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Abstract: Selection of rhizobacteria from soil cultivated with melon crops from Pa Sang district, Lamphun 
province and Mae Hia Agricultural Research, Demonstrative and Training Center, Faculty of Agriculture, Chiang 
Mai University for controlling Didymella bryoniae causal agent of melon gummy stem blight disease was 
conducted. Total of 149 rhizobacteria isolates were obtained and used for evaluation of antagonistic activity 
against D. bryoniae by dual culture method. Nine isolates of rhizobacteria showed the growth inhibition of         
D. bryoniae.  Among them, isolate S93 and S138 showed the highest antagonistic activity to inhibit mycelial growth 
with 81.20 and 82.40%, respectively. Moreover, cell-free culture filtrated of isolates S93 caused malformation 
and swelling germtube of fungal pathogen and isolate S138 could delay fungal spore germination. Two 
antagonistic rhizobacteria were identified based on morphological characteristic and 16S rDNA gene. The result 
showed that isolate S93 was gram positive bacterium with rod shape cell and the 16S rDNA sequence of S93 
showed 99% homology with Bacillus subtilis. Meanwhile, isolate S138 was gram negative bacterium with rod 
shape cell and its partial sequence was 99% homology with Enterobacter asburiae. 
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คาํนํา 
 

แตงเทศ หรือเมลอน (melon) และแคนตาลูป 
เป็นพืชวงศ์แตง (Cucurbitaceae) (อภิชาติ และสธิุพงศ์, 
2558) ซึ่งเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีนิยมปลูกกันมากทัง้ใน
ประเทศและต่างประเทศ พืชวงศ์แตงท่ีนิยมปลูกใน
ประเทศไทย มีทัง้เพ่ือรับประทานผลสด และเพ่ือผลิตเป็น
เมล็ดพันธ์ุส่งต่างประเทศ จึงอาจส่งผลให้เกิดปัญหาโรค
ของพืชวงศ์แตงเพ่ิมมากขึน้ อาจเน่ืองมาจากเมล็ดพนัธุ์ไม่
สะอาด มีการปนเปือ้นของเชือ้สาเหตุโรคติดมากับเมล็ด
พนัธุ์   เมื่อนําเมล็ดท่ีมีเชือ้สาเหตุโรคมาปลกูจะทําให้เกิด
การแพร่ระบาดของเชือ้สาเหตุโรคในแปลงปลูกด้วย 
(จมุพล และอรพรรณ, 2532) 

โรคต้นแตกยางไหล (gummy stem blight) เกิด
จากเชือ้รา Didymella bryoniae (Auersw) Rehm. (ระยะ
สื บ พั น ธุ์ แ บ บ ไม่ อ า ศั ย เพ ศ คื อ  Stagonosporopsis 
cucurbitacearum ช่ื อ เดิ ม  Phoma cucurbitacearum) 
(Keinath, 2012) เป็นโรคสําคญัท่ีพบมีการระบาด และเข้า
ทําลายในพืชวงศ์แตง ประเทศไทยพบมีการระบาดในพืช
ว ง ศ์ แ ต งใน พื ้น ท่ี ป ลู ก ท า งภ า ค เห นื อ แ ล ะ ภ า ค
ตะวนัออกเฉียงเหนือ อาการของโรคเร่ิมแรกจะพบแผลฉ่ํา
นํา้ท่ีบริเวณ ลําต้น ก่ิง ก้าน และใบ โดยเฉพาะบริเวณข้อ
ตอ่ของลาํต้นกบัก่ิง ลกัษณะสาํคญัของโรค คือ บริเวณ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

แผลจะมียางเหนียวสีแดง (gummy ooze) ไหลเยิม้ออกมา
จากแผล และจะแห้งอยู่บริเวณแผล โรคนีห้ากมีการ
ระบาดในระยะท่ีติดผล จะทําให้ต้นแตงมีการเจริญเติบโต
ช้า ผลโตไม่เต็มท่ี  และในต้นท่ีอาการรุนแรงมาก จะเห่ียว
แห้งและยืนต้นตาย ทําให้ผลผลิตท่ีได้ลดลง (ทัศนาพร 
และพีระวรรณ, 2552) นอกจากนีเ้ชือ้สาเหตุยังสามารถ
ถ่ายทอดไปทางเมล็ดพันธ์ุได้ Sudisha et al. (2006) ได้
ทําการศึกษาการถ่ายทอดเชือ้ D. bryoniae ผา่นทางเมล็ด 
โดยทําการเพาะเมล็ดเมลอนท่ีมีการปนเปือ้นของเชือ้บน
อาหารเลีย้งเชือ้ water agar (WA) พบว่า เชือ้จะเร่ิมเข้า
ทําลายท่ีลําต้นใต้ใบเลีย้ง (hypocotyls) และใบเลีย้ง 
(cotyledons) ต่อมาต้นกล้าจะแสดงอาการแคระแกรน 
นอกจากนีย้งัพบโครงสร้าง pycnidia ของเชือ้ราบนเมลด็ท่ี
ไม่งอก ดงันัน้ในการผลิตเมล็ดพนัธ์ุหรือผลสดจากเมลอน 
ต้องมีการปอ้งกนักําจดัโรคนีเ้ป็นอยา่งดี 

การป้องกนักําจดัโรคของพืชวงศ์แตงมีหลายวิธี
ด้วยกัน เช่น การเขตกรรม การใช้พันธุ์ต้านทาน และการ
ใช้สารเคมี สําหรับการใช้พนัธ์ุต้านทานนัน้มีค่าใช้จ่ายสงู 
และการใช้สารเคมีทําให้ต้นทุนการผลิตสงู และเกิดการ
ตกค้างของสารเคมีในพืช สภาพแวดล้อม รวมไปถึง
เกษตรกรเอง ปัจจบุนับนัได้มีการศกึษาการควบคมุโรคพืช
โดยชีววิธี (biological control) อย่างกว้างขวาง เช่น การ
ใช้เชือ้แบคทีเรียบนผิวใบเสาวรสมาควบคมุโรคแอนแทรคโนส 

