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บทคัดย่อ 
โรคแง่งเน่าท่ีมีสาเหตุมาจากราก่อโรคส่งผลเสียต่อผลผลิตของขิง การใช้จุลินทรีย์เพื่อป้องกันและควบคุมโรคน้ีเป็นวิธีท่ีน่าสนใจ

และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อแยกราสาเหตุโรคแง่งเน่าในขิง และเพื่อคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพใน
การยับยั้งราท่ีก่อโรครุนแรงท่ีสุดจากราท่ีแยกได้ ในการศึกษาน้ีแยกราสาเหตุโรคแง่งเน่าจากชิ้นส่วนของขิงท่ีเป็นโรคได้ 5 ไอโซเลต คือ 
ZP1, ZP2, ZP3, ZP4 และ ZP5 จากการทดสอบการก่อโรคในขิง พบว่าไอโซเลตท่ีก่อโรคได้รุนแรงท่ีสุด คือ ไอโซเลต ZP4           
เมื่อใช้วิธีการทางสัณฐานวิทยาและทางอณูพันธุศาสตร์สามารถจัดจำแนกราไอโซเลต ZP4 ได้เป็น Pythium aphanidermatum            
จากการคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปักษ์จากดินรอบ ๆ ต้นขิง พบว่าจากแบคทีเรียจำนวน 78 ไอโซเลตท่ีคัดแยกมา มีเพียง 11 ไอโซเลตท่ี
ยับยั้ ง P. aphanidermatum ZP4 ด้วยวิธี  dual culture technique โดยมี  5 ไอโซเลตท่ีผลิตแบคเทอริ โอ ซินในการยับยั้ ง             
P. aphanidermatum ZP4 แบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีมีความสามารถในการยับยั้งราก่อโรค P. aphanidermatum ZP4 ได้สูงท่ีสุด คือ    
ไอโซเลต CP-8f และ CP-13e ซ่ึงสามารถจัดจำแนกด้วยวิธี 16S rDNA sequence analysis ได้เป็น Bacillus velezensis และ 
Bacillus subtilis ตามลำดับ นอกจากน้ียังพบว่าแบคทีเรียท้ังสองไอโซเลตน้ีผลิตเอนไซม์ โปรติเอส แอลฟาอะไมเลส เซลลูเลส และ     
เพคติเนส การศึกษาน้ีบ่งชี้ว่า Bacillus velezensis CP-8f และ Bacillus subtilis CP-13e มีศักยภาพท่ีจะใช้เป็นตัวควบคุมทาง
ชีวภาพท่ีปลอดภัย และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมในการควบคุมราสาเหตุโรคแง่งเน่าในขิง  
 

คำสำคัญ: แบคทีเรียปฏิปักษ์  ราก่อโรค  ขิง  โรคแง่งเน่า 
 

Abstract 
Rhizome rot caused by pathogenic fungi adversely affects ginger yield. The use of biocontrol 

microorganisms to prevent and control this disease is an interesting and environment-friendly method. This 
research aimed to isolate pathogenic fungi causing rhizome rot in ginger and to screen bacteria capable of 
inhibiting the most virulent pathogenic fungus from the isolated fungi. In this study, 5 isolates of rhizome rot 
causing fungi, ZP1 , ZP2 , ZP3 , ZP4  and ZP5 , were isolated from the diseased parts of ginger. From the 
pathogenicity test in ginger, it was found that the most virulent pathogenic fungus was the isolate ZP4. By using 
morphological and molecular methods, the fungus isolate ZP4 was identified as Pythium aphanidermatum. From 
the screening of antagonistic bacteria from soil surrounding ginger plants, it was found that out of 78 selected 
bacterial isolates, only 11 isolates showed antifungal activity against P. aphanidermatum ZP4 by the dual culture 
technique among which 5 isolates produced bacteriocin to inhibit P. aphanidermatum ZP4. The antagonistic 
bacteria exhibited the highest activity against the fungal pathogen P. aphanidermatum ZP4 were the isolates     
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CP-8f and CP-13e which were identified by 16S rDNA sequence analysis as Bacillus velezensis and Bacillus subtilis, 
respectively. Furthermore, both of them were found to produce proteinase, α-amylase, cellulase and pectinase. 
These findings indicated that Bacillus velezensis CP-8f and Bacillus subtilis CP-13e had potential to be safe and 
environment-friendly biological control agents against rhizome rot causing fungi.  
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1. บทนำ  

ขิง (Zingiber officinale Rosc.) เป็นพืชล้มลุก อยู่ใน
ตระกูล Zingiberaceae เป็นพืชทางการค้าท่ีสำคัญในประเทศ
เขตร้อนและกึ่ งเขตร้อน เหง้าหรือลำต้นใต้ดินของขิงถูก
นำไปใช้เป็นเครื่องเทศในการปรุงอาหารที่ได้รับความนิยมและ
ใช้กันท่ัวโลก นอกจากน้ียังมีการนำขิงไปประยุกต์ใช้ในทาง
การแพทย์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในยาแผนโบราณ โดยมีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพหลายอย่าง เช่น ลดการอักเสบ ต้านอนุมูลอิสระ รักษา
อาการคลื่นไสอาเจียน และรักษาโรคกระเพาะและลําไส้
แปรปรวน อีกท้ังยังมีรายงานการวิจัยท่ีพบว่าขิงมีผลต่อการลด
ระดับน้ำตาลในเลือด ลดความดันโลหิต และต้านการอักเสบ [1] 
โดยประเทศอินเดียเป็นผู้ผลิตและส่งออกขิงรายใหญ่ท่ีสุดของ
โลก รองลงมาคือ จีน ไนจีเรีย อินโดนีเซีย บังคลาเทศ และไทย 
[2] ในประเทศไทยมีผลผลิตรวมต่อปีประมาณ 4,860 ตัน [3]  

