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Abstract: Selection of antagonistic bacteria from melon rhizosphere for controlling Acidovorax citrulli causing 
bacterial fruit blotch disease of melon was carried out. Total of 149 rhizobacteria isolates were isolated by soil 
dilution plate method, 141 isolates from Ban Ruean subdistrict, Pa Sang district, Lamphun province and 8 
isolates from Mae Hia Agricultural Research, Demonstrative and Training Center, Faculty of Agriculture, Chiang 
Mai University. Paper disc diffusion method was used to evaluate the antagonistic activity of isolated 
rhizobacteria against A. citrulli. Four isolates of rhizobacteria demonstrated an inhibitory activity including 
isolates S93, S97, S125 and S126 with inhibition zone of 1.44, 1.36, 1.74 and 0.86 cm, respectively. The results 
of screening test for controlling bacterial fruit blotch disease in greenhouse exhibited that isolates S125 and S93 
could inhibit disease development with 70.00% and 63.33%, respectively. Identification of both effective 
antagonistic rhizobacteria, isolates S125 and S93, was conducted based on morphological characteristic and 
16S rDNA sequencing. The result showed that partial gene sequencing of isolate S125 was 100% homology 
with Pseudomonas monteilii and isolate S93 was 99% homology with Bacillus subtilis. 
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ค าน า 
 

เมลอน  (melon) ห รือแตงเทศ  อยู่ ใน วงศ์ 
Cucurbitaceae เป็นพืชที่ อยู่ ในวงศ์แตงเช่นเดียวกับ 
แตงกวา แตงโม และมะระ เป็นต้น มีถ่ินก าเนิดในแถบ
ทวีปแอฟริกา เมลอนเจริญได้ดีในสภาพอากาศร้อนแห้ง 
และแสงแดดจัด ปัจจุบันมีการปลกูเมลอนในทุกภูมิภาค
ของประเทศไทย โดยมีทัง้การผลิตเมล็ดพันธุ์ เพื่อการ
ส่งออก และการผลิตเพื่อบริโภคผลสด (อภิชาติ  และ         
สธิุพงศ์, 2558) แต่การปลกูเมลอนประสบปัญหาเร่ืองการ
ระบาดของโรคส าคญัหลายโรคเข้าท าลาย เช่น โรคผลเน่า 
(bacterial fruit blotch)  ที่ เ กิ ด จ า ก เชื ้อ แ บ ค ที เ รี ย 
Acidovorax avenae subsp. citrulli โดยเชือ้สามารถติด
ไปกับเมล็ดพนัธุ์ได้ (Frankle et al., 1993) การศึกษาเชือ้
แบคทีเรียที่เป็นสาเหตุของโรคผลเน่าของพืชวงศ์แตง เร่ิม
ในปี ค.ศ. 1969 โดย Crall and Schenck แต่ไม่สามารถ
ระบชุนิดของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรคได้ ตอ่มา Schaad et 
al. (1978) ศึกษาลกัษณะอาการของโรคที่เกิดบนต้นกล้า
แตงโม และรายงานว่ามีสาเหตุมาจากเชือ้แบคทีเรีย 
Pseudomonas pseudoalcaligenes subsp.  citrulli ใ น
เวลาต่อมา Willems et al. (1992) ได้ จัดจ าแนกเชื อ้
แบคที เรียสาเหตุโรคจากช่ือเดิมให้ เป็น Acidovorax 
avenae subsp. citrulli เนื่องจากข้อมูลทางพันธุกรรมมี
ความสมัพนัธ์ใกล้ชิดกบัเชือ้แบคทีเรียในสกลุ Acidovorax  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

อย่างไรก็ตาม Schaad et al. (2008) จดัหมวดหมู่ของเชือ้
ใหม่ จึงเปลี่ยนมาใช้ช่ือ Acidovorax citrulli เป็นต้นมา 
จากการศึกษาของ O’Brien and Martin (1999) พบว่า 
สาเหตุที่ท าให้การระบาดของเชือ้แบคทีเรีย A. citrulli 
เกิดขึน้อย่างรวดเร็วในหลายพืน้ที่ เนื่องจากเชือ้แบคทีเรีย
สามารถถ่ายทอดผ่านไปยังเมล็ดพันธุ์ ได้  ท าให้การ
ควบคมุการระบาดของโรคเป็นไปได้ยาก ในประเทศไทยมี
การรายงานพบโรคผลเน่าในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของ
ไทยในจังหวัด นครราชสีมา ร้อยเอ็ด และขอนแก่น 
(Pinyapong, 1994) 

ไรโซแบคทีเรีย (rhizobacteria) คือกลุ่มของเชือ้
แบคทีเรียที่อาศยัอยู่บริเวณดินรอบรากพืช (rhizosphere) 
(Kloepper et al., 1991) ซึ่งบางชนิดสามารถส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช และสามารถควบคมุการเจริญของเชือ้
สาเหตุโรคที่ท าให้เกิดความเสียหายแก่พืชได้  โดยการ
แข่งขนัหรือสร้างสารปฏิชีวนะ กลุม่ของไรโซแบคทีเรียที่มี
ประโยชน์ต่อพืช เช่น Bacillus sp. และ Pseudomonas sp. 
เป็ น ต้น  (Vessey, 2003) การศึ กษาวิจั ยที่ มี การใช้
จุลินทรีย์ปฏิปักษ์มาควบคุมเชือ้สาเหตุโรค เช่น อรอุมา 
และเบญจวรรณ (2560) ได้น าแอคติโนมัยซีทที่แยกจาก
ดินบริเวณรอบรากของมะเขือเทศที่เจริญเติบโตสมบูรณ์ 
ไมเ่ป็นโรคมายบัยัง้เชือ้แบคทีเรีย Ralstonia solanacearum 
สาเหตุโรคเหี่ยวเขียวของมะเขือเทศ นอกจากนี ้เกวลิน 
และชยัพร (2555) ได้ใช้แอคติโนไมซีสเอนโดไฟต์ที่แยกได้

