
 
บทท่ี 3 

 
อุปกรณและวิธีการ 

 
1. การศึกษาลักษณะอาการและการแยกเชื้อสาเหตุของโรคไฟทอปธอราไบลท                      

ทําการสํารวจและเก็บตัวอยางพริกหวานที่แสดงอาการของโรคไฟทอปธอราไบลท จาก
โรงเรือนเพาะปลูกของเกษตรกร บานมวงคํา ตําบลโปงแยง อําเภอแมริม จังหวัดเชียงใหม  เร่ิมตน
ดวยการสํารวจพริกหวานท่ีแสดงอาการของโรคไฟทอปธอราไบลทภายในโรงเรือนปลูกพริกหวาน 
บันทึกอาการของโรคท่ีเห็นพรอมท้ังถายรูป จากน้ันจึงเก็บตัวอยางโดยนําวัสดุปลูกจากตนท่ีแสดง
อาการของโรคมาศึกษาหาเช้ือสาเหตุตอไป 

1.1 การแยกเชื้อสาเหตุโรคไฟทอปธอราไบลทของพริกหวาน 
           นําตัวอยางของโรคมาทําการแยกเช้ือโดยวิธีตางๆ ดังนี ้ 

1.1.1 วิธีการแยกเช้ือจากช้ินพืชท่ีแสดงอาการของโรคภายในสภาพกลองท่ีมีความช้ืนสูง 
ตนท่ีเกิดโรค 
นําตัวอยางตนพริกหวานท่ีเปนโรคมาตัดบริเวณโคนตนเหนือดิน ฆาเช้ือท่ีผิวดวย

แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 2 คร้ัง และลางออกดวยน้ํากล่ันฆาเช้ืออีก 2-3 คร้ัง จากนั้นนําไปวางใน
กลองความช้ืนซ่ึงภายในปูดวยกระดาษทิชชู ซ่ึงเทน้ํากล่ันฆาเช้ือลงไปใหพอชุม ปดฝาใหแนน เก็บ
ไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 48 ช่ัวโมง  นําเสนใยของเช้ือท่ีเจริญออกมาจากแผล มาเล้ียงลงบนอาหาร 
PDA (Potato Dextrose Agar)  จานละ 4  ตําแหนงทําในสภาพปลอดเช้ือ  เก็บไวในอุณหภูมิหองเปน
เวลา 2-3 วัน  จากนั้นใช cork borrer  เจาะบริเวณปลายเสนใยขอบโคโลนีมาเล้ียงลงบนอาหาร PDA 
เพื่อใหไดเช้ือท่ีบริสุทธ์ิและเก็บไวศึกษาตอไป 

ผลท่ีเกิดโรค 
นําตัวอยางผลพริกหวานที่เปนโรค มาฆาเช้ือท่ีผิวดวยแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 2 คร้ัง 

และลางออกดวยน้ํากล่ันฆาเช้ืออีก 2-3 คร้ัง จากนั้นนําไปวางในกลองความช้ืนซ่ึงภายในปูดวย
กระดาษทิชชูซ่ึง เทน้ํากล่ันฆาเช้ือลงไปใหพอชุม ปดฝาใหแนน เก็บไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 48 
ช่ัวโมง  ใชเข็มเข่ียเข่ียเสนใยท่ีข้ึนฟูบนบริเวณผลพริกหวาน มาเล้ียงลงบนอาหาร half  PDA จานละ 
4 ตําแหนง เก็บไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 2-3 วัน เม่ือเช้ือเจริญเปนโคโลนีใช cork borrer  เจาะบริเวณ
ปลายของเสนใยท่ีขอบโคโลนีมาเล้ียงลงบนอาหาร PDA  เพื่อใหไดเช้ือบริสุทธ์ิ และพรอมจะนําไป
ทดสอบการเกิดโรคกับตนพริกเพื่อหาสาเหตุของโรคท่ีแทจริงตอไป 
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1.1.2    วิธีการลอเช้ือจากวัสดุปลูก 
ลอเช้ือจากวัสดุปลูกจากตนท่ีแสดงอาการของโรคโดยใชแครอทและพริกหวาน 
ฆาเช้ือท่ีติดมากับผิวของพืชท่ีใชลอเช้ือในวัสดุปลูกดวยแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต ตามดวย

