโดยทดสอบการส่งเสริมการงอกของเมล็ด
พบว่า การใช้แบคทีเรีย B. cereus N55314 และ Serratia sp. N43203 คลุกเมล็ดข้าวมีประสิทธิภาพในการส่งเสริม
การงอกของเมล็ดที่ 98.89 และ 91.11% มีความยาวราก 6.42 และ 4.77 เซนติเมตร มีความสูงต้น 4.91 และ 3.19 
เซนติเมตร ตามล�ำดับ 

3) ปรมิาณออกซิน (IAA) ทีต่รวจพบในอาหารเลีย้งเชือ้สอดคล้องกับอตัราการเจรญิเตบิโตของกล้าข้าวในข้อ 
2) โดยปริมาณออกซิน (IAA) ที่ B. cereus N55314 และ Serratia sp. N43203 ผลิตในอาหารเลี้ยงเชื้อคือ 0.06 และ 
1.44 ไมโครกรัม/มิลลิกรัม ตามล�ำดับ ซึ่งปริมาณ IAA ดังกล่าวมีประสิทธิภาพส่งเสริมการเจริญของรากข้าวได้ดีที่สุด
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (Table 1) 

Table 1	 Screening mechanisms of plant growth promoting rhizobacteria and their effect on rice seedlings. 

Bacteria

Tested parameter Growth parameter

HR1/ Gram N P
IAA 

(µg/ml)
Root 

length (cm)
Shoot length 

(cm)
Seed germination 

(%)2/

N43203 - - + + 1.44 4.77b 3.19e 91.11b

N55314 - + + - 0.06 6.42a 4.91b 98.89a

R183/ + - + + 7.97 2.59d 4.13c 91.11b

HS1054/ - + + - 3.11 3.99c 5.13a 92.22b

control - - - - 0.00 4.14c 3.78d 85.56c
1/ Hypersensitive response (HR)
2/ Germination (%) = (mean of each treatment x 100)/total number of each treatment
3/ Pseudomonas fluorescens strain R18
4/ Bacillus amyloliquefaciens strain HS105
5/ Mean values in column followed by the same letter are not significantly different (p<0.05) by Duncan’s New Multiple  
   RangeTests. 

4) ผลการศึกษาความสัมพันธ์ของปริมาณ IAA ในกล้าข้าวท่ีอายุ 7 วัน พบว่า ต้นกล้าท่ีคลุกเมล็ดด้วย  
B. cereus N55314 และ Serratia sp. N43203 มีปริมาณ IAA สะสมในกล้าข้าวอยู่ท่ี 132.32 และ  
128.81 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มีความยาวราก 7.79 และ 8.44 เซนติเมตร และมีความสูงต้น 6.21 และ 5.49 เซนติเมตร 
ตามล�ำดับ (Table 2) เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้สาร IAA มาตรฐาน พิสูจน์ให้เห็นว่า ผลกระทบจากการผลิต IAA ใน
กล้าพืชขึ้นอยู่กับความเข้มข้น ถ้าความเข้มข้นต�่ำอาจกระตุ้นการเจริญเติบโต ในขณะที่ความเข้มข้นของ IAA สูงอาจ
จะยับย้ังการเจรญิเตบิโตของพืชได้ อกีทัง้ต้นกล้าพืชทีต่่างชนิดกันจะตอบสนองต่อชนดิของจลุนิทรย์ีและความเข้มข้น
ของ IAA ที่แตกต่างกัน (Solano et al., 2008)
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Table 2	 The efficiency of new plant growth promoting rhizobacteria isolates on IAA production and its  
              effect on shoot and root length of rice seedlings.

Treatment
IAA production in rice seedling

(µg/ml)

Growth rate (cm)

Shoot length Root length

PGPR isolates

N43203 128.81 5.49b 8.44b

N55314 132.32 6.21a 7.79c

R181/ 153.99 4.61d 4.86d

HS1052/ 112.50 5.37b 10.48a

Non-treated3/ 144.17 5.07c 7.61c

IAA standard (mg/ml.)