บทคัดย่อ: การคดัเลือกไรโซแบคทีเรียปฏิปักษ์จากดินบริเวณรอบรากของเมลอน เพื่อใช้ในการควบคมุการเจริญของเชือ้
แบคทีเรีย Acidovorax citrulli สาเหตโุรคผลเน่าของเมลอน สามารถแยกเชือ้ได้ทัง้หมด 149 ไอโซเลท ด้วยวิธี soil dilution 
plate ซึ่ง 141 ไอโซเลท แยกจากแปลงเกษตรกรในต าบลบ้านเรือน อ าเภอป่าซาง จังหวัดล าพูน และ 8 ไอโซเลท จาก
ศนูย์วิจยั สาธิตและฝึกอบรมการเกษตรแม่เหียะ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ การคดัเลือกไรโซแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ด้วยวิธี paper disc diffusion พบว่า มี 4 ไอโซเลท ที่สามารถยับยัง้เชือ้สาเหตุโรคได้ ได้แก่ ไอโซเลท S93, S97, 
S125 และ S126 โดยมีบริเวณยับยัง้เท่ากับ 1.44, 1.36, 1.74 และ 0.86 เซนติเมตร ตามล าดับ เมื่อน าไรโซแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดในสองล าดับแรกไปทดสอบการควบคุมโรคในโรงเรือนทดสอบ พบว่า ไอโซเลท S125 
สามารถยบัยัง้การเกิดโรคได้ร้อยละ 70.00 และไอโซเลท S93 สามารถยบัยัง้การเกิดโรคได้ร้อยละ 63.33 เมื่อจัดจ าแนก          
ไรโซแบคทีเรียปฏิปักษ์ทัง้ 2 ไอโซเลท โดยอาศยัลกัษณะทางสณัฐานวิทยาเบือ้งต้น และการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์
บริเวณยีน 16S rDNA พบว่า ไอโซเลท S125 มีความเหมือนกับเชือ้แบคทีเรีย Pseudomonas monteilii ถึงร้อยละ 100  
และ ไอโซเลท S93 มีความเหมือนกบัเชือ้แบคทีเรีย Bacillus subtilis ถึงร้อยละ 99 
 
ค าส าคัญ: โรคผลเนา่แบคทีเรีย  ไรโซแบคทีเรีย  Acidovorax citrulli  Bacillus subtilis  Pseudomonas monteilii 
 

วารสารเกษตร 34(2): 193 - 204 (2561) 
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จากล าไยมาควบคุมเชื อ้รา Pestalotiopsis sp. และ 
Lasiodiplodia sp. สาเหตุโรคผลเน่าของล าไย เป็นต้น ใน
การลดการใช้สารเคมี เพื่อการควบคุมโรคพืช และเพื่อ
ความปลอดภัยต่อผู้ บริโภค รวมถึงสิ่งแวดล้อม การใช้
จุลินทรีย์ในการควบคุมโรค แทนการใช้สารเคมี จึงเป็น
ทางเลอืกที่นา่สนใจ ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อ
คัดเลือกจุลินทรีย์ในกลุ่มไรโซแบคทีเรียเพื่อใช้ในการ
ควบคมุเชือ้แบคทีเรีย A. citrulli สาเหตโุรคผลเนา่ของเมลอน 

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

 
1. การส ารวจ เก็บตัวอย่าง การตรวจและการแยก
เชือ้สาเหตุโรคผลเน่า 

1.1 การส ารวจและเก็บตัวอย่างโรค 
ส ารวจโรคผลเน่าในแปลงปลูกเมลอนและ           

แคนตาลปูของเกษตรกรในต าบลบ้านเรือน อ าเภอป่าซาง 
จังหวัดล าพูน และต าบลหางดง อ าเภอหางดง จังหวัด
เชียงใหม่ เก็บตัวอย่างผลเมลอนและแคนตาลูปที่แสดง
อาการเน่าเป็นจุดฉ ่าน า้ขนาดเลก็ และเนา่ฉ ่าน า้ที่เกิดเป็น
ปืน้ขนาดใหญ่สีเขียวมะกอกหรือสีด า ที่เกิดขึน้บริเวณของ
เปลอืกเมลอนและแคนตาลปู 

1.2 การตรวจหาเชือ้แบคทีเรียสาเหตุโรค
ผลเน่าของเมลอน 

การตรวจหาเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรคผลเน่าของ
เมลอนและแคนตาลปู ด้วยการใช้ชุดตรวจ Aac detection 
kit Acidovorax avenae subsp. citrulli ส าหรับโรคผลเน่า
ในพืชวงศ์แตง (บริษัท พาร์เวล อินเตอร์เนชั่นแนล จ ากัด, 
ประเทศไทย) น าผิวเปลือกผลเมลอนหรือแคนตาลูปที่
แสดงอาการเน่า 5 กรัม บดในบฟัเฟอร์ 2-3 มิลลิลิตร ตัง้
ทิง้ไว้ที่อุณหภูมิ 25-28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที 
แล้วน าส่วนใสด้านบนหยดลงในตลับ test kit ปริมาตร 
0.15 มิลลิลิตร ทิง้ไว้ประมาณ 5 นาที แล้วจึงอ่านผล หาก
เกิดแถบสีทัง้ test line (T) และ control line (C) หมายถึง
ให้ผลเป็นบวกแสดงว่า มีเชือ้ A. citrulli หากเกิดแถบสีที่ 
control line เพียงอย่างเดียว หมายถึงให้ผลเป็นลบแสดง
วา่ ไมม่ีเชือ้ A. citrulli  

 
 

1.3 การแยกเชือ้แบคทีเรียสาเหตุโรคผลเน่า 
น าผิวเปลือกผลเมลอนหรือแคนตาลูปที่ตรวจ

พบเชือ้ A. citrulli จากการตรวจด้วย Aac detection kit 
(ข้อ 1.2) มาล้างด้วยน า้สะอาด ตดับริเวณผิวของเปลือก
โดยใช้ใบมีดที่ฆ่าเชือ้ด้วยแอลกอฮอล์ร้อยละ 70 หั่นให้
ละเอียดและหยดน า้กลั่นนึ่งฆ่าเชือ้ ทิง้ไว้ประมาณ 1-2 
นาที จากนัน้ใช้ห่วงถ่ายเชือ้ (loop) ที่ฆ่าเชือ้แล้วจุ่มลงใน 
suspension ดงักลา่ว และ streak ลงบนอาหารที่ดดัแปลง
มาจากสูต ร  modified Tween medium (peptone 5.0 
กรัม , CaCl2 0.25 กรัม , agar 15 กรัม , methyl violet B 
จาก stock 1% 1.0 มิลลิลิตร หลงัจากนึ่งฆ่าเชือ้แล้ว เติม 
Tween 80 10.0 มิ ลลิ ลิ ตร และ  amoxicillin trihydrate 
500 มิลลิกรัม) (Popovic and Ivanovic, 2015) จากนัน้
น าเชือ้แบคทีเรียมาบม่ไว้ที่อณุหภมูิ 25-28 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 วัน แล้วคัดเลือกโคโลนีเดี่ยวที่มี รูปร่างกลม 
(round) จนถึง รูปไข ่(oval) สเีทา (grayish) มา streak บน
อาหารชนิดเดิมอีกครัง้ เพ่ือให้ได้เชือ้บริสทุธ์ิ แล้วจึงน าเชือ้
แบคทีเรียบริสุทธ์ิท่ีได้ มาตรวจเพ่ือยืนยันว่าเป็นเชือ้ A. 
citrulli ด้ วย  Aac detection kit โดยน า เชื อ้แบคที เรีย
จ านวน 1 โคโลนี ละลายในบัฟเฟอร์ 0.5 มิลลิลิตร แล้ว
หยดตัวอย่ างลงในตลับ  kit test ตั ง้ทิ ง้ไว้  5 นาที  ที่ 
อณุหภมูิ 25-28 องศาเซลเซียส แล้วจึงอา่นผล 