บทคัดย่อ: การคดัเลอืกแบคทีเรียจากดินบริเวณรอบ ๆ ราก ของเมลอนท่ีไมเ่ป็นโรค จากพืน้ท่ีปลกูเมลอน ในอําเภอป่าซาง 
จังหวดัลําพูน และศูนย์วิจัยสาธิตและฝึกอบรมการเกษตรแม่เหียะ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ จังหวัด
เชียงใหม่ เพ่ือนํามาควบคมุเชือ้รา Didymella bryoniae สาเหตโุรคต้นแตกยางไหลของเมลอน สามารถแยกเชือ้แบคทีเรีย
รอบรากได้ทัง้หมด 149 ไอโซเลท เมื่อนํามาทดสอบประสิทธิภาพในการเป็นปฏิปักษ์กับเชือ้รา D. bryoniae ด้วยวิธี dual 
culture พบว่ามีเชือ้แบคทีเรียรอบรากท่ีสามารถยบัยัง้เชือ้ราสาเหตโุรคได้ จํานวน 9 ไอโซเลท โดยไอโซเลทท่ีมีประสทิธิภาพ
การยับยัง้สูง จํานวน 2 ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท S93 และ S138 ซึ่งมีร้อยละของการยับยัง้เท่ากับ 81.20 และ 82.40 
ตามลําดบั นอกจากนีย้งัพบว่านํา้กรองของไอโซเลท S93 ทําให้การงอกของเชือ้ราสาเหตโุรคมีความผิดปกติ โดยจะทําให้ 
germ tube มีลกัษณะบวมพอง และไอโซเลท S138 ทําให้มีการชะลอการงอกของสปอร์ได้ เมื่อนําเชือ้ แบคทีเรียรอบรากทัง้ 
2 ไอโซเลท มาจดัจําแนกชนิดโดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวิทยาเบือ้งต้น และการเคราะห์ลําดบันิวคลโีอไทด์บริเวณ 16S 
rDNA พบว่า ไอโซเลท S93 เป็นแกรมบวก เซลล์มีรูปร่างเป็นแท่ง และมีลําดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA เหมือนกับ
เชือ้แบคทีเรีย Bacillus subtilis ถึง 99 เปอร์เซ็นต์ ส่วนไอโซเลท S138 เป็นแกรมลบ เซลล์มีรูปร่างเป็นแท่งเล็ก ๆ และมี
ลาํดบันิวคลโีอไทด์เหมือนกบัเชือ้แบคทีเรีย Enterobacter asburiae ถึง 99 เปอร์เซ็นต์ 
 
คาํสาํคัญ: โรคต้นแตกยางไหล  เมลอน  Didymella bryoniae  เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์  การควบคมุโดยชีววิธี 
 

วารสารเกษตร 34(2): 179 - 191 (2561) 

ต่อของลําต้นกับก่ิง ลักษณะสําคัญของโรค คือ บริเวณ                
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ของเสาวรสท่ีเกิดจากเชือ้ Colletotrichum sp. (สุดาพร 
และคณะ, 2550) การใช้แอคติโนมัยซีทจากดินบริเวณ
รอบรากมะเขือเทศท่ีไม่เป็นโรคในแปลงปลกูมายบัยัง้เชือ้
แบคทีเรีย Ralstonia solanacearum สาเหตโุรคเห่ียวเขียว
ของมะเขือเทศ (อรอมุา และเบญจวรรณ, 2560) หรือ การ
ใช้แอกติโนไมซีสเอนโดไฟต์ท่ีแยกได้จากพืชวงศ์ลําไยมา
ควบคมุเชือ้รา Pestalotiopsis sp. และ Lasiodiplodia sp. 
สาเหตุโรคผลเน่าของลําไย (เกวลิน และชัยพร, 2555) 
นอกจากนี ้Abd-El-Moity et al. (2003) รายงานว่า การนํา
เชือ้ท่ีแยกจากดิน ซึ่งได้แก่  แบคทีเรีย Pseudomonas 
fluorescens, Bacillus subtilis ผ ส ม ร่ ว ม กั บ เชื ้อ ร า 
Trichoderma hazianum สามารถนํามาใช้ในการป้องกัน
กําจัดโรคท่ีเกิดจากเชือ้ราในพืชวงศ์แตงได้ Beneduzi         
et al. (2012) รายงานว่าแบคทีเรีย Pseudomonas และ 
Bacillus บางชนิดท่ีอาศัยอยู่บริเวณดินรอบ ๆ รากพืช 
(แบคทีเรียรอบราก) สามารถสร้างสารปฏิชีวนะท่ีมี
คณุสมบตัใินการเป็นปฏิปักษ์ตอ่เชือ้สาเหตโุรคในกลุม่เชือ้
รา แบคทีเรีย โปโตชัว และไส้เดือนฝอย ท่ีอาศยัอยู่ในดิน 
และชักนําให้พืชเกิดการต้านทานต่อการเข้าทําลายของ
เชือ้สาเหตโุรคได้ ดงันัน้การทดลองครัง้นีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์
เพ่ือคดัเลอืกเชือ้แบคทีเรียรอบรากพืช ท่ีมีประสิทธิภาพสงู
ในการควบคุมเชือ้รา D. bryoniae สาเหตุโรคต้นแตก        
ยางไหลของเมลอน ในสภาพห้องปฏิบัติการ เพ่ือใช้เป็น
แนวทางในการนําไปประยุกต์ใช้ควบคมุโรคในแปลงปลกู
ตอ่ไป 

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

 
1. การสาํรวจ และการแยกเชือ้ราสาเหตุของโรคต้น
แตกยางไหลของเมลอน 

สํารวจโรคต้นแตกยางไหล ในพืน้ท่ีปลกูเมลอน 
ตําบลหางดง อําเภอหางดง และตําบลยหุวา่ อําเภอสนัป่าตอง 
จังหวัดเชียงใหม่ และตําบลบ้านเรือน อําเภอป่าซาง 
จังหวัดลําพูน และสุ่มเก็บต้นเมลอนและส่วนท่ีแสดง
อาการของโรค มาตรวจสอบอาการและตรวจหาเชือ้รา
สาเหตุโรค ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และนํามาแยกเชือ้รา
สาเหตุโรค ด้วยวิธี tissue transplanting บนอาหาร PDA 
(potato dextrose agar; potato 200 ก รั ม , dextrose 20 

กรัม , agar 17 ก รัม , distilled water 1 ลิตร) บ่ ม เชื อ้ ท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 วัน สังเกตการเจริญของเชือ้ท่ี
ออกมาจากชิน้พืช จากนัน้แยกให้ได้เชือ้บริสทุธ์ิ และเก็บ
เชือ้ท่ีแยกได้เป็น stock culture เพ่ือนําไปทําการศึกษา
ทดลองตอ่ไป 