0 194.73 4.37cd 2.27c

25 175.84 5.79a 4.59b

50 180.06 5.50b 4.94a

100 161.49 4.25d 1.38d

150 162.93 4.56c 0.95e
1/ Pseudomonas fluorescens strain R18
2/ Bacillus amyloliquefaciens strain HS105
3/ Sterile distilled water.
4/ Mean values in column followed by the same letter are not significantly different (p<0.05) by Duncan’s  
  New Multiple Range Tests.

5) เมื่อศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแห้ง
ของข้าวด้วยวิธี paper disc diffusion พบว่า Serratia sp. N43203 ผลิตสารทุติยภูมิ (secondary metabolite) ยับยั้ง
แบคทีเรีย Xoo ได้ดีท่ีสุดมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณยับย้ังเท่ากับ 10.50 มิลลิเมตร รองลงมาคือ Bacillus  
amyloliquefaciens (HS105) 9.96 มิลลิเมตร และ Pseudomonas fluorescens (R18) 8.33 มิลลิเมตร ซึ่งแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ท้ังสองสายพันธุ์มีรายงานว่าสามารถยับย้ังแบคทีเรียสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวได้ (เฉลิมเกียรติ และ 
คณะ, 2557 ; อนิสรา และคณะ, 2557) และ B. cereus N55314 สามารถเจริญแข่งขันคลุมทับ (competition) 25.29 
มิลลิเมตร เปรียบเทียบกับชุดควบคุมและสารเคมีคอปเปอร์ไฮดรอกไซด์ซึ่งไม่พบบริเวณยับยั้ง 

6) เมื่อน�ำแบคทีเรียปฏิปักษ์ดังกล่าวมายับยั้งแบคทีเรียสาเหตุโรคบนเมล็ดข้าวติดเชื้อพบว่า การคลุกเมล็ด
ด้วยเซลล์แขวนลอยของ Serratia sp. N43203 ที่ O.D 600 นาโนเมตร เท่ากับ0.1  (ประมาณ 701 cfu/มิลลิลิตร) มี
ประสทิธิภาพในการยับยัง้แบคทีเรยีสาเหตุโรคขอบใบแห้งของข้าวทีต่ดิมากับเมลด็ได้ถึง 93.33% และส่งเสรมิการงอก
ของเมล็ดได้ดีถึง 96.67% เปรียบเทียบกับเมล็ดติดเชื้อและการใช้สารเคมีคอปเปอร์ไฮดรอกไซด์คลุกเมล็ดตามอัตรา
แนะน�ำบนฉลากสามารถยับยั้งเชื้อ Xoo ที่ติดมากับเมล็ดได้เพียง 63.33% อีกทั้งเมื่อเปรียบเทียบกับเมล็ดปลอดเชื้อ
พบว่า เปอร์เซ็นต์การยับยั้งไม่แตกต่างกันทางสถิติ (Table 3)
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7) เมือ่ทดสอบประสทิธิภาพของแบคทเีรยีปฏิปักษ์ทัง้สองไอโซเลทในการป้องกันและควบคมุโรคขอบใบแห้ง
ในสภาพโรงเรอืนปลกูพืชทดลองพบว่า B. cereus N55314 มปีระสทิธิภาพในการป้องกนัการเกิดโรคขอบใบแห้งของ
ข้าวได้ดท่ีีสดุถึง 67.47% และรองลงมาคอื Serratia sp. N43203 ป้องกันการเกดิโรคได้ 46.73% เมือ่ใช้สารแขวนลอย
ของแบคทีเรยีปฏิปักษ์ในการจุม่ราก การราดดนิ และการพ่นใบข้าวก่อนการเข้าท�ำลายของเชือ้สาเหตโุรค เปรยีบเทียบ
กับการใช้สารเคมคีอปเปอร์ไฮดรอกไซด์ตามอตัราแนะน�ำบนฉลากซึง่ลดการเกิดโรคได้เพยีง 8.74% (Table 4) 

Table 4	 The efficacy of new isolates of antagonistic bacteria to control bacterial blight of rice caused by 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae under greenhouse conditions.