การตัง้ช่ือไอโซเลทของเชือ้ อกัษรล าดบัแรก คือ 
ชนิดพืช ล าดบัท่ีสอง และสาม คือ ระยะการเจริญของผล 
ล าดับที่สี่ คือ ช่ือแหล่งที่เก็บตัวอย่างโรค และล าดับท่ี 5 
คือ ล าดับในการแยกเชือ้ เช่น MRFP2 โดยที่ M คือ แยก
เชือ้มาจากผลเมลอน RF คือ ผลแก่ P คือ อ าเภอ ป่าซาง 
จงัหวดัล าพนู และ 2 คือ เชือ้แยกได้เป็นล าดบัที่ 2 

 
2. การทดสอบความสามารถในการเกิ ด โรค 
(pathogenicity test) ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตุโรคผลเน่า 

น าเชื อ้แบคที เรียสาเหตุโรคผลเน่า มาเพิ่ ม
ปริมาณโดยการ streak ลงบนอาหาร NA (nutrient agar; 
peptone 5.0 กรัม, beef extract 3 กรัม, agar 15 กรัม, 
distilled water 1 ลิตร) บ่มไว้ที่ อุณหภูมิ  25-28 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน จากนัน้น ามาเตรียม bacterial 
suspension โดยการขูดโคโลนีของเชือ้แบคทีเรียที่เจริญ
บนผิวหน้าอาหาร น าไปใสล่งในบีกเกอร์ที่มีน า้กลัน่นึ่งฆ่า

การคัดเลือกไรโซแบคทเีรียในการควบคุมโรคผลเน่าที่เกิดจากแบคทเีรียของเมลอน 
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เชือ้ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนัน้น าไปวดัค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร (O.D. = 0.1) ด้วย 
spectrophotometer ซึ่งได้ความเข้มข้นของเซลล์เท่ากับ 
108 โคโลนีต่อมิลลิลิตร (cfu/ml) แล้วจึงน า bacterial 
suspension ปลกูเชือ้ลงบนต้นกล้าเมลอน ที่มีอายุ 7 วนั 
ด้วยวิธีการพ่นทางใบ (foliar spraying) ในปริมาตร 5 
มิลลิลิตรต่อต้น จากนัน้คลมุด้วยถุงพลาสติกและเก็บไว้
ภายใต้สภาพโรงเรือนที่อุณหภูมิ  28-30 องศาเซลเซียส 
ตรวจสอบอาการและบนัทกึผลหลงัจากการปลกูเชือ้ทกุวนั 
โดยแบ่งระดบัความรุนแรงของโรคออกเป็น 5 ระดบั ตาม
วิธีการที่ดดัแปลงมาจาก Wang et al. (2009) ดงันี ้

0 = ไมแ่สดงอาการ  
1 = มีอาการจุดฉ ่าน า้ขนาดเล็กบนใบเลีย้ง และ

เนือ้เยือ้ตายเฉพาะแห่งบนใบจริง หรือสร้าง
ความเสยีหายบนใบ คิดเป็นร้อยละ 1-15 

2 = มีอาการจุดฉ ่าน า้ขนาดใหญ่บนใบเลีย้ง และ
เนือ้เยื่อตายเฉพาะแห่งบนใบจริง หรือสร้าง
ความเสยีหายบนใบ คิดเป็นร้อยละ 16-50 

3 = ใบเลี ย้งหรือใบจริงตาย หรือสร้างความ
เสยีหายบนใบคิดเป็นร้อยละ 51-80 

4 = เกิดการตายของพืชทัง้ต้น หรือสร้างความ
เสยีหายบนใบร้อยละ >80 

 
3. การแยกไรโซแบคทีเรียจากดินบริเวณรอบราก  
เมลอน 

แยกเชื อ้แบคที เรียจากดินบริเวณรอบราก              
(ไรโซแบคทีเรีย) ต้นเมลอนที่มีลกัษณะต้นแข็งแรงสมบรูณ์
ไม่เป็นโรค โดยเก็บดินจากแปลงปลูกเมลอนในต าบล
บ้านเรือน อ าเภอป่าซาง จังหวัดล าพูน และศูนย์วิจัย 
สาธิตและฝึกอบรมการเกษตรแม่เหียะ มหาวิทยาลัย 
เชียงใหม่ จังหวัดเชียงใหม่ น าดินมาแยกเชือ้ด้วยวิธี        
เจือจางสารละลายดิน (soil dilution plate method) โดย
ชั่งดินตัวอย่างละ 10 กรัม ใส่ลงในขวดรูปชมพู่  (flask 
shaped) ที่บรรจนุ า้กลัน่ฆา่เชือ้แล้ว ปริมาตร 90 มิลลลิติร 
เขย่าให้เข้ากันแล้วทิง้ให้ตกตะกอน ดูดสารแขวนลอยดิน 
โดยใช้ micropipette ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอด
ทดลองที่มีน า้กลัน่ฆ่าเชือ้ปริมาตร 9 มิลลลิิตร เขยา่ให้สาร
แขวนลอยดินเข้ากันแล้วเจือจางต่อไปแบบเดิม น าสาร

แขวนลอยดินที่มีความเข้มข้น 10-4, 10-5 และ 10-6 ปริมาตร 
0.1 มิลลิลิตร ไปแยกเชือ้ด้วยวิธี spread plate บนอาหาร 
NA น าไปบ่มไว้ที่อณุหภมูิ 25-28 องศาเซลเซียส ประมาณ 
2-3 วนั แยกไรโซแบคทีเรียที่เจริญขึน้มาบนผิวหน้าอาหาร 
โดยน ามา streak ลงบนอาหาร NA อีกครัง้เพื่อแยกเชือ้
บริสุทธ์ิ และเก็บเป็น stock culture (ก าหนดรหัสของ          
ไรโซแบคทีเรียเป็น S และตามด้วยตวัเลขที่แสดงถึงล าดบั
ในการแยกเชือ้) เพื่อใช้ในการทดลองตอ่ไป 