 
2. การทดสอบความสามารถในการทําให้เกิดโรค
ของเชือ้ราสาเหตุโรคต้นแตกยางไหลของเมลอน 

นําเชื อ้ราสาเหตุโรคท่ีแยกได้  มาเพาะเลี ย้ง
เพ่ือให้สร้างสปอร์ (spore) ตามวิธีการท่ีดดัแปลงมาจาก 
Tsutsumi and da Silva (2004) ดังนี ้นําเชือ้ราสาเหตุโรค
มาเพาะเลีย้งลงบนเมล็ดถั่วแดงญ่ีปุ่ น (azuki bean) ท่ี
ผ่านการแช่ในนํา้สะอาดเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้นํา
เมล็ดถั่วใสใ่นขวดรูปชมพู่ และนํามานึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส นําเมลด็ถัว่ท่ีปลกูเชือ้ไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 
24 องศาเซลเซียส ในท่ีมืด 12 ชั่วโมง สลับกับมีแสง 12 
ชัว่โมง เป็นเวลา 7 วนั เพ่ือให้เชือ้ราสร้างสปอร์ นํานํา้กลัน่
ฆา่เชือ้ปริมาตร 10 มิลลลิิตร ใสล่งในขวดรูปชมพูท่ี่ทําการ
เพาะเชือ้รา ใช้ห่วงถ่ายเชือ้ (loop) ขูดเบา ๆ บริเวณผิว
เมลด็ถัว่ แล้วกรองด้วยผ้าขาวบาง ซึ่งสปอร์ของเชือ้ราท่ีได้
จ ะ เป็ น ร ะ ย ะ สื บ พั น ธ์ุ แ บ บ ไม่ อ า ศั ย เพ ศ  คื อ                            
S. cucurbitacearum (Keinath, 2012) จากนัน้นําสปอร์
แขวนลอยของเชือ้มาปลกูลงบนต้นกล้าเมลอนพนัธุ์อลัฟ่า 
(Alpha) ท่ีมีอายุประมาณ 10 วัน ตามวิธีการท่ีดัดแปลง
มาจาก Nga et al. (2010) นําสปอร์แขวนลอยความ
เข้มข้น 105 สปอร์ต่อมิลลิลิตร พ่นลงบนใบจริงคู่แรกของ
ต้นกล้าเมลอน จากนัน้บ่มไว้ในถุงพลาสติก ความชืน้
สมัพัทธ์ร้อยละ 100 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ต่อมาจึงนําต้น
กล้าออกจากถุงพลาสติกเพ่ือให้ได้รับแสงตามปกติ ส่วน
ชดุควบคมุ ใช้นํา้ท่ีฆ่าแล้วพ่นลงบนใบเลีย้งของต้นกล้าเม
ลอน สงัเกตอาการท่ีเกิดขึน้บนใบในวนัท่ี 1 และ 3 วนัหลงั
การปลกูเชือ้ 

 
3. การแยกแบคทีเรียรอบรากของเมลอน 

การแยกแบคทีเรียรอบราก (rhizobacteria) ของ
ต้นเมลอนท่ีไม่เป็นโรค โดยแยกจากดินรอบรากของเมลอน
ท่ีสุ่มเก็บจากแปลงเมลอนใน ตําบลบ้านเรือน อําเภอ          
ป่าซาง จังหวัดลําพูน และศูนย์วิจัย สาธิตและฝึกอบรม
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การเกษตรแม่เหียะ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัย 
เชียงใหม ่จงัหวดัเชียงใหม ่จากนัน้นําดินมาแยกแบคทีเรีย
ด้วยวิธีเจือจางสารละลายดิน (soil dilution method) โดย
นําดิน 10 กรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ท่ีมีนํา้กลั่นฆ่าเชือ้
ปริมาตร 90 มิลลิลิตร จากนัน้เขย่าให้เข้ากันด้วยเคร่ือง
เขย่าสาร 5 นาที ทิง้ให้ตกตะกอน แล้วใช้ micro pipette 
ดูดสารละลายดิน 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองท่ีมีนํา้
กลัน่ฆ่าเชือ้ปริมาตร 9 มิลลลิิตร ผสมให้สารแขวนลอยดิน
เข้ากันแล้วเจือจางต่อไป นําสารแขวนลอยดินท่ีความ
เข้มข้น 10-4-10-6 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใส่ลงบนจาน
อาหารเลี ย้งเชื อ้  NA (nutrient agar; peptone 5 กรัม , 
beef extract 3 ก รั ม , agar 20 ก รั ม , distilled water 1 
ลิตร) จากนัน้ใช้แท่ งแก้วรูปตัวแอลเกลี่ย  (spread) 
สารละลายดิน ให้กระจายทั่วผิวหน้าอาหาร ปิดฝาจาน
อาหาร นําไปบม่ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง ประมาณ 2 วนั จากนัน้
นําโคโลนีเดี่ยว (single colony) ของแบคทีเรียท่ีเจริญบน
ผิวหน้าอาหาร มา streak ลงบนอาหารเลี ย้งเชื อ้ NA 
เพ่ือให้ได้เชือ้บริสทุธ์ิ และเก็บเป็น stock culture เพ่ือใช้ใน
การทดลองตอ่ไป 

 
4. การคัดเลือกแบคทีเรียรอบรากของเมลอนในการ
ยบัยัง้เชือ้ราสาเหตุโรคต้นแตกยางไหลของเมลอนใน
ห้องปฏิบัติการ 

4.1 การทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้แบคทีเรีย
รอบรากที่แยกได้ 

นําเชือ้แบคทีเรียรอบรากทกุไอโซเลทท่ีแยกได้มา
ทดสอบความสามารถในการยับยัง้การเจริญของเชือ้รา
สาเหตโุรค ด้วยวิธี dual culture บนอาหารเลีย้งเชือ้ PDA  
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

โดยใช้ห่วงถ่ายเชือ้ (loop) แตะเชือ้แบคทีเรียรอบรากแต่
ละไอโซเลท แล้วขีดลงบนอาหาร PDA ความยาว 7 
เซนติ เมตร ให้ ห่ างจากขอบจานอาหารด้ านละ 1 
เซนติเมตร จากนัน้นําเชือ้ราสาเหตุโรคท่ีเจริญบนอาหาร 
PDA เป็นเวลา 7 วัน ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส มา
เจาะด้วย cork borer ขนาด 0.5 เซนติเมตร แล้วนําชิน้วุ้น
ท่ีมีเชือ้รา (culture disc) ดงักลา่ว มาวางบนจานอาหารท่ี
ได้ทําการขีดเชือ้ แบคทีเรียรอบราก ไว้ตามแบบการ
ทดลองท่ีกําหนด โดยวางให้ห่างจากเชือ้แบคทีเรียรอบราก 
4 เซนติเมตร แล้วนําไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 7-8 วัน วางแผนการทดลองแบบ completely 
randomized design (CRD) ทําการทดลองทัง้หมด 5 ซํา้ 
การวัดผลโดยวัดความยาวรัศมีของเส้นใยของเชือ้รา 
จากนัน้นํามาคํานวณหาร้อยละการยับยัง้การเจริญของ
เ ชื ้ อ  ( percent inhibition of radial growth; PIRG) 
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ตามสูตรการคํานวณของ 
Skidmore and Dickinson (1976) ดงัภาพท่ี 1 

4.2 การทดสอบเพื่ อยืนยันประสิทธิภาพของ
เชือ้แบคทีเรียรอบราก 

นําเชือ้แบคทีเรียรอบรากท่ีมีประสิทธิภาพมาก
ท่ีสุดในการยับยัง้เชือ้ราสาเหตุโรคมาทําการทดสอบอีก
ครัง้ โดยการเพาะเลีย้งเชือ้แบคทีเรียรอบรากเป็นเวลา 1, 
2, 3, 4, 5, 6 และ 7 วัน บนอาหาร NA จากนัน้จึงวางเชือ้
ราสาเหตุโรคเหมือนการทดลองท่ี 4.1 แล้วนําไปบ่มท่ี
อณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7-8 วนั วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD จํานวน 5 ซํา้ และวดัการเจริญของเชือ้
รา โดยวัดความยาวรัศมีของเส้นใย จากนัน้นํ ามา
คํานวณหาร้อยละของการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ตามวิธี      
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1. Dual culture method illustrating measurement of radial growth of fungal mycelia 