โรคแง่งเน่า (Rhizome rot หรือ soft rot) เป็นโรคท่ี
ทำลายผลผลิตของขิงมากท่ีสุด โดยมีสาเหตุมาจากราในกลุ่ม 
Pythium spp. [2], [4] และ Fusarium spp. รวมถึงแบคทีเรีย
ในกลุ่ม Ralstonia spp. [5], [6] โดย Pythium spp. เป็นรา
ท่ีพบท่ัวไปในน้ำและดิน ท้ังน้ีมีรายงานว่าสายพันธุ์ท่ีก่อโรค
รุนแรงทำให้เกิดโรคแง่งเน่าในขิง ได้แก่  สายพันธุ์ Pythium 
myriotylum [2], Pythium arrhenomanes, Pythium 
irregulare, Pythium iwayamai, Pythium splendens, 
Pythium ultimum [7] และ Pythium aphanidermatum 
[8], [9] โดยราน้ีจะแพร่กระจายไปยังเหง้า และอาจทำให้
เน้ือเยื่อภายในถูกทำลาย บริเวณหน่อท่ีแตกออกมาใหม่จะมี
ลักษณะช้ำฉ่ำน้ำ ซ่ึงต่อมาจะเน่าเปื่อยหักหลุดออกมาจากแง่ง
โดยง่าย ส่วนอาการทางใบมักจะเริ่มท่ีใบแก่ท่ีอยู่ตอนล่าง ๆ 
โดยใบจะเหี่ยวลู่ลง ต่อมาจะม้วนเป็นหลอดและเหลือง จากนั้น
อาการจะค่อย ๆ ลามจากล่างสูงขึ้นไปยังส่วนบน ในท่ีสุดใบจะ
ม้วนและเหลืองแห้งทั้งต้น [6] 

การจัดการในการเพาะปลูกขิงโดยเฉพาะการกำจัด
และยับยั้งราสาเหตุโรคแง่งเน่าในกลุ่ม Pythium spp. จึงมี
ความสำคัญเป็นอย่างยิ่ง ถึงแม้ว่าการใช้สารเคมีในการกำจัดรา
ก่อโรคจะได้ผลดี แต่ข้อเสียคือผลกระทบท่ีมีต่อสิ่งแวดล้อม 

เนื่องจากสารเคมีท่ีใช้น้ันตกค้างในดินได้เป็นเวลานาน [4] จึง
จำเป็นตอ้งหาทางเลือกอื่นมาใช้ยับยั้งราก่อโรคเหล่าน้ีแทนการ
ใช้สารเคมี ซ่ึงแนวทางท่ีได้รับความสนใจวิธีหน่ึงคือการใช้
สารชีวภาพท่ีผลิตมาจากจุลินทรีย์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งสายพันธุ์
ท่ีมีศักยภาพ เช่น แบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus spp. [10] มี
งานวิจัยท่ีทำการศึกษาการใช้แบคทีเรียเพื่อป้องกันโรคจากรา
ในระหว่างการเพาะปลูกพืชและส่งเสริมการเจริญของพืช โดย
แบคทีเรียกลุ่มท่ีมีการศึกษาถึงประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อ
โรคคือแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus spp. ตัวอย่างจากงาน   
วิจัยของ Myo et al. [11] ท่ีทำการตรวจสอบการใช้ Bacillus 
velezensis NKG-2 เพื่อควบคุมโรคท่ีเกิดจากรา Fusarium 
oxysporum, Fusarium graminearum, Botrytis cinerea, 
Alternaria alternata, Fulvia fulva และ Ustilaginoidea 
virens ซ่ึงแบคทีเรียสายพันธุ์น้ีสร้างเอนไซม์และสารอินทรีย์
ระเหยง่าย (Volatile organic compounds) ท่ีสามารถยับยั้ง
ราก่อโรคพืชได้ และงานวิจัยของ Goswami and Syiem [9] ซ่ึง
ศึกษา Bacillus altitudinis ท่ีแยกจากตัวอย่างดินเพื่อใช้ยับยั้ง 
P. aphanidermatum สาเหตุโรคแง่งเน่าในขิง โดยแบคทีเรีย
ดังกล่าวสามารถผลิตสารเซอแฟกติน (Surfactin) เพื่อยับยั้ง
การเจริญของเส้นใยราก่อโรค นอกจากน้ียังมีรายงานวิจัยท่ี
แสดงให้ เห็นว่าแบคทีเรียปฏิปักษ์  (Antagonistic bacteria) 
สามารถยับยั้งและทำลายราก่อโรคได้ โดยอาศัยเอนไซม์ท่ี
สามารถย่อยสลายเส้นใยของรา เช่น ไคติเนส (Chitinase) 
เบต้ากลูแคนเนส (ß-Glucanase) เซลลูเลส (Cellulase) และ
แอลฟาอะไมเลส (α-Amylase) [11] ดังนั้นการตรวจสอบการ
สร้างสารต้านรา และการสร้างเอนไซม์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์
จึงมีความสำคัญ เพื่อใช้ประกอบการอภิปรายประสิทธิภาพ
ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการยับยั้งราก่อโรค ในงานวิจัยน้ีมี
วัตถุประสงค์เพื่อแยกราสาเหตุโรคแง่งเน่าจากกอขิงท่ีมีอาการ
ของโรค และแยกแบคทีเรียจากตัวอย่างดินรอบ ๆ กอขิง เพื่อ
ตรวจสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งราในระดับห้องปฏิบัติการ 
และความสามารถในการสร้างเอนไซม์ เพื่อคัดเลือกแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ท่ีเหมาะสมในการเป็นแบคทีเรียทางเลือกเพื่อพัฒนา
ไปใช้ยับยั้งราก่อโรคแง่งเน่าในระดับแปลงปลูกต่อไป  
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2. วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการวิจัย  
2.1. การแยกราสาเหตุโรคแง่งเน่าในขิง การพิสูจน์โรค 