 
4. ก ารคั ด เลื อก ไรโซแบคที เรี ยปฏิ ปั ก ษ์ ใน
ห้องปฏิบัติการ  

คดัเลือกไรโซแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีประสทิธิภาพ
ในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรค ด้วยวิธี 
paper disc diffusion โดยเพิ่ มปริมาณ เชื อ้แบคที เรีย
สาเหตุโรค บนอาหาร NA และบ่มเป็นเวลา 2 วัน ที่
อณุหภมูิ 25-28 องศาเซลเซียส จากนัน้น ามาเตรียมเซลล์
แขวนลอยให้มีความเข้มข้น 109 cfu/ml แล้วจึงหยดเซลล์
แขวนลอยลงบนอาหาร King’s B (KB; proteose peptone 
20 กรัม, K2HPO4 1.5 กรัม, agar 15 กรัม, glycerol 10 
ml, MgSO4 1.5 กรัม, distilled water 1 ลิตร) ปริมาตร 
0.2 มิลลิลิตร ใช้ส าลีพันก้าน (cotton bud) เกลี่ยให้ทั่ว
ผิวหน้าอาหาร ส่วนไรโซแบคทีเรียน ามาเพิ่มปริมาณบน
อาหาร NA บ่มเป็นเวลา 1 วัน ที่อุณหภูมิ 25-28 องศา
เซลเซียส แล้วน ามาเตรียมเซลล์แขวนลอยให้มีความ
เข้มข้นเท่ากับ 108 cfu/ml จากนัน้ดูดเซลล์แขวนลอยของ
ไรโซแบคทีเรียปริมาตร 20 ไมโครลิตร หยดลงบน paper 
disc (ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชือ้แล้ว) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
0.6 มิลลิเมตร ทิง้ไว้สักครู่แล้วจึงย้ายมาวางลงบนจาน
อาหารเลีย้งเชือ้ที่เกลี่ยเชือ้แบคทีเรียสาเหตุโรคไว้ แล้วจึง
บ่มไว้ที่อณุหภมูิ 25-28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั ท า
การทดลองทัง้หมด 5 ซ า้ ตรวจสอบความสามารถในการ
ยับยัง้เชือ้สาเหตุโรค โดยการวัดบริเวณใส (clear zone) 
หรือบริเวณยบัยัง้ (inhibition zone) ที่เกิดขึน้ ตามวิธีการ
ทีด่ดัแปลงมาจาก Drew et al. (1972) 
 
 
 
 

วารสารเกษตร 34(2): 193 - 204 (2561) 



 

 197 

5. การทดสอบประสิทธิภาพของไรโซแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ในโรงเรือน 

5.1 การเตรียมเชือ้แบคทีเรียสาเหตุโรค 
และไรโซแบคทีเรียปฏิปักษ์ 

น าไรโซแบคที เรียปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพ
สงูสดุในสองล าดบัแรก (ชนิดที่ 1 และ 2) ในการยบัยัง้การ
เจริญเติบโตของเชื อ้แบคที เรียสาเหตุโรคผลเน่าใน
ห้องปฏิบัติการ (จากผลการทดสอบในข้อ 4) มาทดสอบ
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคผลเน่าบนต้นกล้าเมลอน 
โดยเลีย้งเชื อ้แบคทีเรียสาเหตุโรคและไรโซแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ บนอาหาร NA แล้วน ามาเตรียมเซลล์แขวนลอย
ให้ได้ความเข้มข้น 108 และ 1010 cfu/ml ตามล าดับ ตาม
วิธีการเตรียมในข้อ 4 

5.2 การทดสอบประสิทธิภาพการควบคุม
โรคผลเน่า บนต้นกล้าเมลอนในโรงเรือนทดลอง 

น าต้นกล้าเมลอนพนัธุ์อลัฟ่า (Alpha) อาย ุ7 วนั 
ที่ ปลูกในวัสดุปลูกพี ทมอส มาใช้ ในการทดสอบ
ประสิทธิภาพการควบคุมโรคของไรโซแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
ด้วยวิธีการพ่นทางใบ โดยใช้ปริมาตร 5 มิลลิลิตรต่อต้น 
ประกอบด้วย 6 กรรมวิธี ดงันี ้

กรรมวิธีที่ 1 พ่นไรโซแบคทีเรียปฏิปักษ์ชนิดที่ 
1 บม่ไว้ 2 วนั แล้วจึงพน่เชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรค 

กรรมวิธีที่ 2 พ่นไรโซแบคทีเรียปฏิปักษ์ชนิดที่ 
2 บม่ไว้ 2 วนั แล้วจึงพน่เชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรค 

กรรมวิธีที่ 3 พ่นเชือ้แบคทีเรียสาเหตุโรค เพียง
อยา่งเดียว 

กรรมวิธีที่ 4 พ่นไรโซแบคทีเรียปฏิปักษ์ชนิดที่ 
1 เพียงอยา่งเดียว 

กรรมวิธีที่ 5 พ่นไรโซแบคทีเรียปฏิปักษ์ชนิดที่ 
2 เพียงอยา่งเดียว 

กรรมวิธีที่ 6 ชดุควบคมุ (น า้กลัน่) 
วางแผนการทดลองแบบ completely randomized 

design (CRD) โดยใน 1 กรรมวิธีมีทัง้หมด 15 ซ า้ 
หลงัจากปลกูเชือ้สาเหตุโรคและไรโซแบคทีเรีย

ปฏิปักษ์ คลมุต้นพืชด้วยถุงพลาสติกเป็นเวลา 2 วนั เก็บ
ไว้ที่ อุณหภูมิ  28-30 องศาเซลเซียส ภายใต้โรงเรือน
ทดสอบ ตรวจสอบอาการและบนัทึกผลตามระดับความ
รุนแรงของโรค (วิธีการในข้อ 2) หลงัจากการปลกูเชือ้เป็น

เวลา 2, 4, 6 และ 8 วนั จากนัน้น ามาค านวณร้อยละการ
เกิดโรค ร้อยละความรุนแรงของโรค และประสิทธิภาพใน
การควบคมุ ตามวิธีการของ Wang et al. (2009) ได้ดงันี ้

 
% การเกิดโรค 
(% disease 
incidence) 

= 
จ านวนต้นที่เป็นโรคทัง้หมด 

x 100 จ านวนต้นที่ไม่เป็นโรคในชดุ
ควบคมุ 

 
% ความรุนแรง

ของโรค  
(% disease 

severity) 

= 

∑(ระดบัความรุนแรงของโรค x 
จ านวนต้นที่เป็นโรคในระดบันัน้ ๆ) 

x 100 
ระดบัความรุนแรงของโรคสงูที่สดุ x 

จ านวนต้นพืชทัง้หมด 
 
% ประสิทธิภาพ
ในการควบคมุ 

(% control 
efficacy) 