การใชน้ํากล่ันฆาเช้ือลางแอลกอฮอลออก หั่นพืชดวยมีดฆาเช้ือใหช้ินพืชมีรูปรางเปนส่ีเหล่ียมจัตุรัส 
(ลูกเตา) ขนาดประมาณ 1 ลูกบาศกเซนติเมตร นําช้ินพืชไปวางบนวัสดุปลูกใหช้ินพืชจมลงไป
ประมาณ 0.5 เซนติเมตรซ่ึงบรรจุอยูในกลองพลาสติกใส ใสน้ํากล่ันฆาเช้ือลงไปพอดินช้ืนหมาดๆ 
ปดฝาใหสนิท เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง ท้ิงไวนาน 5 วันตรวจดูการเจริญของเช้ือท่ีข้ึนบนช้ินพืชโดย
การทําสไลดและนําไปตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน  จากนั้นใชเข็มเข่ียเข่ียเสนใยท่ีข้ึนบนเหยื่อลอ
ไปเล้ียงลงบนอาหาร half PDA จานละ 4 ตําแหนง เก็บไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 3 วัน ใช cork borrer  
เจาะบริเวณปลายของเสนใยของเช้ือมาเล้ียงลงบนอาหาร half PDA  เพื่อใหไดเช้ือท่ีบริสุทธ์ิ 
 ลอเช้ือจากวัสดุปลูกจากตนท่ีแสดงอาการของโรคโดยใชใบสัปปะรด  

นําใบสัปปะรดมาฆาเช้ือท่ีผิวดวยแอลกอฮอล 70  เปอรเซ็นต  ลางดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ 2-3 
คร้ัง ใชมีดท่ีฆาเช้ือแลว หั่นตรงสวนโคนใบเพ่ือใหมีพื้นท่ีผิวมากท่ีสุด จากนั้นนําช้ินสวนดังกลาว
ไปจุมลงในบีกเกอรท่ีบรรจุสารละลายของวัสดุปลูก (ผสมดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ) ซ่ึงเปนวัสดุปลูกจาก
ตนท่ีแสดงอาการของโรค โดยจุมตรงโคนใบลงไป จากนั้นนําบีกเกอรท่ีมีใบสับปะรดจุมใน
สารละลายวัสดุปลูกใสลงในถุงพลาสติกและมัดปากถุงใหแนน ตรวจผลทุกวันเพื่อดูแผลที่เกิดจาก
การเขาทําลายของเช้ือ Phytophthora sp.   หลังจากนั้น 8 วันนําใบสัปปะรดดังกลาวไปบมเช้ือไวใน
กลองใหความช้ืน  เก็บไวท่ีอุณหภูมินาน 4- 5 วันเพื่อใหเช้ือเจริญออกมาจากแผล  จากนั้นใชเข็มเข่ีย
เข่ียเสนใยบริเวณดังกลาวไปตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน  และนําไปเล้ียงลงบนอาหาร half PDA 
จานละ 4 ตําแหนง เก็บไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 4 วัน ใช cork borrer  เจาะบริเวณปลายของเสนใยเสน
ใยขอบโคโลนีของเช้ือมาเล้ียงลงบนอาหาร half PDA เพื่อใหไดเช้ือบริสุทธ์ิ และพรอมจะนําไป
ทดสอบการเกิดโรคกับตนพริกหวานเพื่อหาสาเหตุของโรคท่ีแทจริงตอไป 

 
1.2 การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคไฟทอปธอราไบลท 
1.2.1 ปลูกเช้ือท่ีใบ  ทําความสะอาดใบใหพรอมสําหรับการปลูกเช้ือ นําเช้ือราท่ีแยกไดเจาะ

ดวย cork borer  วางบนใบพริกหวาน 2 จุด ตอ 1 ใบดานหน่ึงทําแผลอีกดานหน่ึงไมไดทําแผลทํา 5 
ใบตอตน ติดฉลาก (label) ระบุรายละเอียดของเช้ือราท่ีใชปลูกเช้ือ จากนั้นนําไปวางในกระบะ
พลาสติกซ่ึงบรรจุอยูในกลองพลาสติกท่ีภายในใสน้ําเล็กนอย ปดฝาเพื่อทําเปนกลองท่ีมีความช้ืนสูง
สังเกตการเปล่ียนแปลงทุกวัน 
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1.2.2 ปลูกเช้ือท่ีโคนตน  นําช้ินวุน PDA ท่ีมีเช้ือราแตละไอโซเลทเจริญอยู ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร  มาวางบริเวณโคนตนพริกหวานอายุ 2 เดือนท่ีทําแผลและไมทํา
แผล โดยทํา 2 ถุงตอ 1   ไอโซเลท (ถุงทําแผลและไมทําแผล) ติดฉลาก (label) ระบุรายละเอียดของ
เช้ือราท่ีใชปลูกเช้ือ นําไปวางไวในกระบะพลาสติก ใสน้ําลงไปเล็กนอย เก็บไวในถุงพลาสติกมัด
ปากถุงเพื่อทําใหเกิดสภาพความช้ืนสูง สังเกตผลทุกวัน 
 

2. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการจําแนกชนิดของเชื้อ Phytophthora sp.  สาเหตุ
โรคไฟทอปธอราไบลท 