และการจำแนกชนิด 
แยกราโดยวิธี Tissue transplant โดยนำส่วนของขิง

ท่ีเป็นโรคมาตัดเป็นชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 0.5 x 0.5 มิลลิเมตร 
แล้วนำแช่ในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ (NaOCl) ความ
เข้มข้นร้อยละ 10 เป็นเวลา 5 นาที จากน้ันล้างด้วยน้ำกลั่น
ปลอดเชื้อ 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที แล้วนำไปวางบนอาหาร 
Potato dextrose agar (PDA; Himedia, India) และบ่ ม ท่ี
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน แยกราให้บริสุทธิ์ 
[12] โดยการนำไปเลี้ยงลงบนอาหาร PDA ใหม่ และในอาหาร 
PDA slant บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน 
เพื่อเป็น stock culture เก็บไว้ศึกษาต่อไป 

การพิสูจน์โรคทำตามวิธีของ Tran et al. [13] โดย
เริ่มจากการเตรียมราก่อโรคโดยเลี้ยงบน PDA slant จากน้ัน
เติมน้ำกลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงบนอาหารเลี้ยง
เชื้อและขูดผิวหน้าอาหารเพื่อเตรียมสปอร์แขวนลอย (Spore 
suspension) นับสปอร์ราด้วย Haemacytometer ภายใต้
กล้องจุลทรรศน์  (CX22, Olympus, Tokyo, Japan) การ
เตรียมขิงสำหรับการทดสอบทำโดยนำขิงที่ปราศจากโรคมาฆ่า
เชื้อด้วยการแช่ในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท์ (NaOCl) 
ความเข้มข้นร้อยละ 10 เป็นเวลา 5 นาที จากน้ันล้างด้วยน้ำ
กลั่นปลอดเชื้อ 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที แล้วใช้มีดปลอดเชื้อกรีด
ให้เป็นรอยแผล จากน้ันดูดสปอร์แขวนลอยของราท่ีต้องการ
ทดสอบ (5 x 104 สปอร์ต่อมิลลิลิตร) ใส่ลงตรงรอยแผลท่ีทำไว้ 
นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน โดย
เตรียมสภาวะในการบ่มให้มีความชื้น จากน้ันนำขิงท่ีมีอาการ
ของโรค มาแยกราท่ีก่อโรคกลับอีกครั้งบนอาหาร PDA แล้ว
นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน เพื่อ
นำไปจำแนกและเก็บราก่อโรคน้ีไว้ศึกษาต่อไป  

การจำแนกชนิดของราทำโดยนำราท่ีต้องการจำแนก
ชนิดไปศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยเพาะเลี้ยงราด้วย
เทคนิค Slide culture บ่มเป็นเวลา 3-5 วัน นำไปศึกษา
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง จากน้ันศึกษาต่อด้วยวิธีทาง
อณูพันธุศาสตร์ (Molecular method) โดยสกัดดีเอ็นเอด้วย
วิธี  Cetyl trimethyl ammonium bromide (CTAB) method 
ทำการตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Agarose gel 
electrophoresis จากน้ันเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS1-
5.8S-ITS2 ด้วยวิธี Polymerase chain reaction (PCR) โดย
ใช้ไพร์เมอร์ (Primer) ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) 

และ ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) [14] วิเคราะห์ 
ลำดับนิวคลีโอไทด์ (Nucleotide sequence) ด้วยโปรแกรม 
BLAST ของ National Center for Biotechnology Information 
(NCBI) แ ละน ำข้ อ มู ล ไปสร้ า ง  Phylogenetic tree ด้ วย
โปรแกรม MEGA 7 [15]   

 
2.2. การคัดแยกแบคทีเรียจากตัวอย่างดิน  
ตัวอย่างที่นำมาแยกแบคทีเรียคือดินบริเวณรอบ ๆ กอ

ขิง โดยนำดินมา 1 กรัม ใส่ลงในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 
(NaCl) ปลอดเชื้อ  ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 ปริมาตร 9 
มิลลิลิตร เพื่อทำการเจือจางก่อนนำไปแยกเชื้อด้วยวิธี Plate 
count technique บนอาหาร Nutrient agar (NA) บ่ ม ท่ี
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากน้ันเลือก
โคโลนี (Colony) ของแบคทีเรียท่ีมีลักษณะแตกต่างกันนำไป
ทำให้เชื้อบริสุทธิ์ด้วยวิธี Cross streak บนอาหาร NA และ
เก็บในกลีเซอรอล (Glycerol) ความเข้มข้นร้อยละ 20 ก่อน
เก็บท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อรอการทดสอบการ
ยับยั้งราสาเหตุโรคแง่งเน่าในขิงต่อไป   
 

2.3. การคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีศักยภาพใน
การยับยั้งราสาเหตุโรคแง่งเน่าในขิง 