= 

คา่เฉลี่ยความรุนแรงของโรคในชดุ
ควบคมุ - คา่เฉลี่ยความรุนแรงของ

โรคในชดุทดสอบ 
x 100 

คา่เฉลี่ยความรุนแรงของโรคในชดุควบคมุ 
 
6. การจัดจ าแนกของไรโซแบคทีเรียปฏิปักษ์ 

6.1 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา
เบือ้งต้น 

น าไรโซแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพมาก
ที่สดุ (จากผลการทดสอบในข้อ 5) มาศึกษาลกัษณะทาง
สณัฐานวิทยาเบือ้งต้น ได้แก่ การเจริญ ลกัษณะโคโลนี ส ี
และรูปร่างบนอาหารเลีย้งเชือ้ NA ตรวจสอบด้วย 3% 
potassium hydroxide (3% KOH) เพื่อตรวจสอบแกรม
ของแบคที เรียในเบื อ้งต้น ตามวิ ธีของ Suslow et al. 
(1981) และการย้อมสีแกรม (Gram’s stain) (Beveridge, 
2001) เพื่อตรวจสอบแกรม และดลูกัษณะรูปร่างของเซลล์
แบคทีเรีย 

6.2 การจั ดจ าแนกโดยลั กษณ ะทาง
พันธุกรรม (genetic material) 

จดัจ าแนกชนิดของไรโซแบคทีเรียปฏิปักษ์ (จาก
ผลการทดสอบในข้อ 5) โดยอาศยัลกัษณะทางพนัธุกรรม 
(genetic material) โดยตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์
บ ริ เวณ  16S rDNA ด้ วย เท คนิ ค  polymerase chain 
reaction ( PCR)  โ ด ย ใ ช้  primer 27F ( 5' 
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3')  แ ล ะ  1492R ( 5' 

การคัดเลือกไรโซแบคทเีรียในการควบคุมโรคผลเน่าที่เกิดจากแบคทเีรียของเมลอน 
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TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3') จากนัน้น า PCR 
products ท่ีได้มาท าให้บริสุทธ์ิด้วย multiscreen filter 
plate (Millipore Corp., Bedford, MA, USA) ต รวจห า
ล าดบันิวคลีโอไทด์ โดยน าไปวิเคราะห์ผลด้วยเคร่ือง ABI 
Prism 3730XL DNA analyzer ( Applied Biosystems, 
Foster City, CA) แ ล้ วจึ งน าล าดั บ ดี เอ็ น เอที่ ได้ ไป
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลที่มีรายงานไว้ใน GenBank 
จาก The National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) เพื่อใช้จดัจ าแนกชนิดของเชือ้ 

 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 

 
1. การส ารวจ เก็บตัวอย่าง การตรวจและการแยก
เชือ้สาเหตุโรคผลเน่า 

1.1 การส ารวจและเก็บตัวอย่างโรค 
การส ารวจโรคผลเน่าของเมลอนและแคนตาลปู

ในแปลงปลกูของเกษตรกร สามารถเก็บตัวอย่างที่แสดง
อาการของโรค ได้ทัง้หมด 22 ตัวอย่าง โดยในต าบล
บ้านเรือน อ าเภอป่าซาง จังหวัดล าพูน มีจ านวน 16 
ตัวอย่าง แบ่งเป็นเมลอน 11 ตัวอย่าง และแคนตาลูป 5 
ตวัอยา่ง และต าบลหางดง อ าเภอหางดง จงัหวดัเชียงใหม ่
มีจ านวน 6 ตวัอย่าง ซึ่งเป็นเมลอนทัง้หมด อาการที่พบมี
ลักษณะเป็นแผลฉ ่าน า้กระจายอยู่ทั่วผล แผลฉ ่ าน า้
ดงักลา่วมีทัง้ขนาดเล็กและขนาดใหญ่ มีลกัษณะเป็นแผล
ยบุตวั ผลที่แสดงอาการรุนแรงแผลจะมีสดี าและเน่าทัง้ผล 
(ภาพที่ 1) 

1.2 การตรวจหาเชือ้แบคทีเรียสาเหตุโรค
ผลเน่าของเมลอน 

การตรวจหาเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรคผลเน่าของ
เมลอน ทัง้หมด 22 ตวัอย่าง แบ่งเป็น เมลอน 17 ตวัอย่าง    
. 

 
 
 
 
 
 
 

และแคนตาลูป 5 ตัวอย่าง ด้วยชุดตรวจ Aac detection 
kit พบวา่ ผลที่อยูร่ะยะใกล้เก็บเก่ียวเป็นโรคผลเน่าจ านวน 
4 ตวัอย่าง แบ่งเป็นเมลอน จ านวน 3 ตวัอย่าง (ภาพที่ 1A-
C) และแคนตาลูป จ านวน 1 ตัวอย่าง (ภาพที่ 1D) โดย  
ทุกตัวอย่างเก็บมาจากแปลงเมลอนในต าบลบ้านเรือน 
อ าเภอป่าซาง จังหวัดล าพูน ซึ่งจากผลการส ารวจ และ
ตรวจหาเชือ้สาเหตุโรคผลเน่า มีความคล้ายคลึงกับการ
รายงานของ ปิยรัตน์ และคณะ (2553) ซึ่งได้ส ารวจโรคผล
เน่าในพื น้ที่ปลูกเมลอน อ าเภออรัญประเทศ จังหวัด
สระแก้ว พบการเกิดโรคผลเน่าระบาดในระยะผลแก่ของ 
เมลอนที่ใกล้เก็บเก่ียว โดยพบตวัอย่างที่เป็นโรคผลเน่าคิด
เป็นร้อยละ 10 จากตัวอย่างที่เก็บทัง้หมด อาการโรคผล
เน่าที่พบมีแผลเป็นจุดฉ ่าน า้สีเขียวคล า้ และมีอาการ
ลกุลามทัว่ทัง้ผล 

1.3 การแยกเชือ้แบคทีเรียสาเหตุโรคผลเน่า 
น าตัวอย่างผลที่ตรวจพบเชือ้สาเหตุในข้อ 1.2 

มาแยกเชือ้บนอาหารดดัแปลง modified Tween medium 
บ่มไว้ที่อุณหภูมิ  25-28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน 
สามารถแยกเชือ้ได้ทัง้หมด 4 ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท 
MRFP4 (MRFP คือ แยกเชือ้จากเมลอนในระยะผลแก่จาก
อ าเภอป่าซาง และตามด้วยตวัเลขที่แสดงถึงล าดบัในการ
แยกเชือ้), CRFP4 (CRFP คือ แยกเชือ้จากแคนตาลูปใน
ระยะผลแก่จากอ าเภอป่าซาง และตามด้วยตวัเลขที่แสดง
ถึงล าดับในการแยกเชือ้), MRFP1 และ MRFP2 ซึ่งทัง้ 4 
ไอโซเลท เก็บตัวอย่างมาจากต าบลบ้านเรือน อ าเภอ               
ป่าซาง จังหวัดล าพูน โดยเชือ้ที่พบบนอาหารมีลกัษณะ
โคโลนี รูปร่างกลม (round) จนถึง รูปไข่  (oval) สี เทา 
(grayish) ผิวหน้าเรียบ (flat) และรอบโคโลนีมีบริเวณที่
เกิดผลึก (crystallized zone) รอบโคโลนี  (ภาพที่ 2) ซึ่ง
ตรงกับลักษณะของเชือ้ A. citrulli ที่มีการรายงานโดย          
. 