1.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชือ้ Phytophthora sp. บนอาหารเล้ียงเชื้อ 
และภายใตกลองจุลทรรศน  
ศึกษาการเจริญเสนใยของเช้ือ Phytophthora sp. ท่ีอายุ 3 5 7 และ 9 วันบนอาหารเล้ียงเช้ือ  

PDA โดยทําการวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนีในลักษณะแกน X และ Y แลวจึงหาคาเฉล่ีย
การเจริญเติบโต รูปแบบการเจริญของเสนใยบนอาหาร PDA  รูปรางลักษณะของ sporangium  วัด
ขนาดภายใตกลองจุลทรรศนตามวิธีการของ Pongpisutta และ Sangchote (2004) พรอมท้ังทําการ
บันทึกภาพลักษณะโคโลนีท่ีอายุ 10 วันและรูปรางลักษณะของ sporangium ภายใตกลองจุลทรรศน 

2.2 การจําแนกชนิดของเชื้อ Phytophthora sp. 
นําเช้ือ  Phytophthora sp.  ท่ีแยกไดแตละไอโซเลทมาจําแนกชนิดโดยอาศัยเทคนิค PCR 
2.2.1 การเตรียมดีเอ็นเอจากเสนใยของเช้ือ Phytophthora sp. 

2.2.1.1 การเตรียมเสนใยของเช้ือ Phytophthora sp. 
เล้ียงเช้ือ Phytophthora sp. ท่ีแยกไดใหบริสุทธ์ิดวยวิธี single spore isolation ในจานอาหาร

เล้ียงเช้ือ (petri disc) ท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือ Potato Dextrose broth (PDB) เปนเวลา 7 วัน จากนั้นเก็บ
รวบรวมเสนใยเช้ือราโดยตักเอาเสนใยของเช้ือรามาซับใหแหงบนกระดาษทิชชู (tissue) ท่ีผานการ
ฆาเช้ือแลวใชปากคีบ (forcep) ท่ีผานการฆาเช้ือ เม่ือไดเสนใยมากพอสามารถนํามาสกัดดีเอ็นเอได
ทันที หรืออาจเก็บเสนใยท่ีไดไวในตูแชแข็งอุณหภูมิประมาณ -20 องศาเซลเซียส ไดนานจนกวาจะ
นํามาสกัดดีเอ็นเอในข้ันตอไป 

2.2.1.2 การสกัดดีเอ็นเอ 
ช่ังน้ําหนักของเสนใยประมาณ 0.2 กรัม และนําไปใสไวในโกรงท่ีผานการฆาเช้ือแลว 

จากนั้นนําไปแชแข็งท่ีอุณหภูมิ  -80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 -15 นาที บดเสนใยใหละเอียด เติม 
extraction buffer (200 mM Tris-HCl pH 7.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS) 
(ภาคผนวก ก) ปริมาตร 750 ไมโครลิตรผสมกับ PVPP 0.01 กรัม ใหเขากัน ถายใสหลอด centrifuge 
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นําไปหมุนเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที ดูดของเหลวสวนบน (supernatant) ใสลง
หลอดใหม เติม phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 1:1 สวนผสมใหเขากัน 
จากน้ันนําไปหมุนเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที ไดสารละลายแยกชั้นเปน 2 ช้ัน ให
เก็บสารละลายใสสวนบนใสในหลอดใหม ตกตะกอนดีเอ็นเอดวยการเติม isopropanal เก็บไวท่ี -20 
องศาเซลเซียส  เปนเวลาอยางนอย 2 ช่ัวโมงหมุนเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที เท
ของเหลวสวนบนท้ิง และลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร หมุนเหวี่ยงท่ี 
13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 2 นาที เทของเหลวท้ิง แลวคว่ําหลอดท้ิงไวจนตะกอนแหง เม่ือแหงแลว
ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย น้ํากล่ันฆาเช้ือปริมาตร 50 ไมโครลิตรเก็บท่ี 20 องศาเซลเซียส เพื่อรอ
การตรวจสอบคุณภาพข้ันตอไป 