การทดลองน้ีเป็นขั้นตอนเบื้องต้นของการคัดเลือก
แบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีมีศักยภาพในการยับยั้งราสาเหตุโรคแง่ง
เน่าในขิงจากแบคทีเรียท่ีแยกได้ โดยใช้วิธี Dual culture 
technique การเตรียมราก่อโรคทำโดยเลี้ยงราก่อโรคบน
อาหาร PDA บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน 
ส่วนการเตรียมแบคทีเรียทำโดยเลี้ยงแบคทีเรียบนอาหาร NA 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้ว
นำมาทดสอบความสามารถในการยับยั้งราก่อโรคด้วยวิธี Dual 
culture technique [12] ซ่ึงทำโดยใช้ ท่ีเจาะ (Cork borer) 
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร เจาะวุ้นบริเวณปลาย
เส้นใยของราท่ีเจริญบนอาหาร PDA นำมาวางบนอาหาร PDA 
ใหม่ โดยวางให้ห่างจากขอบของจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 
เซนติเมตร จากน้ันใช้ลูป (Loop) ปลอดเชื้อเขี่ยเชื้อแบคทีเรีย
ท่ีต้องการทดสอบมาขีดเป็นเส้นตรงด้านตรงข้ามกับชิ้นราท่ีวาง
ไว้ก่อน โดยวางห่างจากขอบจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 เซนติเมตร 
โดยชุดการทดลองควบคุม (Control) ให้เลี้ยงราบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ PDA โดยไม่ต้องการเลี้ยงแบคทีเรียร่วมด้วย หลังจาก
บ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน ตรวจผลโดย
วัดขนาดของรัศมีของโคโลนีราสาเหตุโรคในชุดควบคุม และชุด
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ทดสอบ แล้วนำมาคำนวณหาค่าร้อยละการยับยั้งการเจริญ 
(Percent inhibition of radial growth; PIRG) โดยสูตรคำนวณ
ร้อยละการยับยั้งการเจริญ คือ PIRG = [(R1- R2)/R1×100]  
เมื่อ R1 คือความยาวรัศมีของโคโลนีของราสาเหตุโรคในชุด
ควบคุม (มิลลิเมตร) และ R2 คือความยาวรัศมีของโคโลนีของ
ราสาเหตุโรคในชุดทดสอบ  
 

2.4. การตรวจสอบความสามารถของแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ในการสร้างสารแบคเทอริโอซินเพ่ือยับยั้งราก่อโรค 

การตรวจสอบความสามารถของแบคทีเรียปฏิปักษ์ใน
การสร้างสารแบคเทอริโอซินเพื่อยับยั้งราก่อโรคใช้วิธี Agar 
well diffusion assay ซ่ึงทำโดยนำแบคทีเรียท้ัง 11 ไอโซเลต
ท่ียับยั้งราก่อโรคได้ (จากการทดสอบด้วยวิธี Dual culture 
technique) คือ CP-7c, CP-7d, CP-8b, CP-8e, CP-8f, CP-
11a, CP-11b, CP-11f, CP-13d, CP-13e และ CP-17d มา
เลี้ยงในอาหารเหลว Nutrient broth (NB) แล้วนำไปบ่มเขย่า
เป็นเวลา 48 ชั่ วโมง ด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที ท่ี
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส จากน้ันนำไปปั่นเหวี่ยงด้วย
ความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที (rpm) เป็นเวลา 10 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แล้วนำส่วนใส (Supernatant) มา
ปรับค่า pH ให้เท่ากับ 7 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
ความเข้มข้น 2 นอร์มอล (2 N NaOH) จากน้ันเติมเอนไซม์   
คะตาเลส (Catalase; Sigma-Aldrich, USA) ท่ีความเข้มข้น
สุดท้ายเท่ากับ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วกรองด้วยกระดาษ
กรองท่ีมีขนาดรูพรุน (Pore size) เท่ากับ 0.22 ไมโครเมตร 
(Sartorius, Germany) ในขณะท่ีราก่อโรค เตรียมให้มีความ
เข้มข้นของสปอร์เท่ากับ 5 x 104 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ก่อน
กระจายบนผิ วห น้าอาหาร PDA ด้ วยวิธี  Spread plate 
technique จากน้ันเจาะหลุมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 
มิลลิเมตร แล้วเติมส่วนใสของแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีเตรียมไว้
หลุมละ 70 ไมโครลิตร ในขณะท่ีหลุมควบคุมใช้อาหารเลี้ยงเชื้อ 
NB เติมแทน [2] จากน้ันนำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3-5 วัน วัดเส้นผ่านศูนย์กลางของโซนใสของการยับยั้ง 
(Inhibition zone) ในหน่วยมิลลิเมตร  
 

2.5. การตรวจสอบการสร้างเอนไซม์ของแบคทีเรีย
ปฏิปักษ ์

นำไอ โซเลต  CP-7c, CP-7d, CP-8f, CP-11b และ 
CP-13e ซ่ึงเป็นไอโซเลตท่ีสร้างแบคเทอริโอซินในการยับยั้งรา
ก่อโรคได้ มาศึกษาการผลิตเอนไซม์ต่าง ๆ ได้แก่ โปรติเอส 