 
 
 
 
 
 
 

Figure 1. Symptoms of bacterial fruit blotch on melon and cantaloupe under field condition, various blotch 
lesions on melon fruits (A-C) and on cantaloupe fruit (D) 
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Popovic and Ivanovic (2015) นอกจากนี เ้มื่อน าโคโลนี
ของเชือ้แบคทีเรียที่แยกได้ดังกล่าวมาเพื่อยืนยัน โดยใช้
ชุดตรวจ Aac detection kit พบว่า ทัง้ 4 ไอโซเลท เป็นเชือ้
แบคทีเรีย A. citrulli 
 
2. การทดสอบความสามารถในการเกิดโรคของ
เชือ้แบคทีเรียสาเหตุโรคผลเน่า 

การทดสอบความสามารถในการเกิดโรคของเชือ้
แบคทีเรียสาเหตโุรคผลเน่าทัง้ 4 ไอโซเลท บนต้นกล้าเมลอน
อายุ 7 วัน พบว่า ใบเลีย้งเมลอนมีจุดฉ ่าน า้ขนาดเล็ก 
จากนัน้แผลจะลุกลามขยายวงกว้างเกิดเป็นจุดฉ ่าน า้
ขนาดใหญ่ และท าให้ต้นกล้าตาย ภายใน 12 วนั หลงัการ
ปลูกเชือ้ ซึ่งผลการทดสอบสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Burdman and Walcott (2012) ที่พบว่า เชือ้แบคทีเรีย 
A. citrulli สาเหตโุรคผลเน่าสามารถท าให้เกิดอาการฉ ่า
น า้บนใบเลีย้งของต้นกล้าเมลอน และท าให้ต้นกล้าตาย 
ภายใน 10 วนั หลงัการปลูกเชือ้ ซึ่งจากการทดสอบเชือ้
แบคที เรียสาเหตุโรคทั ง้ 4 ไอโซเลท พบว่าไอโซเลท 
MRFP2 ท าให้เกิดโรคได้มากที่สุดในระดับ 4 (เกิดการ
ตายของพืชทัง้ต้น) รองลงมาคือ MRFP4 เกิดโรคใน
ระดับ 3 (ใบเลีย้งหรือใบจริงตาย), CRFP4 เกิดโรคใน
ระดบั 2 (มีอาการจุดฉ ่าน า้ขนาดใหญ่บนใบเลีย้ง) และ 
MRFP1 เกิดโรคในระดับ 1 (อาการเป็นจุดฉ ่าน า้ขอบ
แผลมีสีเหลืองบนใบเลีย้ง) ภายใน 8 วนั หลงัการปลูก              
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เชือ้ (ภาพที่ 3) จากผลการทดสอบความสามารถในการ
เกิดโรคดงักลา่วนี ้เห็นได้ว่าไอโซเลท MRFP2 ท าให้เกิด
โรคในระดับที่รุนแรงมากที่สุด จึงน าไอโซเลท MRFP2 
ไปใช้ในการทดสอบตอ่ไป 

 
3. การแยกไรโซแบคทีเรียจากดินบริเวณรอบราก 
เมลอน 

การแยกไรโซแบคทีเรียจากดินบริเวณรอบราก
ของต้นเมลอน สามารถแยกได้ทัง้หมด 149 ไอโซเลท โดย 
141 ไอโซเลท แยกได้จากต าบลบ้านเรือน อ าเภอป่าซาง 
จังหวัดล าพูน ได้แก่ ไอโซเลท S1-S141 และ 8 ไอโซเลท 
จากศนูย์วิจยั สาธิตและฝึกอบรมการเกษตรแมเ่หียะ คณะ
เกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ได้แก่ ไอโซเลท 
S142-S149 

 
4. ก ารคั ด เลื อก ไรโซแบคที เรี ยปฏิ ปั ก ษ์ ใน
ห้องปฏิบัติการ  

การคัดเลือกไรโซแบคที เรียปฏิปักษ์ ด้วยวิ ธี 
paper disc diffusion พบไรโซแบคทีเรียปฏิปักษ์จ านวน 4 
ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท S93, S97, S125 และ S126 ซึ่ง
แยกมาจากดินในต าบลบ้านเรือน อ าเภอป่าซาง จังหวัด
ล าพูน ทัง้ 4 ไอโซเลท (ภาพที่  4) โดย ไอโซเลท S125 
แสดงผลการยบัยัง้มากที่สดุ ซึ่งมี inhibition zone เท่ากับ 
1.74 เซนติเมตร รองลองมา ได้แก่  ไอโซเลท S93, S97          
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2. Colonies of pathogenic bacteria, Acidovorax citrulli, on modified Tween medium at 25-28 °C for 12 days 
Control MRFP2 

MRFP1 CRFP4 MRFP4 

Figure 3. Pathogenicity test of Acidovorax citrulli 4 isolates on melon seedlings. Symptom on leaves 8 
days after inoculation 
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และ S126 สามารถยับยั ง้ได้  1.44, 1.36 และ 0.86 

เซนติเมตร ตามล าดับ ซึ่ง inhibition zone ที่พบ มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ท่ีระดับความ
เช่ือมัน่ร้อยละ 95 เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่พบ
บริเวณยับยัง้เกิดขึ น้  (ตารางที่  1) การคัดเลือกเชื อ้
แบคทีเรียปฏิปักษ์จากดินด้วยวิธี paper disc diffusion 
ในการยบัยัง้เชือ้สาเหตโุรคพืช Trivedi et al. (2008) ได้ใช้
วิธี paper disc diffusion เช่นเดียวกันในการคดัเลือกเชือ้
แบคทีเรีย Pseudomonas corrugate ที่แยกจากดิน และ
สามารถยับยัง้การเจริญของเชือ้รา Alternaria alternata 
และ Fusarium oxysporum โดยท าให้ เกิ ดลักษณ ะ 
inhibition zone บนอาหารทดสอบ 