  PIRG =  R1 – R2 x 100 

 R1 
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ท่ีกล่าวข้างต้น และประเมินประสิทธิภาพการยับยัง้ของ
เชือ้ราสาเหตโุรค จากร้อยละการยบัยัง้ท่ีคํานวณได้ โดยใช้
เกณ ฑ์ ของ Kumar et al. (2007) ดั ง นี ้ >90 % คื อ  มี
ประสิท ธิภาพในการยับยั ง้สู งมาก, 76-90% คื อ  มี
ป ร ะ สิ ท ธิ ภ า พ ใ น ก า ร ยั บ ยั ้ง สู ง , 61-75% คื อ  มี
ประสิทธิภาพในการยับยัง้ปานกลาง และ <60% คือ มี
ประสทิธิภาพในการยบัยัง้ตํ่า 

 
5. การทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้แบคทีเรียรอบ
รากในการยบัยัง้การงอกสปอร์ของเชือ้ราสาเหตุโรค 

นําเชือ้ แบคทีเรียรอบราก ท่ีมีประสิทธิภาพมาก
ท่ีสดุในการยบัยัง้เชือ้ราสาเหตโุรค มาเลีย้งในอาหารเหลว 
PSB (potato sucrose broth; potato 200 กรัม, sucrose 
20 กรัม, distilled water 1 ลติร) แล้วนําไปเขย่าด้วยเคร่ือง
เขย่าสาร (shaker) ท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที (rpm) 
เป็นเวลา 7 วันจากนัน้นํามากรองด้วยท่ีกรองเชลล์
แบคทีเรีย (membrane filter) ขนาด 0.22 มิลลิเมตร แล้ว
นํานํา้กรอง (culture filtrated) ท่ีได้ใส่ในหลอด ขนาด 1.5 
มิลลิลติร ปริมาตร 100 ไมโครลติร นําสปอร์แขวนลอยของ
เชือ้รา D. bryoniae (ระยะสืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศ) และ  
S. cucurbitacearum (ระยะสืบพนัธุ์แบบไม่อาศยัเพศ) ท่ี
ความเข้มข้น 105 สปอร์ต่อมิลลิลิตร เติมลงไปในหลอด 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร สว่นชดุควบคมุใช้นํา้กลัน่ฆ่าเชือ้
เติมลงไป เขยา่ให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองเขย่าสาร 5 นาที บ่มไว้
ท่ีอุณหภูมิห้องนาน 10 นาที แล้วนําส่วนผสมท่ีเตรียมได้ 
ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ไปหยดลงบนชิน้วุ้ น WA (water 
agar; agar 17 กรัม, distilled water 1 ลิตร) ท่ีเตรียมเป็น 
slide culture ทํ าการท ดลองทั ้งห ม ด  4 ซํ า้  บ่ ม ไว้ ท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 ชั่วโมง แล้วนับสปอร์ท่ีงอก
ภายใต้  compound microscope เปรียบเที ยบกับชุด
ควบคุม ทําการนับสปอร์งอก 100 สปอร์ต่อ 1 ซํา้ โดย
สปอร์งอก หมายถึง สปอร์ท่ีงอก germ tube โดยมีความ
ยาวเท่ากับความกว้างของสปอร์ (Lucas et al., 1975) 
จากนัน้นํามาคํานวณเป็นเปอร์เซ็นต์การยบัยัง้ความงอก
ของสปอร์ 

 
 
 

6. การจัดจํ าแนกชนิ ด  (identification) ของเชื ้อ
แบคทีเรียรอบราก  

6.1 การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา
เบือ้งต้น 

นําเชือ้แบคทีเรียรอบรากท่ีประสิทธิภาพมาก
ท่ีสดุในการยบัยัง้เชือ้ราสาเหตุโรคมาตรวจสอบลกัษณะ
ทางสณัฐานวิทยาเบือ้งต้น โดยนํามาเลีย้งบนอาหาร NA 
บ่มไว้ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง สงัเกต และ
บันทึกรูปร่างลักษณ ะ และสีของ colony ท่ีพบ และ
ตรวจสอบ ด้วย 3% potassium hydroxide test (KOH) 
ตามวิธีของ Suslow et al. (1982) เพ่ือเป็นการทดสอบ       
แกรมเบือ้งต้น จากนัน้ทําการตรวจสอบด้วยการย้อมส ี    
แกรม (gram’s stain) ตามวิธีของ Nga et al. (2010) เพ่ือ
ทดสอบแกรม และดลูกัษณะรูปร่างของเซลล์แบคทีเรีย 

6.2 การจัดจําแนกชนิดโดยอาศัยลักษณะทาง
พันธุกรรม (genetic material) 

จัดจําแนกชนิดของเชือ้แบคทีเรียรอบรากโดย
อาศัยลักษณะทางพันธุกรรม โดยตรวจสอบลําดับ             
นิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ด้วยเทคนิค polymerase 
chain reaction (PCR) ด้ ว ย  primer 27F (5' 
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3') แ ล ะ  1492R (5' 
TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3') การทํา PCR โดย
มีขัน้ตอน ดังนี  ้initial denaturation 95 องศาเซลเซียส 
นาน 2 นาที เพ่ิมจํานวน 35 รอบ โดย denaturation 95 
องศาเซลเซียส นาน 1 นาที annealing 55 องศาเซลเซียส 
นาน 1 นาที extension 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
และ final extension 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที นํา 
PCR products ท่ีได้มาทําให้บริสุทธ์ิด้วย multiscreen 
filter plate (Millipore Corp., Bedford, MA, USA) แ ล้ ว
ตรวจหาลําดับนิวคลีโอไทด์ โดยนําไปวิเคราะห์ผลด้วย
เ ค ร่ื อ ง  ABI Prism 3730XL DNA analyzer (Applied 
Biosystems, Foster City, CA) จากนัน้นําลําดบัดีเอ็นเอท่ี
ได้ ไป เปรียบเที ยบกับฐานข้อมูลท่ี มี รายงานไว้ ใน 
GenBank จาก The National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) (Pane and Zaccardelli, 2015) เพ่ือ
ใช้จดัจําแนกชนิดของเชือ้แบคทีเรียตอ่ไป 
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ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 