2.2.2 การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี agarose gel electrophoresis
 เตรียม agarose gel   1% โดยช่ัง agarose 0.3  กรัม ละลายใหเขากันกับ 1X TBE buffer (Tris 
Borate Buffer) 30 มิลลิลิตร ลงในขวดท่ีเตรียมไว จากนั้นหลอมใหเขากันในไมโครเวฟ จากนั้นรอ
ใหเจล (gel) อุนพอมือจับได แลวจึงเทเจลลงในถาดเจล (gel tray) ท่ีเตรียมไว เสียบหวี (comb) ท่ีมี
จํานวนชองตามตองการลงไปในเจล เพื่อใหเกิดเปนหลุมเล็ก (well) รอจนเจลแข็งตัวแลวจึงดึงหวี
ออกอยางระมัดระวัง จากนั้นนําเจลที่ไดวางลงใน electrophoresis gel tank และเท 1X TBE buffer 
ใหทวมแผนเจลผสม loading buffer 2 ไมโครลิตร กับสารละลายดีเอ็นเอตัวอยาง 7 ไมโครลิตร ให
เขากันแลวหยอดตัวอยางลงในหลุม (well) ปดฝาและเปดสวิตซ electrophoresis gel tank ให
กระแสไฟฟาวิ่งจากข้ัวลบไปข้ัวบวก ดวยความตางศักยไฟฟา 100 โวลตเวลา 20 นาที จากนั้นยอม
แถบดีเอ็นเอดวย ethidium bromide นาน 10 นาที ลางดวยน้ํานาน 10 นาที นําแผนเจลไปตรวจดู
แถบดีเอ็นเอภายใตแสงไวโอเลต และบันทึกภาพดวยเคร่ือง Gel documentation (SYNGRNE; Gene 
Genius Bio Imaging System)  

2.2.3 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction) 
ทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดแยกไดดวย specific primer CAPFW                           

(forward primer) (5’ TTTAGTTGGGGGTCTTGTACC 3’) และ CAPRV2  (reverse primer)       
(5’ TACGGTTCACCAGCCCATCA 3’)  ท่ีพัฒนาโดย Silvar et al. (2005)  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ประกอบดวยสารละลายปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตรดังนี้ 
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สวนประกอบ          ปริมาตร (ไมโครลิตร)   
น้ํากล่ันฆาเช้ือ (H2O)    37     
5 mM dNTPs  (2.5 mM each)   2     
10X PCR buffer     5     
Primer CAPFW (20μM)    1     
Primer CAPRV2 (20μM)    1     
50mM MgCl2     2     
Tag DNA polymerase (5Unit/μl)   0.5     
ดีเอ็นเอตนแบบ     1     
 ผสมสวนประกอบดังกลาวใหเขากันแลวนาํเขาเคร่ือง programmable thermal controller,     
PTC -100 TM (MJ Research) โดยมีเง่ือนไขในการทําปฏิริยาดังนี ้
initial denaturation     ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส  นาน  2   นาที 
denaturation      ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  นาน  30 วินาที 
annealing  ท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส  นาน  30 วินาที     จาํนวน 35 รอบ 
extension  ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  นาน  1   นาที 
final extension  ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  นาน  10  นาที 
 

จากนั้นทําการตรวจวิเคราะหผลดวยวิธี gel electrophoresis บน 1% agarose gel โดยนํา
ผลผลิตจากการทํา PCR ปริมาตร 5 ไมโครลิตรผสมกับ loading dye 2 ไมโครลิตร แลวแยกขนาด
ของดีเอ็นเอบน 1% agarose gel ใน 1X TBE buffer ดวยเคร่ือง electrophoresis gel tank โดยใชความ
ตางศักยไฟฟา 50 โวลต เวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นยอมแถบดีเอ็นเอดวย ethidium bromide นาน 10 
นาที ลางดวยน้ํานาน 10 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต และบันทึกภาพดวย
เคร่ือง Gel documentation (SYNGRNE ; Gene Genius Bio Imagine System) 

 
3. การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากสวนตางๆของพริกหวาน 

3.1 การเก็บตัวอยางพืช 
เก็บตัวอยางใบ ลําตน ราก และวัสดุปลูกของพริกหวานจากโรงเรือนปลูกพริกหวาน ตําบล    

โปงแยง อําเภอแมริม จังหวัดเชียงใหม โดยเลือกเก็บเฉพาะสวนท่ีสมบูรณ ไมมีการเขาทําลายของ
โรคและแมลงหรือแสดงอาการของโรค 
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3.2 การฆาเชื้อท่ีผวิและการแยกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษจากสวนตางๆ ของพริกหวาน 
นําตัวอยางใบพืชมาลางน้ําใหสะอาด โดยลางผานน้ําไหล (running water) เปนเวลา 30 