 
5. การทดสอบประสิทธิภาพของไรโซแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ในโรงเรือน 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพของไรโซแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ ไอโซเลท MRFP2 ในโรงเรือนทดสอบ โดยการพ่น
ลงบนต้นกล้าเมลอนอายุ 7 วนั พบว่า ในกรรมวิธีที่ 1 พบ
อาการจุดฉ ่าน า้สีน า้ตาล ขอบแผลมีสีเหลือง และเนือ้เยื่อ
ตายบนใบเลีย้งของต้นกล้าเมลอนในวนัท่ี 8 (ภาพที่ 5A) 
พบอาการดงักล่าวในทุกต้นท่ีทดสอบ คิดเป็นร้อยละการ
เกิดโรคเท่ากับ 100 แต่มีความรุนแรงของโรคเป็นร้อยละ 
36.66 และคิดเป็นร้อยละของการยบัยัง้การเกิดโรคเท่ากบั 
63.33 (ตารางที่ 2) กรรมวิธีที่ 2 พบอาการจุดฉ ่าน า้ขอบ
แผลมีสีเหลืองบนใบเลีย้งในวันที่ 8 (ภาพที่ 5B) โดยคิด
เป็นร้อยละการเกิดโรคเทา่กบั 86.67 แตม่ีความรุนแรงของ
โรคร้อยละ 30.00 และคิดเป็นร้อยละของการยับยัง้การ
เกิดโรคเทา่กบั 70.00 (ตารางที่ 2) กรรมวิธีที่ 3 พบอาการ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

บนใบเลีย้งและใบจริงมีลกัษณะฉ ่าน า้ ต่อมาเกิดเนือ้เยื่อ
ตาย ล าต้นมีสีน า้ตาล และหกัพบัลง และต้นกล้าตายใน
ที่สดุ ในวนัที่ 8 (ภาพที่ 5C) โดยคิดเป็นร้อยละการเกิดโรค
เท่ากับ 100 ความรุนแรงของโรคเท่ากับร้อยละ 100 ส่วน
กรรมวิธีที่ 4 และ 5 พบวา่ต้นเมลอนไม่แสดงความผิดปกติ 
(ภาพท่ี 5D และ 5E) เช่นเดียวกบักรรมวิธีที่ 6 ชุดควบคุม 
(น า้กลัน่) ไม่พบความผิดปกติบนต้นกล้าเมลอน (ภาพที่ 
5F) จากการทดลองพบว่าการพ่นไรโซแบคทีเรียปฏิปักษ์
ทัง้ 2 ไอโซเลท เป็นเวลา 2 วนั ก่อนการปลกูเชือ้ สามารถ
ควบคุมโรคได้ดีกว่าการใช้เชือ้ปฏิปักษ์หลงัจากการปลูก
เชือ้สาเหตุโรค ซึ่งการใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์ควบคุมโรค
ก่อนมีเชือ้สาเหตุเข้าท าลาย กุศล และพิศาล (2556) ได้
ทดลองพ่นชีวภัณฑ์ B. subtillis B076 ก่อนการปลูกเชือ้
สาเหตโุรคผลเน่าในแคนตาลปู พบว่า ลดการเกิดโรคได้มี
ประสิทธิภาพมากกว่าการพ่นหลงัการปลกูเชือ้สาเหตุโรค
ผลเนา่ 
 
6. การจัดจ าแนกของไรโซแบคทีเรียปฏิปักษ์ 

6.1 การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา
เบือ้งต้น 

การศึกษาลกัษณะสณัฐานวิทยาเบือ้งต้นของ         
ไรโซแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท S125 และ S93 การเจริญ
ของไอโซเลท S125 บนอาหาร NA พบว่า โคโลนีมีรูปร่าง
กลม (circular) สีครีม (cream) ขอบเรียบ (entire) ผิวหน้า
เรียบ (smooth) และมันเงา (shiny) มีการยกตัวโค้งนูน
จากผิวหน้าอาหาร (convex) (ภาพที่ 6A) ยืนยนัผลอีกครัง้
ด้วยการน ามาตรวจสอบแกรมเบือ้งต้นด้วย 3% KOH พบว่า 
มีลกัษณะเป็นสายเหนียวติดกบัหว่งถ่ายเชือ้ แสดงวา่ 

Isolate S93 

Isolate S126 Isolate S97 

Isolate S125 

Control 

Figure 4. The efficacy of 4 isolates of rhizobacteria against Acidovorax citrulli on KB medium at 25-28 
C° for 3 days (  : inhibition zone) 

เกิดโรคเท่ากบั 70.00 (ตารางที่ 2) กรรมวิธีที่ 3 พบอาการ           
. 

มีลักษณะเป็นสายเหนียวติดกับห่วงถ่ายเชือ้ แสดงว่า           
. 
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Table 1. In vitro antagonistic activity of four rhizobacteria against Acidovorax citrulli 
Rhizobacteria isolates  Inhibition zone (cm) 

S93 1.44b1 
S97 1.36b 
S125 1.74a 
S126 0.86c 

Control 0.00d 
CV (%) 14.46 

1  Means within a column followed by the same letter are not significantly different at P=0.05 

C 

D E F 

B 
A A 

Figure 5. Effect of 2 antagonistic rhizobacteria to control Acidovorax citrulli on melon seedling by foliar spray 
method. T1: spray with isolate S93 for two days then followed by A. citrulli (A) , T2: spray with 
isolate S125 for two days then followed by A. citrulli (B), T3: spray with A. citrulli (C), T4: spray with 
isolate S93 (D) , T5: spray with isolate S125 (E)  and T6: spray with distilled water (F)  under 
greenhouse at 28-30 °C, 8 days after A. citrulli inoculation 

Table 2. Efficacy of 2 antagonistic rhizobacteria to control Acidovorax citrulli under greenhouse condition 

Treatments 
Disease incidence 

(%) 
Disease severity  

(%) 
Control efficacy  

(%) 
T1: spray isolate S93 two days before 

A. citrulli inoculation 
T2: spray isolate S125 two days before 

A. citrulli inoculation 
T3: spray with A. citrulli only 
T4: spray with isolate S93 only 
T5: spray with isolate S125 only 
T6: spray with distilled water (control) 