(Protease) แ อ ล ฟ า อ ะ ไม เล ส  (α-Amylase) เซ ล ลู เล ส 
(Cellulase) และเพคติเนส (Pectinase) การตรวจสอบการ
สร้างเอนไซม์โปรติเอสใช้อาหาร Skimmed milk agar plate 
ตรวจผลโดยดูจากโซนใสท่ีเกิดขึ้น [16] การตรวจสอบการ
สร้างเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสใช้อาหาร Starch agar plate 
ตรวจผลด้วยสารละลายไอโอดีน [17] การตรวจสอบการสร้าง
เอนไซม์ เซลลู เลสใช้อ าหาร Carboxymethyl cellulose 
(CMC) agar plate ตรวจผลด้วยการล้างด้วยสารละลาย 
Congo red ค วาม เข้ ม ข้ น  0.5 ก รั ม ต่ อ ลิ ต ร  ต าม ด้ ว ย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 1 นอร์มอล (1 N 
NaOH) ต่อมาล้างด้วยกรดอะซิติก (Acetic acid) ความเข้มข้น
ร้อยละ 0.5 และสุดท้ายล้างด้วยน้ำกลั่น จากน้ันสังเกตโซนใส
ท่ีเกิดขึ้น [18] และการตรวจสอบการสร้างเอนไซม์เพคติเนส 
ตรวจผลด้วยสารละลายไอโอดีน (Iodine solution) [19] การ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการสร้างเอนไซม์ของแบคทีเรีย
แต่ละไอโซเลตใช้ค่า Enzymatic index (EI) ซ่ึงคำนวณได้จาก
สูตร  EI = Hydrolysis zone diameter/Colony diameter 
โดย Hydrolysis zone diameter คือ เส้นผ่านศูนย์กลางของ
โซนใสท่ีเกิดจากการย่อยสลายโดยเอนไซม์ (ในหน่วยมิลลิเมตร) 
และ Colony diameter คือ เส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี
ของแบคทีเรีย (ในหน่วยมิลลิเมตร) 
 

2.6. การจำแนกชนิดแบคทีเรีย  
นำแบคทีเรียท่ีต้องการจำแนกชนิดมาจำแนกชนิด

เบื้องต้นด้วยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยใช้เทคนิค
การย้อมแกรม (Gram staining) จากน้ันศึกษาต่อด้วยวิธี    
16S rDNA sequence analysis โดยในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
บริเวณ 16S rDNA ด้วยวิธี PCR ใช้ไพรเมอร์ 20F (5’-GAGTT 
TGATCCTGGCTCAG-3’) และ 1500R (5’-GTTACCTTGTTA 
CGACTT-3’) วิ เคราะห์ ลำดับ นิ วคลี โอ ไทด์  (Nucleotide 
sequence) โดยนำไปเทียบในฐานข้อมูลของ National Center 
for Biotechnology Information (NCBI) และ EzTaxon server 
[20] แล้วนำข้อมูลไปสร้าง Phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม 
MEGA 7 [15] 
 

2.7. การวิเคราะห์ทางสถิติ 
ทุกการทดลองทำ 3 ซ้ำ และวิเคราะห์ความแปรปรวน

แบบทางเดียว (One Way Analysis of Variance: ANOVA) หา
ความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan New Multiple 
Range Test (DMRT) ท่ีความเชื่อมั่นร้อยละ 99 (p < 0.01) 
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3. ผลการวิจัย 
3.1. การแยกราสาเหตุโรคแง่งเน่าในขิง การพิสูจน์โรค 

และการจำแนกชนิด 
เมื่อนำตัวอย่างขิงท่ีเป็นโรคแง่งเน่ามาแยกราท่ีเป็น

สาเหตุโรคแง่งเน่าสามารถแยกราท่ีมีลักษณะแตกต่างกันได้ 5 
ไอ โซ เลต  (Isolate) คื อ  ZP1, ZP2, ZP3, ZP4 แ ละ  ZP5 
จากน้ันนำไปทดสอบการก่อโรคในขิง พบว่าไอโซเลต ZP4 
เป็นไอโซเลตท่ีก่อโรคในขิงรุนแรงท่ีสุดพิจารณาจากการก่อ
แผลท่ีแง่งขิงขนาดใหญ่เมื่อเทียบกับไอโซเลตอื่น ๆ จึงเลือก   
ไอโซเลต ZP4 ไปใช้ในการศึกษาต่อ เนื่องจากเป็นไอโซเลตท่ีมี

ความรุนแรงในการก่อโรคท่ีสุด และเมื่อใช้วิธีการทางสัณฐาน
วิทยาและทางอณูพันธุศาสตร์สามารถจำแนกราไอโซเลต ZP4 
ได้เป็น Pythium aphanidermatum (Figure 1) 

 
3.2. การคัดแยกแบคทีเรียจากตัวอย่างดิน  
ในการคัดแยกแบคทีเรียจากตัวอย่างดินบริเวณรอบ ๆ 

กอขิง พบว่าจากตัวอย่างดินท้ังหมด 17 ตัวอย่าง สามารถแยก
แบคทีเรียท่ีมีลักษณะโคโลนีท่ีแตกต่างกันได้ 78 ไอโซเลต โดย
แบคทีเรียทุกไอโซเลตท่ีแยกได้ถูกนำไปทดสอบการยับยั้งรา
สาเหตุโรคแง่งเน่า (P. aphanidermatum ZP4) ต่อไป 

 
 

 
 

Figure 1 A phylogenetic tree based on ITS1-5.8S-ITS2 sequence region showing the position of the isolate ZP4 
Numbers at nodes represent levels of bootstrap support (%) based on analysis of 1,000 replications.  

The scale bar represents an estimated 10 base substitutions per 1,000 nucleotide positions. 
 