นาที จากนั้นผ่ึงลมใหแหง ใชกรรไกรตัดใบ ลําตนและราก ใหมีขนาด 1x1 เซนติเมตร นําช้ินสวน
ของพืชแชในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 2 นาที แลวจึง
ยายแชในแอลกอฮอลความเขมขน 70 เปอรเซ็นต เปนเวลา 5 นาที ลางดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ 3 คร้ัง 
จากนั้นซับช้ินพืชใหแหงดวยกระดาษทิชชูฆาเช้ือ ผ่ึงลมใหแหง วางช้ินพืชจํานวน 15 ช้ินตอ 1 จาน
อาหารบนอาหาร Inhibitory Mold Agar 2 (IMA-2) ท่ีผสมสารคารเบนดาซิม (บาวิสติน 50% เอฟ
แอล) อัตรา 150 ไมโครลิตรตออาหาร IMA-2  150 มิลลิลิตร บมเช้ือไวท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 
1 เดือน ทําการแยกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษใหบริสุทธ์ิโดยใช loop ท่ีลนไฟฆาเช้ือ ยายเช้ือแบคทีเรีย
เอนโดไฟทท่ีเจริญออกมาจากช้ินพืช streak ลงบนอาหาร NA บมไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 24-48 
ช่ัวโมง แลวคัดแยกเช้ือแบคทีเรียโคโลนีเดี่ยวๆ เก็บไวเปน stock culture ในหลอดอาหาร NA บมไว
ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง แลวเก็บไวในตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   

3.3 การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากผิวใบหรือผิวราก 
นําตัวอยางใบพริกหวานหรือรากพริกหวาน มาแชในน้ํากล่ันท่ีฆาเช้ือ เปนเวลา 10 นาที 

แลวดูดสารละลายดังกลาวมา 0.2 มิลลิลิตร spread plate ลงบนอาหาร NA บมไวท่ีอุณหภูมิหองเปน
เวลา 24-48 ช่ัวโมง แลวคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียโคโลนีเดี่ยว ไปทําการแยกเช้ือใหบริสุทธ์ิตอไป 

3.4 การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในใบและในราก  
นําตัวอยางใบหรือรากพริกหวานมาฆาเช้ือท่ีผิวดวยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต 1 

เปอรเซ็นต  สวนของใบใชเวลา 3 นาที สวนรากใชเวลา 5 นาที จากน้ันทําการบดใบหรือรากใน
โกรงท่ีฆาเช้ือ เติมน้ํากล่ันฆาเช้ือลงไปอัตราสวนใบหรือราก 1 กรัม ตอน้ํา 10 มิลลิลิตร แลวนํา
สารละลายปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร spread plate บนอาหาร NA บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา    
24 - 48 ช่ัวโมง แลวยายเช้ือแบคทีเรียโคโลนีเดี่ยวมา streak plate บนอาหาร NA ใหไดเช้ือท่ีบริสุทธ์ิ
ยิ่งข้ึนเพื่อศึกษาในข้ันตอนตอไป 
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4. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษท่ีมีผลในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ 

Phytophthora sp. 
4.1 การทดสอบขัน้ตน 
ทําการคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพโดยเร่ิมจากเล้ียงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ

บนอาหาร PDA โดยลากยาว 4 เซนติเมตร หางจากขอบจานอาหารเล้ียงเช้ือประมาณ 2 เซนติเมตร 
จํานวน 4 ไอโซเลท ตอ 1 จานอาหารเล้ียงเช้ือ ดานละ 1 ไอโซเลท บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 24 - 48 
ช่ัวโมง เพื่อใหเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษเจริญสมบูรณ จากนั้นจึงใช cork borer ท่ีมีขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะช้ินวุนบริเวณขอบโคโลนีของเช้ือ Phytophthora sp. แตละไอโซเลท 
มาวางตรงกลางจานอาหารใหหางจากเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษแตละไอโซเลท 2 เซนติเมตร บมไวท่ี
อุณหภูมิหอง ทําการทดลอง 2 ซํ้า เม่ือเช้ือสาเหตุโรคในชุดควบคุมเจริญจนเต็มอาหารเล้ียงเช้ือแลว
จึงทําการคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา
สาเหตุโรคไปทดสอบความสามารถในการเปนปฏิปกษตอเช้ือราสาเหตุโรคโดยวิธี dual culture 
ตอไป 

4.2 Dual  Culture 
นําแบคทีเรียปฏิปกษท่ีทําการคัดเลือกแลวในข้ันตนมาทดสอบความสามารถในการเปน

ปฏิปกษท่ีมีผลในการยับยั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุ ดวยวิธี dual culture โดยทดสอบในจานอาหาร
ขนาด 9 เซนติเมตรและนําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษมาเล้ียงลงบนอาหาร PDA โดยลากยาว 4 
เซนติเมตรใหหางจากตําแหนงท่ีจะวางเช้ือสาเหตุ  5 เซนติเมตร บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 24- 48 ช่ัวโมง 
เพื่อใหเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษเจริญสมบูรณ จากนั้นจึงใช cork borer ท่ีมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 
เซนติเมตร เจาะช้ินวุนบริเวณขอบโคโลนีของเช้ือ Phytophthora sp. แตละไอโซเลทวางบนอาหาร 
PDA ท่ีขีดเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษแลว (ภาพ 1) วางแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD โดยทํา
การทดลอง 4 ซํ้า สําหรับชุดควบคุมจะวางเช้ือสาเหตุอยางเดียวในจานอาหารเล้ียงเช้ือ บมเช้ือไวท่ี
อุณหภูมิหอง เม่ือเช้ือสาเหตุโรคในชุดควบคุมเจริญจนมีรัศมี 5 เซนติเมตร จึงบันทึกผลโดยวัดขนาด
รัศมีของโคโลนีเช้ือสาเหตุในชุดควบคุมและชุดทดสอบและนําขอมูลท่ีไดมา คํานวณหาคา
เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ (percent inhibition of radial growth; PIRG) ตามสูตร (Tronsmo, 
1992) 
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                   ชุดควบคุม           ชุดทดสอบ 
 