Treatment
Disease incidence 

(%)1/

Disease reduction 
(%)

Scale of disease severity2/

Pre-inoculated pathogen 

N43203 32.00bc 46.73 7

N55314 19.54cd 67.47 6

R183/ 50.22ab 16.40 7

HS1054/ 38.06abc 36.64 7

Post- inoculated pathogen

N43203 37.52abc 37.54 7

N55314 49.42ab 17.73 7

R18 31.29bc 47.91 7

HS105 47.05ab 21.67 7

copper hydroxide 54.82ab 8.74 8

Positive control (Xoo.) 60.07a 0.00 8

Negative control (H
2
O) 0.00d 100 1

1/ Disease incidence (%) = (mean of diseased leaf area in each treatment / mean of total leaf area) x 100
2/ Scale of disease severity followed by Standard Evaluation System for rice 5th edition
3/ Pseudomonas fluorescens strain R18
4/ Bacillus amyloliquefaciens strain HS105
5/ Mean values in column followed by the same letter are not significantly different (p<0.05) by Duncan’s New Multiple Range    
  Test.

สรุป
การทดสอบคุณสมบัติการเป็นแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการส่งเสริมการงอกและการเจริญเติบโตของข้าวพบว่า

แบคทีเรีย B. cereus N55314 และ Serratia sp. N43203 ที่แยกได้จากตัวอย่างดินบริเวณรอบรากข้าวมีกลไกหลาก
หลายคอื มแีนวโน้มในการตรงึไนโตรเจน ละลายฟอสเฟสให้อยู่ในรปูท่ีพืชน�ำไปใช้ได้ สามารถผลติออกซนิทัง้ในอาหาร
เลีย้งเชือ้และในเนือ้เย่ือกล้าข้าว สามารถส่งเสรมิการงอกของเมลด็ ชกัน�ำให้รากและล�ำต้นเจรญิเตบิโตได้ดซีึง่สมัพันธ์
กับปริมาณ IAA ที่เชื้อผลิต และมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย X. oryzae pv. oryzae (Xoo) 
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ทั้งที่ติดมากับเมล็ดพันธุ์และกล้าข้าว โดยจากการศึกษาแสดงให้เห็นกลไกหลักของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการเจริญ
เตบิโตของพืชและควบคมุโรคคอื Serratia sp. N43203 สามารถผลติสารทุตยิภูมทิีม่ปีระสทิธิภาพยับย้ัง Xoo ได้อย่าง
ชัดเจน และ B. cereus N55314 มีการเจริญแข่งขัน เมื่อทดสอบด้วยวิธี paper disc diffusion สามารถลดการเกิด
โรคและความเสียหายได้เมื่อคลุกเมล็ดติดเชื้อด้วยเซลล์แขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปักษ์ อีกท้ังแบคทีเรียไอโซเลท  
B. cereus N55314 มีประสิทธิภาพในการป้องกันและลดการเกิดโรคขอบใบแห้งของข้าวได้ และดีกว่าการใช้สารเคมี
คอปเปอร์ไฮดรอกไซด์เมือ่ใช้ทดสอบประสทิธิภาพในการควบคมุโรคในสภาพเรอืนปลกูพืชทดลอง จากการศกึษาข้าง
ต้นแสดงให้เหน็ว่า แบคทเีรยีท้ัง 2 ไอโซเลท มกีลไกทีห่ลากหลายท้ังในด้านการควบคมุโรคและส่งเสรมิการเจรญิเตบิโต
ของกล้าข้าว ซึ่งสามารถน�ำไปศึกษาการอยู่ร่วมกันของทั้ง 2 ไอโซเลท ต่อไป และแบคทีเรียปฏิปักษ์ดังกล่าวสามารถ
น�ำไปพัฒนาเป็นสูตรผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ส่งเสริมการเจริญเติบโตของข้าวและลดการใช้สารเคมีในอนาคตได้
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