1. การสาํรวจ และการแยกเชือ้ราสาเหตุของโรคต้น
แตกยางไหลของเมลอน 

จากการสํารวจโรคต้นแตกยางไหล ในพืน้ท่ี
ปลกูเมลอนจากพืน้ท่ีปลกูทัง้ 2 แหล่ง โดยอาการต้นแตก
ยางไหลของ  เมลอนท่ีสํารวจพบในแปลงปลกู ส่วนใหญ่
จะพบแผลบริเวณลําต้น (ภาพท่ี 2A) ก้านใบของเมลอน 
(ภาพท่ี 2B) และอาการท่ีใบ (ภาพท่ี 2C) แผลท่ีเป็นโรคจะ
มีลักษณะเป็นสีเทา ฉ่ํานํา้ แต่มีรูปร่างไม่แน่นอน และ
บริเวณแผลจะพบจุดสีดําขนาดเล็ก กระจายอยู่ทั่วแผล 
บางแผลอาจมองเห็นยางสีดําแห้งติดบริเวณแผลด้วย 
(ภาพท่ี 2D) 

เมื่ อตรวจสอบแผลบริเวณ ลําต้นท่ี เป็นโรค
ภายใต้ stereo microscope พบโครงสร้าง perithecia สี
ดํา ท่ีมองเห็น ostiole ได้ชัดเจน (ภาพท่ี 3A) ลักษณะ
สปอร์ของเชื อ้ราสาเหตุ โรคเมื่ อตรวจภายใต้กล้อง 
compound microscope พบ ascospores อยู่ภายในถุง 
ท่ีเรียกว่า ascus (ภาพท่ี 3B) โดยสปอร์นี ้มี 2 เซลล์ สีใส 
มีขนาด 3-4  x 7-15 ไมโครเมตร (ภาพท่ี 3C) เมื่อนํามา
เลีย้งบนอาหาร PDA พบเชือ้รามีเส้นใยสีขาวอมเทาถึงสี
ดํ า (ภาพท่ี  4D) ซึ่ งลักษณ ะดังกล่าวตรงกับเชื อ้รา                  
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

D. bryoniae ท่ีมีการรายงานโดย Newark et al. (2014) 
และสามารถแยกได้ทัง้หมด 4 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท I1-I4 

 
2. การทดสอบความสามารถในการทําให้เกิดโรค
ของเชือ้ราสาเหตุโรคต้นแตกยางไหลของเมลอน 

การทดสอบความสามารถในการทําให้เกิดโรค
ของเชือ้ราท่ีแยกได้ทัง้ 4 ไอโซเลท พบว่าการปลกูเชือ้ด้วย
การพ่นสปอร์แขวนลอยบนต้นกล้าเมลอนอายุประมาณ 
10 วนั สามารถทําให้ต้นกล้าเมลอนเกิดโรคได้ทกุไอโซเลท 
หลงัจากปลกูเชือ้เป็นเวลา 1 วนั พบจุดฉ่ํานํา้บริเวณขอบ
ใบ (ภาพท่ี 4B-E) จากนัน้ในวันท่ี 3 หลังการปลูกเชือ้ 
อาการจุดฉ่ํานํา้จะเปลี่ยนเป็นสีนํา้ตาล แห้ง ขนาดใหญ่
ขึน้ ใบเร่ิมแสดงอาการเห่ียว และอาการลุกลามลงมายัง
บริเวณลําต้น (ภาพท่ี 4G-J) หากทิง้ไว้นานขึน้ต้นกล้าก็จะ
เกิดการแห้งฟุบตัวลง ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
ต้นกล้าเมลอนยงัคงเป็นสีเขียวปกติ และไม่พบอาการของ
โรค (ภาพท่ี 4A, F) เมื่อนําต้นท่ีแสดงอาการของโรคมา
ตรวจสอบภายใต้  stereo microscope พบ perithecia 
ของเชือ้ราเจริญตรงบริเวณลําต้นเป็นจํานวนมาก ซึ่ง
ลักษณะดังกล่าวเป็นลักษณะของเชือ้รา D. bryoniae 
ตามการรายงานของ Newark et al. (2014) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B C D 

Figure 2. Symptoms of gummy stem blight caused by Didymella bryoniae on melon, lesion on stem (A), 
lesion on petiole (B) lesion on leaf (C) and gummy ooze on stem (D) 

Figure 3. Morphological characteristic of Didymella bryoniae causal agent of gummy stem blight disease 
on melon in growing area at Chiang Mai province, perithecium (A), ascus (B), ascospores (C) 
and colony of Didymella bryoniae on PDA for 6 days (D) 
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3. การแยกแบคทีเรียรอบรากของเมลอน 

จากการแยกแบคทีเรียรอบรากด้วยวิธีเจือจาง
สารละลายดิน บนอาหารเลีย้งเชื อ้ NA สามารถแยก
แบคทีเรีย ได้ทัง้หมด จํานวน 149 ไอโซเลท โดยแยกจาก
ดินของแปลงปลูกเมลอนใน ตําบลบ้านเรือน อําเภอ               
ป่าซาง จังหวดัลําพูน ได้ 141 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท S1 - 
S141 และจากศูนย์วิจัย สาธิตและฝึกอบรมการเกษตร 
แม่เหียะ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม ่
จงัหวดัเชียงใหม ่ได้ 8 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท S142 - S149 

 
4. การคัดเลือกแบคทีเรียรอบรากของเมลอนในการ
ยบัยัง้เชือ้ราสาเหตุโรคต้นแตกยางไหลของเมลอนใน
ห้องปฏิบัติการ 

4.1 การทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้แบคทีเรีย
รอบรากที่แยกได้ 

นําเชือ้แบคทีเรียรอบรากจํานวน 149 ไอโซเลท 
มาทดสอบความสามารถในยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา D. 
bryoniae สาเหตุโรคต้นแตกยางไหลของเมลอนด้วยวิธี 
dual culture โดยการวางเชือ้แบคทีเรียรอบรากและเชือ้รา
สาเหตุพร้อมกัน พบว่า มีเชือ้แบคทีเรียรอบรากจํานวน 9 
ไอโซเลท ท่ีสามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราสาเหตโุรคได้ 
โดยมีร้อยละการยับยัง้อยู่ในช่วง 14.8-40 (ตารางท่ี 1) 
ได้ แก่  ไอโซเลท 93, 138, 94, 119, 89, 121, 103, 122 
และ 30 โดยมีร้อยละการยบัยัง้เท่ากับ 40.0, 33.6, 20.0, 
19.6, 18.8, 16.0, 15.2, 14.8 และ 14.8 ตามลําดบั แต่อีก 
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