 
3.3. การคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีศักยภาพใน

การยับยั้งราสาเหตุโรคแง่งเน่าในขิง 
การศึกษาน้ีใช้วิธี Dual culture technique ในการ

คัดเลือกแบคทีเรียปฏิปักษ์ ท่ีมี ศักยภาพยับยั้ งราก่อโรค         
P. aphanidermatum ZP4 เบื้องต้น ผลการทดลองพบว่า
จากแบคทีเรียท่ีแยกจากดินท้ังหมด 78 ไอโซเลต มีจำนวน 11 
ไอโซเลต ท่ีสามารถยับยั้ง P. aphanidermatum ZP4 ได้ 
โดยแบคทีเรียท่ีสามารถยับยั้งราก่อโรคได้ คือ CP-7c, CP-7d, 
CP-8b, CP-8e, CP-8f, CP-11a, CP-11b, CP-11f, CP-13d, 

CP-13e และ CP-17d ซ่ึงสามารถยับยั้งราก่อโรคได้ท่ีร้อยละ 
29.49 ถึงร้อยละ 47.62 โดยไอโซเลต CP-8f ยับยั้งราก่อโรค
ได้ดี ท่ีสุดอย่างมี นัยสำคัญ  ท่ีร้อยละ 47.62 รองลงมาคือ       
ไอโซเลต CP-11f, CP-13d และ CP-13e โดยยับยั้งได้ท่ีร้อยละ 
43.83, 37.56 และ 37.45 ตามลำดับ ท้ังน้ีประสิทธิภาพใน
การยับยั้ง P. aphanidermatum ZP4 โดยแบคทีเรียปฏิปักษ์
ได้แสดงไว้ใน Figure 2 ส่วนใน Figure 3 แสดงผลการยับยั้ง 
P. aphanidermatum ZP4 โดยแบคทีเรียไอโซเลต CP-8f 
และ CP-13e เมื่อทดสอบด้วยวิธี Dual culture technique  
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Figure 2 Antifungal activity of bacterial isolates against P. aphanidermatum ZP4 
Means with different letters are significantly different (p < 0.01).   

 
 

 
 

Figure 3 Antifungal activity of the isolates CP-8f and CP-13e against P. aphanidermatum ZP4  
using the dual culture technique 

(A) Growth of P. aphanidermatum ZP4 without antagonistic bacteria;  
(B) Inhibition of P. aphanidermatum ZP4 by the isolate CP-8f (arrow);  

(C) Inhibition of P. aphanidermatum ZP4 by the isolate CP-13e (arrow) 
 

 
หลังจากการคัดเลือกเบื้ องต้นและได้แบคที เรีย

ปฏิปักษ์ต่อราก่อโรค P. aphanidermatum ZP4 จำนวน 11 
ไอโซเลตแล้ว จึงนำแบคทีเรียดังกล่าวท้ังหมดมาทดสอบ
ความสามารถในการสร้างแบคเทอริโอซินเพื่อยับยั้งราก่อโรค 
P. aphanidermatum ZP4 โดยใช้วิธี Agar well diffusion 
assay จากการทดลองพบว่ามีแบคทีเรียปฏิปักษ์จำนวน 5    
ไอโซเลตท่ีสามารถสร้างแบคเทอริโอซินเพื่อยับยั้งราก่อโรค   
P. aphanidermatum ZP4 ซ่ึงได้แก่ CP-7c, CP-7d, CP-8f, 
CP-11b และ CP-13e โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโซน
ใสของการยับยั้ง (Inhibition zone) อยู่ระหว่าง 8.50±0.64 - 
20.76±0.73 มิลลิเมตร (Figure 4A) แบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีให้

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโซนใสของการยับยั้งสูงสุด คือ    
ไอโซเลต CP-8f (Figure 4B) และไอโซเลต CP-13e (Figure 
4C) โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโซนใสของการยับยั้ง
เท่ากับ 20.76 และ 18.86 มิลลิเมตร ตามลำดับ 
 

3.4. การตรวจสอบการสร้างเอนไซม์ของแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์  

จากการนำแบคทีเรียปฏิปักษ์ท้ัง 5 ไอโซเลตท่ีมีการ
ยืนยันแล้วว่าสามารถสร้างแบคเทอริโอซินเพื่อยับยั้งราก่อโรค 
P. aphanidermatum ZP4 มาตรวจสอบความสามารถใน
การสร้างเอนไซม์โปรติเอส แอลฟาอะไมเลส เซลลูเลส และ  
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เพคติเนส ซ่ึงเป็นเอนไซม์ท่ีมีรายงานว่ามีส่วนเกี่ยวข้องกับการ
ยับยั้งราก่อโรคได้ จากการทดลองพบว่ามีเพียง 2 ไอโซเลตท่ี
สามารสร้างเอนไซม์ได้ท้ัง 4 ชนิด คือ ไอโซเลต CP-8f และ  
ไอโซเลต CP-13e (Table 1) โดยไอโซเลต CP-8f สามารถ
สร้างโปรติเอส เซลลูเลส และเพคติเนสได้สูงสุด ในขณะท่ีไอโซเลต 
CP-13e สามารถสร้างแอลฟาอะไมเลสได้สูงสุด 

 
3.5. การจำแนกชนิดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
จากการทดลองท่ีผ่านมาข้างต้นพบว่าแบคทีเรียไอโซเลต 

CP-8f และไอโซเลต CP-13e มีความสามารถในการยับยั้งรา
ก่อโรค P. aphanidermatum ZP4 ได้ดีท่ีสุด และมีความสามารถ

ในการสร้างแบคเทอริโอซิน โปรติเอส แอลฟาอะไมเลส เซลลูเลส 
และเพคติเนส ดังน้ันจึงได้เลือกแบคทีเรียท้ัง 2 ไอโซเลตไป
จำแนกชนิดต่อไป จากการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของ
แบคทีเรีย โดยใช้เทคนิคการย้อมแกรมเพื่อตรวจดูการติดสี   
แกรมและลักษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง
พบว่าไอโซเลต CP-8f และไอโซเลต CP-13e เป็นแบคทีเรีย  
แกรมบวก มีรูปร่างเป็นท่อน และสร้างเอนโดสปอร์ (Endospore) 
เมื่อนำแบคทีเรียท้ัง 2 ไอโซเลตไปวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน 16S rDNA สามารถจำแนกไอโซเลต CP-8f และไอโซเลต 
CP-13e ได้เป็น Bacillus velezensis และ Bacillus subtilis 
ตามลำดับ (Figure 5) 