100.00a1 
 

86.67b 
 

100.00a 
0.00c 
0.00c 
0.00c 

36.66 b 
 

30.00b 
 

100.00a 
0.00c 
0.00c 
0.00c 

63.33a 
 

70.00a 
 

0.00b 
- 
- 

- 
CV (%) 30.07 36.92 32.63 

1 Means within a column followed by the same letter are not significantly different at P=0.05 
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เป็นแบคทีเรียแกรมลบ และเมื่อน ามาย้อมแกรมเพื่อ
ยืนยนัผล พบว่าเซลล์ติดสแีดง (แบคทีเรียแกรมลบ) และมี
รูปร่างเป็นแท่ง (rod) (ภาพที่  6B) และลักษณะของ          
ไอโซเลท S93 บนอาหาร NA พบว่า โคโลนีมี รูปร่างไม่
แน่นอน (irregular) สีครีม (cream) ทึบแสง (opaque) 
ขอบหยัก (undulate) ผิวหน้าย่น (wrinkled) มีการยกตัว
สูงขึน้จากผิวหน้าอาหารเล็กน้อย (raised) (ภาพที่ 6C) 
เมื่อน ามาทดสอบแกรมเบือ้งต้นด้วย 3% KOH พบว่าไม่มี
ลกัษณะเป็นสายเหนียวติดกับห่วงถ่ายเชือ้ แสดงว่าเป็น
แบคทีเรียแกรมบวก และยืนยันผลอีกครัง้ด้วยการน ามา
ย้อมแกรม พบว่าเซลล์ติดสีม่วง (แบคทีเรียแกรมบวก) 
และมีรูปร่างเป็นแทง่ (rod) (ภาพที่ 6D) ซึง่วิธีจดัจ าแนกไร
โซแบคทีเรียปฏิปักษ์ โดยตรวจสอบลกัษณะสณัฐานวิทยา
เบือ้งต้นดังกล่าวนี ้Pandey et al. (2006) ได้น ามาใช้จัด
จ าแนกชนิดของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ Pseudomonas 
putida (B0) ที่แยกมาจากดินเช่นเดียวกนั 

6.2 การจั ดจ าแนก โดยลั กษณ ะทาง
พันธุกรรม (genetic material) 

การตรวจสอบดี เอ็น เอของไรโซแบคที เรีย
ปฏิปักษ์ไอโซเลท S125 และ S93 ในบริเวณ 16S rDNA 
gene เมื่อน าล าดบันิวคลโีอไทด์ที่ได้มาเปรียบเทียบความ
เหมือน (sequence alignment) ในฐานข้อมูลของ NCBI 
ด้วยโปรแกรม BLAST พบว่า ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ          
ไอโซเลท S125 มีขนาด 910 bp ซึ่งมีความเหมือนกับเชือ้
แบคทีเรีย Pseudomonas monteilii มากถึงร้อยละ 100 
สว่นไอโซเลท S93 มีขนาด 707 bp และมีความเหมือนกบั
เชื ้อแบคที เรี ย  Bacillus subtilis ม ากถึ ง ร้ อยละ  99           
มีรายงานการศึกษาที่พบว่าเชื อ้แบคทีเรียทัง้ 2 ชนิด 
สามารถน ามาใช้ในการควบคุมโรคพืชได้ เช่น Kejela             
et al. (2017) คดัเลือกเชือ้แบคทีเรีย P. monteilii ที่แยกได้
จากดินบริเวณรอบรากของต้นกาแฟ เพื่อใช้ในการควบคมุ 

 
 
 
 
 
 
 

การเจริญของเชื อ้รา Colletotrichum gloeosporioides 
และ Fusarium oxysporum ที่ เข้าท าลายกาแฟได้ และ 
Rakh et al. (2011) คัดเลือกเชือ้แบคทีเรีย P. monteilii ที่
แยกได้จากดินบริเวณรอบรากของพืชวงศ์ถัว่ และพบว่ามี
ประสทิธิภาพในการยบัยัง้การเจริญของเชือ้รา Sclerotium 
rolfsii สาเหตุของโรคล าต้นเน่าของถั่วลิสง นอกจากนี ้
กุศล และพิศาล (2556) ได้ศึกษาประสิทธิภาพการเป็น
ปฏิปักษ์ของเชือ้แบคทีเรีย B. subtilis B076 ที่แยกจาก
รากของต้นถั่วเขียว และสามารถยับยัง้เชือ้แบคทีเรีย               
A. citrulli ที่เป็นสาเหตุของโรคผลเน่าของแคนตาลูปได้ 
และ Medeiros et al. (2009) ทดสอบการใช้เชือ้แบคทีเรีย 
Bacillus sp. ในการควบคมุเชือ้แบคทีเรีย A. citrulli พบว่า 
สามารถลดการเกิดโรคที่ติดมากบัเมลด็แตงโม ท าให้ระยะ
ฟักตวัของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรคยาวขึน้ จึงท าให้อาการ
ของโรคเกิดได้ช้าลง 

 
สรุป 

 
การส ารวจโรคผลเนา่ในแปลงเมลอนและแคนตา

ลปูสามารถเก็บตัวอย่างได้ทัง้หมด 22 ตัวอย่าง พบว่ามี
เพียง ตวัอย่างเมลอน 4 ตวัอย่าง ที่ตรวจพบเชือ้แบคทีเรีย 
A. citrulli สาเหตโุรค เมื่อทดสอบความสามารถในการเกิด
โรคบนต้นกล้าเมลอน พบว่าเชือ้สาเหตุทัง้ 4 ไอโซเลท 
สามารถท าให้ เกิ ด โรคได้  โดยไอโซเลท  MRFP2 มี
ความสามารถท าให้เกิดโรคได้รุนแรงมากที่สุด การแยก
เชือ้ไรโซแบคทีเรียจากดินบริเวณรอบรากของต้นเมลอนท่ี
แข็งแรงสมบูรณ์ไม่เป็นโรค สามารถแยกเชือ้ได้ทัง้หมด 
149 ไอโซเลท และพบว่า มีจ านวน 2 ไอโซเลท ที่สามารถ
ยบัยัง้การเจริญของเชือ้สาเหตุได้สูงที่สุดได้แก่ ไอโซเลท 
S125 และไอโซเลท S93 เมื่ อน าทั ง้สองไอโซเลท มา
ทดสอบการควบคุมโรคภายในโรงเรือนทดลอง พบว่า        

B C D A 

Figure 6. Morphological characteristics of 2 rhizobacteria. Colony of isolate S125 on NA at 5 days (A), 
gram negative of isolate S125 (B) , colony of isolate S93 on NA at 5 days (C)  and gram 
positive of isolate S93 (D) 
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ไอโซเลท S125 สามารถยบัยัง้การเกิดโรคได้ร้อยละ 70.00 
และไอโซเลท S93 สามารถยับยัง้การเกิดโรคได้ร้อยละ 
63.33 เมื่อจดัจ าแนกชนิดของไรโซแบคทีเรียปฏิปักษ์ โดย
อาศยัล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA gene พบว่า 
ไอโซเลท S125 มีความเหมือนกบัเชือ้แบคทีเรีย P. monteilii 
และไอโซเลท S93 มีความเหมือนกับเชื อ้แบคที เรีย               
B. subtilis 
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