140 ไอโซเลท ไม่พบการยบัยัง้เชือ้ราสาเหตโุรคได้ จากผล
การทดสอบเห็นได้ว่าร้อยละของการยบัยัง้เชือ้สาเหตุโรค
ยงัคงมีประสิทธิภาพตํ่า (<60%) อย่างไรก็ตามมีรายงาน
การวิจัยท่ีมีการนําเชือ้ปฏิปักษ์ไปใช้ก่อนการเกิดโรคหรือ
ก่อนการปลกูเชือ้สาเหตโุรค และพบว่ามีประสทิธิภาพการ
ควบคมุโรคได้ดี เช่น Zhang and Xue (2010) ทดสอบการ
ใช้แบคทีเรีย B. subtilis SB24 ท่ีแยกมาจากรากของ          
ถั่วเหลือง ในการควบคุมเชือ้รา Sclerotinia sclerotium 
สาเหตุโรคลําต้นเน่าของถั่วเหลือง ผลการทดสอบพบว่า
การนําเชือ้แบคทีเรีย SB42 พ่นลงบนต้นพืชเป็นเวลา 24 
ชัว่โมง ก่อนการปลกูเชือ้สาเหตโุรค มีประสิทธิภาพในการ
ควบคุมโรคได้ดีท่ีสดุ เช่นเดียวกับรายงานการศึกษาโดย 
Filippi et al. (2011) ท่ีได้แยกเชือ้แบคทีเรียรอบรากของ
ต้นข้าว เพ่ือนํามาทดสอบการควบคุมโรคไหม้ของข้าวท่ี
เกิดจากเชือ้รา Magnaporthe oryzae โดยพบว่า การราด
ดินด้วยเชื อ้ Rhizo-55 ก่อนเป็นเวลา 15 วัน และเชื อ้ 
Rhizo-46 เป็นเวลา 2 วัน ก่อนการปลูกเชือ้สาเหตุโรค
สามารถลดการเกิดโรคไหม้ได้ถึงร้อยละ 90.7 และ 95.03 
ตามลําดบั จากรายงานการศึกษาดงักลา่ว จึงเกิดแนวคิด
ในการนําเชือ้แบคทีเรียรอบรากปฏิปักษ์ท่ีมีร้อยละการ
ยับยัง้มากท่ีสุดในสองลําดับแรกไปทดสอบเพ่ือยืนยัน
ประสิทธิภาพอีกครัง้ โดยเปรียบเทียบระยะเวลาการนํา
เชือ้ปฏิปักษ์ไปเพาะเลีย้งบนอาหารก่อนการนําเชือ้สาเหตุ
โรคมาทดสอบ แล้วจงึวดัประสทิธิภาพ 
 
 

1 day after inoculation  
  

3 days after inoculation  

Figure 4. The pathogenicity test of fungal pathogen by spore suspension at concentration of 105 spores/ml, 
control (A, F), isolate I1 (B, G), isolate I2 (C, H), isolate I3 (D, I) and isolate I4 (E, J) 
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4.2 การทดสอบเพื่ อยืนยันประสิทธิภาพของ
เชือ้แบคทีเรียรอบราก 

นําเชือ้แบคทีเรียรอบรากจํานวน 2 ไอโซเลท 
ได้แก่ ไอโซเลท S93 และ S138 ท่ีมีประสิทธิภาพมากท่ีสดุ
ในการยบัยัง้เชือ้ราสาเหตุโรคมาทดสอบประสิทธิภาพอีก
ครัง้ ด้วยวิธี dual culture โดยการเพาะเลีย้งเชือ้ไอโซเลท 
S93 และ S138 บนอาหาร NA เป็นเวลา 1, 2, 3, 4, 5, 6 
และ 7 วัน แล้วจึงนําเชือ้ราสาเหตุโรคมาทดสอบ พบว่า   
ไอโซเลท S138 มีร้อยละการยบัยัง้มากกว่าไอโซเลท S93 
โดยไอโซเลท S138 มีการยับยั ง้มากท่ีสุดในวัน ท่ี  6 
สามารถยบัยัง้ได้ร้อยละ 87.20 (ภาพท่ี 5) และประสทิธิภาพ 
จะลดลงในวันท่ี 7 โดยสามารถยับยัง้ได้ร้อยละ 82.40 
ในขณะท่ีไอโซเลท S93 มีร้อยละการยบัยัง้เพ่ิมขึน้ และมี
การยับยัง้มากท่ีสุด เมื่อเพาะเลีย้งแบคทีเรียเป็นเวลา 7 
วนั โดยมีร้อยละของการยบัยัง้เท่ากบั 81.20 (ตารางท่ี 2) 
เมื่อประเมินประสิทธิภาพการยับยัง้ของแบคทีเรียทัง้ 2            
ไอโซเลท ในการยับยัง้การเจริญเส้นใยของเชือ้รา พบว่า  
ไอโซเลท S93 และ S138 มีประสิทธิภาพการยับยัง้สูง 
(ร้อยละ 75-90) เมื่อเพาะเลีย้งเชือ้บนอาหาร PDA เป็น
เวลา 6 วนั ก่อนการเพาะเลีย้งเชือ้ราสาเหตโุรค จากผลการ
ทดลองครัง้นี ้เมื่อนํามาเปรียบเทียบกบัการทดสอบข้อ 4.1              
.                                 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ซึ่งจะเห็นว่าเชื อ้ แบคทีเรียปฏิปักษ์ทัง้ 2 ไอโซเลทมี
ประสทิธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเส้นใยเชือ้สาเหตุ
โรคได้เพ่ิมมากขึน้ตามระยะเวลาของการเจริญบนอาหาร
เลีย้งเชือ้ท่ีเพ่ิมขึน้ กลไกการยบัยัง้โดยจุลินทรีย์ปฏิปักษ์
ต่อเชื อ้สาเหตุโรคพืชมีหลายแบบ เช่น การสร้างสาร
ปฏิชีวนะ เป็นต้น ได้มีการศึกษาถึงช่วงเวลาในการสร้าง
สารปฏิชีวนะบนอาหารลีย้งเชือ้ โดยกลุม่จลุนิทรีย์ปฏิปักษ์ 
เช่น Hammami et al. (2009) ได้ศึกษาการเจริญและการ
สร้างสารปฏิชีวนะ bacteriocin ของเชือ้ B. subtilis strain 
14B ท่ีใช้ควบคุมเชือ้ Agrobacterium spp. สาเหตุโรค 
ปุ่ มปม (crown gall) ในพืชหลายชนิด โดยพบว่าการผลิต
สาร bacteriocin มีมากท่ีสดุเมื่อเลีย้งในอาหารเหลว Luria 
bertani (LB) ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 
4 วัน  น อ ก จ าก นี ้ Georgakopoulos et al. (2002) ได้
นําเอาเชือ้ Pseudomonas มาทดสอบการยับยัง้เชือ้รา 
Pythium ultimum สาเหตุโรคเน่าคอดินของแตงกวาและ
ผกักาดฝร่ัง (sugar beet) ด้วยวิธี dual culture โดยเลีย้ง
เชือ้ Pseudomonas บนอาหารแข็งชนิดต่าง ๆ เป็นเวลา 2 
วัน และ 4 วัน ก่อนการทดสอบกับเชื อ้ราสาเหตุโรค
เช่นเดียวกนั 
 
 

Table 1. The efficacy of 9 antagonistic rhizobacteria isolates against Didymella bryoniae by dual culture 
method 