 
 

 
 

Figure 4 Antifungal activity of bacterial isolates against P. aphanidermatum ZP4 using the agar well diffusion assay 
(A) Sizes of inhibition zones produced by different bacterial isolates [means with different letters are significantly  

different (p < 0.01)]; (B) Inhibition zone of the isolate CP-8f; (C) Inhibition zone of the isolate CP-13e  
 
 
 
Table 1 Enzyme production of bacterial isolates  
Bacterial isolates Enzymatic index [hydrolysis zone diameter (mm)/colony diameter (mm)] 

Protease  α-Amylase Cellulase  Pectinase  
CP-7c  2.30±0.15c 0.0±0a 1.23±0.05b 0.0±0a 
CP-7d 1.76±0.12b 0.0±0a 0.0±0a 8.41±0.08b 

CP-8f 2.70±0.05d 1.74±0.07b 3.43±0.06d 16.30±0.04d 

CP-11b  1.52±0.03a 1.84±0.05b 0.0±0a 9.62±0.05c 

CP-13e 2.28±0.04c 3.62±0.04c 2.83±0.06c 10.21±0.03c 
Means with different superscript letters in a column are significantly different (p < 0.01). 
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Figure 5 A phylogenetic tree based on 16S rDNA sequences showing the positions of the isolates CP-8f and CP-13e 
Numbers at nodes represent levels of bootstrap support (%) based on analysis of 1,000 replications.  

The scale bar represents an estimated 0.5 base substitutions per 1,000 nucleotide positions. 
 

 
4. อภิปรายผลการวิจัย  

ขิงเป็นพืชเศรษกิจท่ีนิยมใช้ในการเป็นยาและเป็น
ส่วนประกอบในอาหารท้ังในไทยและหลายประเทศท่ัวโลก แต่
การเพาะปลูกขิงมักพบปัญหาท่ีส่งผลกระทบต่อผลผลิต
ระหว่างการเพาะปลูกท่ีมีสาเหตุจากจุลินทรีย์ก่อโรค ซ่ึงโรคท่ี
พบมากคือโรคแง่งเน่าท่ีมีสาเหตุมาจากเชื้อรากลุ่ม Pythium 
spp. [4] ในปัจุบันนอกจากการใช้สารเคมีในการทำลายเชื้อรา
ก่อโรคเหล่า น้ีแล้ว ยังมีการใช้สารทางชีวภาพท่ีมาจาก
แบคทีเรียในการทำลายราก่อโรคน้ีด้วย [2], [9] ซ่ึงวิธีน้ีเป็น
ทางเลือกท่ีดีเพื่อลดการใช้สารเคมีและเป็นทางเลือกเพื่อความ
ยั่งยืนในการเพาะปลูกขิง แบคทีเรียท่ีนิยมนำมาใช้ในการยับยั้ง
ราก่อโรคแง่งเน่าคือแบคทีเรีย ในกลุ่ม Bacillus spp. [21] 
เน่ืองจากแบคทีเรียเหล่าน้ีสามารถผลิตสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพได้หลากหลายชนิดในการทำลายเชื้อก่อโรค   

การศึกษาน้ีเริ่มจากการแยกเชื้อราสาเหตุโรคแง่งเน่า
ในขิง โดยนำตัวอย่างขิงท่ีเป็นโรคมาแยกราก่อโรคด้วยวิธี 
Tissue transplant จากน้ันนำราโอโซเลตท่ีแยกได้ไปทำการ
พิสูจน์โรคด้วยวิธี Koch’s postulation พบว่าเชื้อราท่ีก่อโรค
ไดรุ้นแรงท่ีสุดคือไอโซเลต ZP4 ซ่ึงมีเส้นใยสีขาวฟูเมื่อเจริญบน
จานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA และเมื่อจำแนกชนิดด้วยลักษณะ
ทางสันฐานวิทยา และการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 

ITS1-5.8S-ITS2 สามารถจำแนกได้เป็น P. aphanidermatum 
จากรายงานวิจัยท่ีผ่านมาพบว่ามีราในสกุล (Genus) Pythium 
หลายชนิดท่ีก่อให้เกิดโรคแง่งเน่าในขิง เช่น P. myriotylum 
[2] และ P. aphanidermatum [9] ข้อมูลเหล่าน้ีเป็นส่วน
หน่ึงที่สนับสนุนว่าเชื้อรากลุ่ม Pythium spp. เป็นหน่ึงในกลุ่ม
เชื้อสาเหตุหลักของโรคแง่งเน่าในขิง 