 
ภาพ 1 ลักษณะการวัดผลในการเปนปฏิปกษของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษตอเช้ือ   Phytophthora sp.   
          สาเหตุโรคไฟทอปธอราไบลทในพริกหวานโดยวิธี Dual culture (P: Pathogen, B:    
          Antagonistic bacteria, R: Radial growth of Pathogenic fungi) 
 
  สูตรคํานวณเปอรเซ็นตการยบัยั้งการเจริญ (PIRG) 
    

PIRG =                 × 100 
       

   
R1 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคในชุดควบคุม 

  R2 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคในชุดทดสอบ 
 

5. การจําแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ 2 ไอโซเลท ท่ีใหผลในการทดสอบจากข้ันตนท่ีมีประสิทธิภาพสูง

ท่ีสุดในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ P. capsici สาเหตุโรคไฟทอปธอราไบลทของพริกหวานมาทํา
การจําแนกเช้ือโดยอาศัยคุณสมบัติดานสัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางดานชีวเคมีดังนี้ 

5.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียปฏิปกษ 
ศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหาร NA และศึกษาการตดิสีแกรม ขนาด รูปราง การจัดเรียง

ตัวของเซลล โดยการยอมสีแบบแกรมแลวสองดูดวยกลองจุลทรรศน (ภาคผนวก ค) 

               

R1-R2 

   R1 

  2 cm             5 cm                   2 cm   2 cm             5 cm                   2 cm 

R1 
P 

 4 cm B 
P 

R2 
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5.2 การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี 
ศึกษาปฏิกิริยาของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีผลตอสารเคมีท่ีเติมลงในอาหาร (ภาคผนวก ข) 

และดูปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนโดยเปรียบเทียบกับเช้ือมาตรฐานซ่ึงไดแก Bacillus amyloliquefaciens, B. 
megaterium, B.subtilit และ Pseudomonas aeruginosa  (ภาคผนวก ค) 

5.3 การจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียปฏิปกษ  
ทําการจําแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรียดวยเคร่ือง BiologTM Microlog System, Release 4.2 ซ่ึง

ทดสอบการใชแหลงคารบอน (carbon source) ของแบคทีเรียท่ีแตกตางกันจํานวน 95 ชนิด และ
วิเคราะหผลโดยเทียบกับฐานขอมูลมาตรฐาน ซ่ึงไดรับความรวมมือในการตรวจสอบจาก ศูนย
เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม  (ภาคผนวก ง) 
 

6. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษตอการงอกของเมล็ดพริกหวาน 
6.1  การเตรียมเมล็ดพริกหวาน 

 นําเมล็ดพริกหวานพันธุลูกผสม วีกา (Vega 1288) จากบริษัท เพื่อนเกษตรกร จํากัด มาทํา
การฆาเช้ือท่ีผิวตามวิธีการของ Errakhi et al. (2007) โดยแชในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต 2 
เปอรเซ็นต เปนเวลา 3 นาที แลวลางออกดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ 3-4 คร้ัง นําไปผ่ึงใหแหงเปนเวลา 30 
นาที 

6.2 การเตรียมสารแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
ทําการเล้ียงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษท่ีใหประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเช้ือ P. capsici 