Isolates PIRG2 (%) 
93 40.0a1 
138 33.6b 
94 20.0c 
119 19.6c 
89 18.8c 
121 16.0c 
103 15.2c 
122 14.8c 
30 14.8c 

Control 0.0d 

CV (%) 21.42 
1 Means within a column followed by the same letter are not significantly different at P=0.05 
2 PIRG = Percent inhibition of radial growth 
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5. การทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้แบคทีเรียรอบ
รากในการยบัยัง้การงอกสปอร์ของเชือ้ราสาเหตุโรค 

การทดสอบนํ า้กรองท่ี ได้จากการเลี ย้งเชื อ้
แบคทีเรียรอบรากไอโซเลท S93 และ S138 มาทดสอบ
ประสิทธิภาพการยับยัง้การงอกของสปอร์ของเชือ้รา
สาเหตุโรคทัง้ 2 ระยะการสืบพันธุ์  เมื่อตรวจนับการงอก
ของสปอร์ 15 ชัว่โมงหลงัการบม่เชือ้ พบวา่ในชุดควบคมุมี
การงอกของสปอร์เชือ้รา D. bryoniae และสปอร์ของเชือ้
ราในระยะการสื บพั น ธุ์ แบ บ ไม่ อาศัย เพ ศ  เชื อ้รา             
S. cucurbitacearum เทา่กบัร้อยละ 100 ในขณะท่ีสปอร์ใน 
ชุดทดสอบกบัไอโซเลท S93 และ S138 มีการงอกของเชือ้
ราทัง้ 2 ระยะเท่ากบัร้อยละ 100 เช่นกนั เห็นได้ว่านํา้กรอง
ท่ีได้จากไอโซเลท S93 และ S138 ไม่สามารถยับยัง้การ
งอกของสปอร์ทัง้ 2 ระยะได้ อย่างไรก็ตามเมื่อตรวจสอบ
รูปร่างของสปอร์ พบว่ามีความผิดปกติ เมื่อทดสอบกบันํา้
กรองของไอโซเลท S93 สปอร์ของเชือ้รามีการงอก 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ซึ่งลักษณะของ germ tube มีรูปร่างผิดปกติ โดยมีการ
บวมพองของส่วน germ tube ซึ่งพบได้กับสปอร์ทัง้ 2 
ระยะ (ภาพท่ี 6B, E) ในขณะท่ีนํา้กรองของไอโซเลท S138 
ทําให้เกิดการงอกของสปอร์ลดช้าลง แต่ไม่พบความ
ผิดปกติของสปอร์เชือ้ราทัง้ 2 ระยะ (ภาพท่ี 6C, F) เมื่อ
เทียบกับชุดควบคุม พบว่าเชือ้รามีการงอกปกติ (ภาพท่ี 
6A, D) มีรายงานผลการศกึษาการใช้นํา้กรองท่ีได้จากการ
เลีย้งจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ มาทดสอบการงอกของสปอร์เชือ้
ราสาเหตุโรคและให้ผลการทดสอบสอดคล้องกับผลการ
รายงานนี  ้เช่น Phuakjaiphaeo et al. (2016) ได้ นํานํ า้
กรองจากการเลี ย้งเชื อ้ Streptomyces sp. CEN26 ใน
อาหารเหลว International Streptomyces Project-z (ISP-
2) ท ดสอบ ต่ อการงอกของสป อร์ เชื อ้รา Alternaria 
brassicicola สาเหตุโรคใบจุดของคะน้า พบว่านํา้กรอง
นัน้สามารถยบัยัง้การงอกของสปอร์ได้และทําให้สปอร์เชือ้
รามีรูปร่างผิดปกติ เช่น เกิดการบวมพองของ germ tube 

Figure 5. The efficacy of isolate S93 and S138 for growth inhibition of Didymella bryoniae on PDA; 6 
days of incubation period of rhizobacteria on PDA before placing the fungal pathogen 

Table 2. The efficacy of the most effective rhizobacteria 2 isolates on growth inhibition of Didymella bryoniae 
Isolates of 

rhizobacteria 
PIRG3  

1 day1 2 days 3 days 4 days 5 days 6 days 7 days 
Control 0.00c2 0.00c 0.00c 0.00c 2.40c 0.00c 0.00b 

S93 58.40b 56.40b 60.80b 66.00b 55.20b 78.40b 81.20a 
S138 60.40a 64.00a 68.80a 75.20a 70.40a 87.20a 82.40a 

CV (%) 7.66 5.15 7.61 10.6 9.55 2.09 10.73 
1  Incubation period of antagonistic bacteria on PDA before placing the fungal pathogen 
2  Means within a column followed by the same letter are not significantly different at P=0.05 
3  PIRG = Percent inhibition of radial growth 
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หรือมีอัตราการงอกของสปอร์ช้าลง นอกจากนี ้Li et al. 
(2015) ไ ด้ ร า ย ง า น ผ ล ก า ร ใ ช้ นํ ้า ก ร อ ง ข อ ง เชื ้อ                       
B. megaterium strain L2 ในอาหาร nutrient broth (NB) 
โดยพบว่านํา้กรองดังกล่าวมีผลทําให้สปอร์ของเชือ้รา              
A. alternata มีความผิดปกติและยบัยัง้การงอกของสปอร์
ได้เช่นกัน จากผลการทดลองเป็นไปได้ว่าสารสําคัญ
บางอย่างท่ีมีผลต่อเชือ้ราสาเหตุโรคยงัคงมีอยู่ในอาหาร
เหลวถึงแม้ว่าจะมีการกรองเอาเซลล์แบคทีเรียออกและ
ยงัคงมีประสทิธิภาพในการยบัยัง้เชือ้สาเหตโุรคได้ 
 
6. การจัดจาํแนกชนิดของเชือ้แบคทีเรียรอบราก  

6.1 การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา
เบือ้งต้น 

การตรวจสอบสัณฐานวิทยาเบือ้งต้นของเชือ้
แบคทีเรียรอบรากไอโซเลท S93 และ S138 ดังนี ้โคโลนี
ของไอโซเลท S93 บนอาหาร NA จะมีสีครีม (cream)          
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ทึ บแสง (opaque) มี ขอบหยัก  (undulate) รูป ร่างไม่
แน่นอน (irregular) มีการยกตัวสงูขึน้จากผิวหน้าอาหาร
เล็กน้อย (raised) และผิวหน้าย่น (rugose) (ภาพท่ี 7A) 
เมื่อนํามาทดสอบแกรมเบือ้งต้นด้วย 3% KOH พบว่าไม่มี
ลกัษณะเป็นสายเหนียวติดกับห่วงถ่ายเชือ้ แสดงว่าเป็น
แบคทีเรียแกรมบวก จากนัน้นํามายืนยันผลอีกครัง้ด้วย
การย้อมแกรมพบวา่ เซลล์ติดสมีว่งแสดงวา่เป็นแกรมบวก 
มี รูปร่างเป็นแท่ง (rod) (ภาพท่ี 7B) และส่วนไอโซเลท 
S138 จะมีโคโลนีสีขาวอมเหลือง โปร่งแสง (translucent) 
ขอบเรียบ (entire) รูปร่างกลม (circular) มีการยกตัวโค้ง
นูนจากผิวหน้ าอาหาร (convex) และผิวหน้ าเรียบ 
(smooth) (ภาพท่ี 7C) เมื่อนํามาทดสอบแกรมเบือ้งต้น
ด้วย 3% KOH พบว่า มีลักษณะเป็นสายเหนียวติดกับ
หว่งถ่ายเชือ้ แสดงวา่เป็นแบคทีเรียแกรมลบ จากนัน้นํามา
ย้อมแกรมพบว่า เซลล์ติดสีแดงแสดงว่าเป็นแกรมลบ มี
รูปร่างเป็นแทง่เลก็ ๆ (ภาพท่ี 7D) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Didymella bryoniae 