จากการแยกแบคทีเรียจากดินรอบ ๆ กอขิงเพื่อศึกษา
ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อรา P. aphanidermatum ZP4 
ซ่ึงเป็นเชื้อราสาเหตุโรคแง่งเน่าในขิง พบแบคทีเรีย ท่ีมี
ประสิทธิภาพยับยั้งรา P. aphanidermatum ZP4 โดยวิธี 
Dual culture technique จำนวน 11 ไอโซเลต และจากการ
ทดสอบด้วยวิธี Agar well diffusion assay พบแบคทีเรีย
จำนวน 5 ไอโซเลต (CP-7c, CP-7d, CP-8f, CP-11b และ 
CP-13e) ท่ีผลิตแบคเทอริโอซินยับยั้งราก่อโรค แบคเทอริโอซิน
จัดเป็นสารประเภทโปรตีนท่ีแบคทีเรียสร้างขึ้นในระหว่างการ
เจริญเติบโต สารดังกล่าวมีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย์
ได้หลากหลายชนิด รวมท้ังราก่อโรค งานวิจัยของ Fira et al. 
[21] ได้ศึกษากลไกท่ีแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus spp. ใช้ใน
การยับยั้งราก่อโรค ซ่ึงกลไกหน่ึงคือการสร้างสารในกลุ่ม      
แบคเทอริโอซินท่ีออกฤทธิ์ทำลายผนังเซลล์ของรา และอีก
กลไกหน่ึงคือการสร้างเอนไซม์ซ่ึงสามารถย่อยสลายสารท่ีเป็น
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องค์ประกอบในผนังเซลล์ของรา Goswami and Syiem [9] 
ได้ศึกษาความสามารถของ Bacillus altitudinis ท่ีแยกจาก
ตัวอย่างดินในการยับยั้งรา Pythium aphanidermatum ซ่ึง
เป็นสาเหตุของโรคแง่งเน่าในขิง และพบว่าแบคทีเรียดังกล่าว
สามารถผลิตสารเซอแฟกติน (Surfactin) เพื่อยับยั้งการเจริญ
ของเส้นใยราก่อโรค จากรายงานวิจัยท่ีกล่าวมาอาจเป็นข้อมูล
ท่ีช่ วยสนับสนุนว่าสาเหตุ ท่ี  Bacillus velezensis CP-8f และ 
Bacillus subtilis CP-13e มีประสิทธิภาพในการยับยั้งราก่อโรค            
P. aphanidermatum ZP4 ได้ดีท่ีสุด เน่ืองจากแบคทีเรียท้ัง 
2 สายพันธุ์น้ีนอกจากจะสามารถสร้างแบคเทอริโอซินแล้ว ยัง
สามารถสร้างเอนไซม์โปรติเอส แอลฟาอะไมเลส เซลลูเลส 
และเพคติเนส ได้ด้วย ในขณะท่ีแบคทีเรียไอโซเลตอื่นไม่
สามารถสร้างสารดังกล่าวได้ครบทุกชนิด ผลการศึกษาน้ีอาจ
เป็นอีกห น่ึงข้อมูล ท่ี ช่ วยสนับสนุนว่าเอนไซม์ โปรติ เอส 
แอลฟาอะไมเลส เซลลูเลส และเพคติเนสท่ีสร้างโดยแบคทีเรีย
ในกลุ่ม Bacillus spp. น่าจะมีส่วนช่วยในการยับยั้งราก่อโรค  

แบคทีเรียท่ีมีศักยภาพในการยับยั้งราก่อโรคแง่งเน่าใน
ขิง P. aphanidermatum ZP4 ในงานวิจัยน้ี ได้แก่ Bacillus 
velezensis CP-8f และ Bacillus subtilis CP-13e ซ่ึ ง เป็ น
แบคทีเรียท่ีมีศักยภาพในการสร้างสารชีวภาพได้หลากหลาย
ชนิด ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานการวิจัยท่ีผ่านมาท่ีศึกษาการใช้
แบคที เรีย ในกลุ่ม  Bacillus spp. ในการยับยั้ งราก่อโรค 
ตัวอย่างเช่น การใช้ Bacillus velezensis ในการยับยั้งเชื้อรา 
Pythium myriotylum สาเหตุโรคแง่งเน่าในขิง [2] การใช้ 
Bacillus velezensis [11], Bacillus subtilis และ Bacillus 
flexus [10] ในการยับยั้ง Fusarium oxysporum ท่ีเป็นเชื้อ
ราสาเหตุโรคในพืชต่าง ๆ โดยพบว่ากลไกท่ีแบคทีเรียในกลุ่ม 
Bacillus spp. ใช้ในการยับยั้งราก่อโรค คือ การสร้างเอนไซม์
ไคติเนส เซลลูเลส เบต้ากลูแคนเนส และแอลฟาอะไมเลส 
[11] จากข้อมูลท่ีกล่าวมาน้ีสนับสนุนว่าแบคทีเรียในกลุ่มน้ีมี
ศักยภาพในการนำไปใช้ควบคุมราก่อโรคในการเพาะปลูกขิงได้ 

 
5. บทสรุป  

งานวิจัยน้ีสามารถแยกรา P. aphanidermatum ZP4 
ซ่ึงเป็นราก่อโรคแง่งเน่าในขิงได้ และสามารถแยกแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ต่อราดังกล่าวได้ด้วย โดยแบคทีเรียท่ีสามารถยับยั้ง  
รา P. aphanidermatum ZP4 ได้ดี ท่ีสุดมี 2 ไอโซเลต คือ 
Bacillus velezensis CP-8 f และ  Bacillus subtilis CP-13e 
โดยแบคทีเรียปฏิปักษ์ ท้ังสองไอโซเลตดังกล่าวสามารถผลิต     

แบคเทอริโอซิน โปรติเอส แอลฟาอะไมเลส เซลลูเลส และ   
เพคติเนส ซ่ึงสารเหล่าน้ีมีรายงานว่ามีส่วนเกี่ยวข้องกับการ
ยับยั้งราก่อโรคได้ ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงชี้ให้ เห็นว่า Bacillus 
velezensis CP-8f และ Bacillus subtilis CP-13e มีศักยภาพ
ในการใช้เป็นตัวควบคุมทางชีวภาพในการควบคุมราสาเหตุโรค
แง่งเน่าในขิงได้ อย่างไรก็ตามหากจะนำแบคทีเรียดังกล่าวไป
ใช้จริงในอนาคต ควรมีการทดลองใช้ในการปลูกขิงระดับ
กระถาง ก่อนท่ีจะนำไปใช้จริงในแปลงปลูกต่อไป 
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