สูงสุดจํานวน 2 ไอโซเลท จากนั้นนํามาเพ่ิมปริมาณโดยใช loop ท่ีผานการฆาเช้ือแลวแตะเชื้อ
แบคทีเรีย มา streak ลงบนผิวหนาอาหาร NA ภายใตสภาพปลอดเช้ือ บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 
24-48 ช่ัวโมง จากนั้นนําน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือแลว เทลงในจานอาหาร 20 มิลลิลิตรตอจานอาหาร 
ใชแทงแกวรูปตัวแอล (L) ท่ีฆาเช้ือแลว ขูดแบคทีเรียใหหลุดจากผิวหนาของอาหารเบาๆ แลวเท
รวมกันในบีกเกอรท่ีผานการฆาเช้ือแลว ปรับใหไดความเขมขนประมาณ  108 cfu/มิลลิลิตร  
 6.3 การทดสอบการงอกของเมล็ดพริกหวานบนกระดาษชืน้ 
 นําเมล็ดพริกหวานท่ีฆาเ ช้ือแลว  แชในสารละลายแขวนลอยแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมี
ประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือสาเหตุจากขั้นตอนท่ี 4 จํานวน 2 ไอโซเลท ความเขมขน               
108  cfu/ มิลลิลิตร เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นผ่ึงใหแหงในตูถายเช้ือเปนเวลา 3 ช่ัวโมง กอน
นําไปเพาะบนกระดาษชื้น (blotter method)  โดยนําเมล็ดพริกหวานวางบนกระดาษเพาะในจาน
อาหารเล้ียงเช้ือขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตร ซ่ึงภายในบรรจุกระดาษกรอง Whatman No.1 
จํานวน 1 แผน ไวดานบนและกระดาษฟาง 3 แผนท่ีชุบน้ําจนชุมไวดานลาง วางเมล็ดพริกหวาน
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จํานวน 25 เมล็ดตอจาน โดยทําการทดลอง 4 ซํ้า ตรวจสอบการงอกของเมล็ดพริกหวานโดยการ
วิเคราะหหาเปอรเซ็นตความงอกของเมล็ดพรอมท้ังช่ังน้ําหนักสดและน้ําหนักแหงเปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุมท่ีแชในน้ํากล่ันฆาเช้ือแทนสารแขวนลอยแบคทีเรียปฏิปกษ 
 

7. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษรวมกับเชื้อรา Trichoderma sp. ในการ 
ควบคุมเชื้อสาเหตุของโรคไฟทอปธอราไบลทของพริกหวานในสภาพเรือนทดลอง 
การเตรียมดินปลูก 
ดินท่ีใชในการทดลองเปนดินผสมท่ีเหมาะในการปลูกพืช นําไปบรรจุลงในถุงพลาสติก 2 

ช้ัน มัดปากถุงใหแนน แลวนําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที เม่ือดินเย็นตัวลงแลวจึงนําไปใชในการทดลองตอไป 

การเตรียมตนกลาพริกหวาน 
นําตนกลาพริกหวานอายุ 30 วัน ท่ีปลูกไวในถาดเพาะกลาบรรจุดินท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลว

มาทําการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษ โดยการยายลงปลูกในกระถางใหมจํานวน 4 
ตนตอกระถาง (บรรจุดินในกระถาง 800 กรัม)   

การเตรียม inoculums ของเชื้อสาเหต ุ(Wang, 2008) 
ทําการเล้ียงเช้ือบนอาหาร carrot agar บมไวท่ีอุณหภูมิหอง ภายใตแสง fluorescent เปน

เวลา 7 วัน จากนั้นจึงแบงช้ินวุนออกเปน 4 สวนเทากัน แตละสวนตัดแบงออกเปนช้ินเล็กๆ ขนาด 
0.5 - 1 เซนติเมตร เติมน้ํากล่ันฆาเช้ือใหทวมนําไปบมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เทน้ําออก
แลวเติมน้ําใหม นําไปบมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ช่ัวโมงภายใตแสง fluorescent หลังจากนั้นจึง
ยายไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 ช่ัวโมงเปนเวลา 1 ช่ัวโมงแลวยายมาไวท่ีอุณหภูมิหอง 30-60 นาที เพื่อให 
zoosporangia ปลดปลอย zoospores ทําการตรวจนับจํานวน zoospores ดวย haemacytometer  

การเตรียมสารแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษและเชื้อรา Trichoderma sp. 
ทําการเพิ่มปริมาณเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีใหประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเช้ือ      

P. capsici  สูงสุด โดยใช loop ท่ีผานการฆาเช้ือแลวแตะเชื้อแบคทีเรีย มา streak ลงบนผิวหนา
อาหาร NA ภายใตสภาพปลอดเช้ือ บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 24-48 ช่ัวโมง จากนั้นนําน้ํากล่ันท่ี
ผานการฆาเช้ือแลว เทลงในจานอาหาร 20 มิลลิลิตรตอจานอาหาร ใชแทงแกวรูปตัวแอล (L) ท่ีฆา
เช้ือแลว ขูดแบคทีเรียใหหลุดจากผิวหนาของอาหารเบาๆแลวเทรวมกันในบีกเกอรท่ีผานการฆาเช้ือ
แลว ปรับใหไดความเขมขนประมาณ  108 cfu/มิลลิลิตร สวนเช้ือรา Trichoderma sp. ไอโซเลท      
T 75 ทําการเพ่ิมปริมาณในเมล็ดขาวฟางท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลว 
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7.1       ทดสอบความเปนพษิตอพืช 
เพื่อใหทราบวาเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีคัดเลือกมา 2 ไอโซเลท จะไมทําใหเกิดโรคหรือ