Stagonosporopsis cucurbitacearum 

Figure 6. The efficacy of isolates S93 and S138 to inhibit spore germination of Didymella bryoniae and 
Stagonosporopsis cucurbitacearum on WA, 15 hours after incubation, control (A, D), isolate 
S93 (B, E) and isolate S138 (C, F) 

A 

S93 S93 

B 

S13

 

D C 

S13

 

Figure 7. Morphological characteristics of rhizobacteria isolate S93 and S138; colony of  isolate S93 on 
NA for 7 days (A), gram positive of  isolate S93 (B), colony of isolate S138 on NA for 3 days 
(C) and gram negative of isolate S138 (D) 
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6.2 การจัดจําแนกชนิดโดยอาศัยลักษณะทาง
พันธุกรรม (genetic material) 

การตรวจสอบดีเอ็นเอของแบคทีเรีย ไอโซเลท 
S93 แ ล ะ  S138 ใน บ ริ เว ณ  16S rDNA gene พ บ ว่ า            
ไอโซเลท S93 มีบริเวณ 16S rDNA gene ขนาด 707 bp 
และไอโซเลท S138 มีขนาด 1,506 bp เมื่ อนําลําดับ           
นิวคลีโอไทด์ท่ีได้มาเปรียบเทียบความเหมือน (sequence 
alignment) ในฐานข้ อมู ลของ NCBI ด้ วยโป รแกรม 
BLAST พบว่าลําดับนิวคลีโอไทด์ของไอโซเลท S93 มี
ความเหมือนกับลําดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA 
gene ของเชือ้ Bacillus subtilis strain BAB-2742 และ B. 
subtilis strain YS15 โดยมีความเหมือนกันถึง 99% ซึ่ง
จากผลการวิจัยครัง้นีม้ีความสอดคล้องกับรายงานของ 
Ahmed Idris et al. (2007) ท่ี พบว่า เชื อ้  B. cereus, B. 
subtilis, B. circulans, B. licheniformis แ ล ะ  B. 
stearothermophilus ท่ีแยกจากดินบริเวณ rhizosphere 
ของข้าวฟ่างสามารถลดการเกิดโรครากเน่าท่ีเกิดจากเชือ้
รา Fusarium oxysporum ได้ นอกจากนี ้Yu et al. (2011) 
รายงานว่าเชื อ้  B. subtilis ท่ี แยกได้ จากดิ นบ ริเวณ 
rhizosphere ของต้นพริกไทยสามารถลดการเกิดโรคเห่ียว
ท่ีเกิดจากเชือ้รา F. oxysporum ได้เช่นเดียวกนั  

ไอ โซเลท  S138 มี ค วาม เห มื อน กั บ ลํ าดั บ             
นิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA gene ของเชือ้ Enterobacter 
asburiae strain ATCC 35953 แ ล ะ  uncultured 
bacterium clone S42_071 โดยพบว่าลําดบันิวคลีโอไทด์
มีความเหมือนกันถึง 99% ซึ่งจากผลการวิจัยครัง้นีม้ี
ค ว า ม ค ล้ า ย ค ลึ งกั บ รา ย งา น ข อ ง  Jetiyanon and 
Plianbangchang (2013) ท่ีแยกเชือ้ E. asburiae จากดิน
บริเวณ rhizosphere ของผกักาดหอมสามารถป้องกนัโรค
เน่ า เล ะ ท่ี เกิ ด จ าก เชื ้อ  Pectobacterium catovorum 
subsp. catovorum ได้ อย่างไรก็ตามมีผลการวิจัยพบว่า 
เชื อ้ E. asburiae เป็นสาเหตุ ท่ีก่อโรคในมนุษย์  (Zhu              
et al., 2017) ซึ่งทําให้เกิดโรคปอดอักเสบ (community-
acquired pneumonia) การติ ด เชื อ้ของเนื อ้ เยื่ อ  (soft 
tissue infections) การติ ด เชื อ้ของบ าดแผล (wound 
infection) และการติดเชือ้อ่ืน ๆ (Mardaneh and Soltan-
Dallal, 2014) ดงันัน้จึงควรหลีกเลี่ยงการนําเชือ้ไอโซเลท 

S138 มาใช้ ในการทดลองหรือควรมีการตรวจสอบ
คณุสมบตัิในการก่อโรคในมนษุย์ 

 
สรุป 

 
การแยกเชือ้ rhizobacteria จากดินรอบ ๆ ราก

ของต้นเมลอนท่ีไม่เป็นโรค เพ่ือใช้ทดสอบการเป็นเชือ้
แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้ราสาเหตุ
ของโรคต้นแตกยางไหลของเมลอนในห้องปฏิบัติการ 
สามารถแยกเชือ้ แบคทีเรียรอบราก ท่ีมีประสิทธิภาพมาก
ท่ีสุด 2 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท S93 และ S138 และจาก
การจําแนกชนิดโดยอาศยัลําดบันิวคลีโอไทด์ของบริเวณ 
16S rDNA gene พบว่าไอโซเลท S93 มีลําดบันิวคลีโอไทด์ 
ของบริเวณ 16S rDNA gene ท่ีเหมือนกับเชือ้ B. subtilis 
strain BAB-2742 แ ล ะ  B. subtilis strain YS15 แ ล ะ            
ไอโซเลท S138 ลําดบันิวคลีโอไทด์ของบริเวณ 16S rDNA 
gene ท่ีเหมือนกับเชือ้ E. asburiae strain ATCC 35953 
แ ล ะ  uncultured bacterium clone S42_071 ซึ่ ง เ ชื ้ อ              
E. asburiae มีความเสี่ยงท่ีจะเป็นเชือ้สาเหตุของโรคใน
มนุษย์ จึงหลีกเลี่ยงนําไปศึกษาต่อ อย่างไรก็ตามควรนํา
เชือ้ไอโซเลท S93 ไปศึกษาต่อในการหาสภาวะท่ีเหมาะสม
ตอ่การเจริญ แล้วนําไปทดสอบในสภาพเรือนทดลอง หรือ
แปลงปลกูตอ่ไป 
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