ยับยั้งการเจริญแกตนพริกหวาน จึงนําเมล็ดพริกหวานที่ฆาเช้ือท่ีผิวแลว ปลูกลงในดินฆาเช้ือซ่ึง
บรรจุในกระบะเพาะ ดูแลรดน้ําอยางสม่ําเสมอจนตนพริกหวานอายุ 30 วัน จึงยายไปปลูกใน
กระถางพลาสติก กระถางละ 4 ตน ทําการทดลองท้ังหมด 4 ซํ้า แลวทดสอบความเปนพิษตอพืชโดย
การราดสารแขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปกษแตละไอโซเลทและผสมระหวางไอโซเลทท้ังสอง
ความเขมขน 108 cfu/มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตรตอตนลงบนตนพืชเปรียบเทียบกับชุดควบคุมซ่ึง
ราดดวยน้ํากล่ัน สังเกตและบันทึกผลหลังการใชสารแขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปกษเปนเวลา 28 
วัน 

7.2 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษรวมกับเชื้อรา       

Trichoderma sp. ในการควบคุมเชื้อ P. capsici  ในสภาพเรือนทดลอง 
ทําการราดสารแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษปริมาตร  10 มิลลิลิตร                           

(10 8 cfu/มิลลิลิตร) ตอกระถาง สวนเช้ือรา Trichoderma sp. ไอโซเลท T 75 จะใชขาวฟางปริมาตร 
20 เมล็ดตอกระถาง หลังจากนั้น 1 วันจึงทําการปลูกเช้ือ P. capsici โดยการราดลงบนกระถาง
ปริมาตร 4 มิลลิลิตร (105 zoospores/มิลลิลิตร) ตอตน แตละการทดลองใชแผนการทดลองแบบ 
Randomize Complete Block Design (RCBD) มี 20 ซํ้า และ 8 กรรมวิธีการทดลองโดยมีรายละเอียด
ของแตละกรรมวิธีดังนี้  

กรรมวิธีท่ี     1 ชุดควบคุม 1 ปลูกพริกหวานลงในกระถางท่ีบรรจุดินท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือ 
กรรมวิธีท่ี     2 ชุดควบคุม 2 ราดนํ้ากล่ันฆาเช้ือท่ีไดจากการเทลงบนผิวหนาอาหาร NA  

แลวปลูกพริกหวานในดินท่ีมีเช้ือ P. capsici 
กรรมวิธีท่ี     3 ราดโคนตนพริกหวานดวยแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทท่ี 1 แลวปลูกในดิน 

ท่ีมีเช้ือ P. capsici  
กรรมวิธีท่ี     4 ราดโคนตนพริกหวานดวยแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทท่ี 1 รวมกับเช้ือ  

Trichoderma sp.  T 75 แลวปลูกในดนิท่ีมีเช้ือ P. capsici  
กรรมวิธีท่ี     5 ราดโคนตนพริกหวานดวยแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทท่ี 2 แลวปลูกในดิน 

ท่ีมีเช้ือ P. capsici  
กรรมวิธีท่ี     6 ราดโคนตนพริกหวานดวยแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทท่ี 2 รวมกับเช้ือ  

Trichoderma sp.  T 75 แลวปลูกในดนิท่ีมีเช้ือ P. capsici  
กรรมวิธีท่ี     7 ราดโคนตนพริกหวานดวยสวนผสมระหวางแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท   

ท่ี 1 และ 2 แลวปลูกในดินท่ีมีเช้ือ P. capsici  
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กรรมวิธีท่ี     8 ราดโคนตนพริกหวานดวยสวนผสมระหวางแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทท่ี  

1 และ 2 รวมกับเช้ือ Trichoderma sp.  T 75  แลวปลูกในดินท่ีมีเช้ือ         
P. capsici  
 

ทําการประเมินตนเปนโรค ภายหลังการปลูกเช้ือสาเหตุนาน 21 วัน โดยกําหนดระดับความ
รุนแรงตามวิธีการของ Wang (2008) โดยมีรายละเอียดดังนี้  

1 = ไมแสดงอาการเหี่ยว 
2 =  รอยแผลสีน้ําตาล 1-10%  ของลําตนสวนใตใบเล้ียง และ/หรือเหีย่วเล็กนอย 
3 =  รอยแผลสีน้ําตาล 11-50%  ของลําตนสวนใตใบเล้ียง และ/หรือเหี่ยวชัดเจน 
4 =  รอยแผลสีน้ําตาล 50-100% ของลําตนสวนใตใบเล้ียง และ/หรือใบรวง 
5 =  รอยแผลสีน้ําตาลขยายไปยังสวนเหนอืใบเล้ียงหรือตนพริกตาย 
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