
 
บทท่ี 3 

 
อุปกรณและวิธีการ 

 
1. การศึกษาลักษณะอาการและการแยกเชื้อสาเหตุของโรคไฟทอปธอราไบลท                      

ทําการสํารวจและเก็บตัวอยางพริกหวานที่แสดงอาการของโรคไฟทอปธอราไบลท จาก
โรงเรือนเพาะปลูกของเกษตรกร บานมวงคํา ตําบลโปงแยง อําเภอแมริม จังหวัดเชียงใหม  เร่ิมตน
ดวยการสํารวจพริกหวานท่ีแสดงอาการของโรคไฟทอปธอราไบลทภายในโรงเรือนปลูกพริกหวาน 
บันทึกอาการของโรคท่ีเห็นพรอมท้ังถายรูป จากน้ันจึงเก็บตัวอยางโดยนําวัสดุปลูกจากตนท่ีแสดง
อาการของโรคมาศึกษาหาเช้ือสาเหตุตอไป 

1.1 การแยกเชื้อสาเหตุโรคไฟทอปธอราไบลทของพริกหวาน 
           นําตัวอยางของโรคมาทําการแยกเช้ือโดยวิธีตางๆ ดังนี ้ 

1.1.1 วิธีการแยกเช้ือจากช้ินพืชท่ีแสดงอาการของโรคภายในสภาพกลองท่ีมีความช้ืนสูง 
ตนท่ีเกิดโรค 
นําตัวอยางตนพริกหวานท่ีเปนโรคมาตัดบริเวณโคนตนเหนือดิน ฆาเช้ือท่ีผิวดวย

แอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 2 คร้ัง และลางออกดวยน้ํากล่ันฆาเช้ืออีก 2-3 คร้ัง จากนั้นนําไปวางใน
กลองความช้ืนซ่ึงภายในปูดวยกระดาษทิชชู ซ่ึงเทน้ํากล่ันฆาเช้ือลงไปใหพอชุม ปดฝาใหแนน เก็บ
ไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 48 ช่ัวโมง  นําเสนใยของเช้ือท่ีเจริญออกมาจากแผล มาเล้ียงลงบนอาหาร 
PDA (Potato Dextrose Agar)  จานละ 4  ตําแหนงทําในสภาพปลอดเช้ือ  เก็บไวในอุณหภูมิหองเปน
เวลา 2-3 วัน  จากนั้นใช cork borrer  เจาะบริเวณปลายเสนใยขอบโคโลนีมาเล้ียงลงบนอาหาร PDA 
เพื่อใหไดเช้ือท่ีบริสุทธ์ิและเก็บไวศึกษาตอไป 

ผลท่ีเกิดโรค 
นําตัวอยางผลพริกหวานที่เปนโรค มาฆาเช้ือท่ีผิวดวยแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 2 คร้ัง 

และลางออกดวยน้ํากล่ันฆาเช้ืออีก 2-3 คร้ัง จากนั้นนําไปวางในกลองความช้ืนซ่ึงภายในปูดวย
กระดาษทิชชูซ่ึง เทน้ํากล่ันฆาเช้ือลงไปใหพอชุม ปดฝาใหแนน เก็บไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 48 
ช่ัวโมง  ใชเข็มเข่ียเข่ียเสนใยท่ีข้ึนฟูบนบริเวณผลพริกหวาน มาเล้ียงลงบนอาหาร half  PDA จานละ 
4 ตําแหนง เก็บไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 2-3 วัน เม่ือเช้ือเจริญเปนโคโลนีใช cork borrer  เจาะบริเวณ
ปลายของเสนใยท่ีขอบโคโลนีมาเล้ียงลงบนอาหาร PDA  เพื่อใหไดเช้ือบริสุทธ์ิ และพรอมจะนําไป
ทดสอบการเกิดโรคกับตนพริกเพื่อหาสาเหตุของโรคท่ีแทจริงตอไป 
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1.1.2    วิธีการลอเช้ือจากวัสดุปลูก 
ลอเช้ือจากวัสดุปลูกจากตนท่ีแสดงอาการของโรคโดยใชแครอทและพริกหวาน 
ฆาเช้ือท่ีติดมากับผิวของพืชท่ีใชลอเช้ือในวัสดุปลูกดวยแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต ตามดวย

การใชน้ํากล่ันฆาเช้ือลางแอลกอฮอลออก หั่นพืชดวยมีดฆาเช้ือใหช้ินพืชมีรูปรางเปนส่ีเหล่ียมจัตุรัส 
(ลูกเตา) ขนาดประมาณ 1 ลูกบาศกเซนติเมตร นําช้ินพืชไปวางบนวัสดุปลูกใหช้ินพืชจมลงไป
ประมาณ 0.5 เซนติเมตรซ่ึงบรรจุอยูในกลองพลาสติกใส ใสน้ํากล่ันฆาเช้ือลงไปพอดินช้ืนหมาดๆ 
ปดฝาใหสนิท เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง ท้ิงไวนาน 5 วันตรวจดูการเจริญของเช้ือท่ีข้ึนบนช้ินพืชโดย
การทําสไลดและนําไปตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน  จากนั้นใชเข็มเข่ียเข่ียเสนใยท่ีข้ึนบนเหยื่อลอ
ไปเล้ียงลงบนอาหาร half PDA จานละ 4 ตําแหนง เก็บไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 3 วัน ใช cork borrer  
เจาะบริเวณปลายของเสนใยของเช้ือมาเล้ียงลงบนอาหาร half PDA  เพื่อใหไดเช้ือท่ีบริสุทธ์ิ 
 ลอเช้ือจากวัสดุปลูกจากตนท่ีแสดงอาการของโรคโดยใชใบสัปปะรด  

นําใบสัปปะรดมาฆาเช้ือท่ีผิวดวยแอลกอฮอล 70  เปอรเซ็นต  ลางดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ 2-3 
คร้ัง ใชมีดท่ีฆาเช้ือแลว หั่นตรงสวนโคนใบเพ่ือใหมีพื้นท่ีผิวมากท่ีสุด จากนั้นนําช้ินสวนดังกลาว
ไปจุมลงในบีกเกอรท่ีบรรจุสารละลายของวัสดุปลูก (ผสมดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ) ซ่ึงเปนวัสดุปลูกจาก
ตนท่ีแสดงอาการของโรค โดยจุมตรงโคนใบลงไป จากนั้นนําบีกเกอรท่ีมีใบสับปะรดจุมใน
สารละลายวัสดุปลูกใสลงในถุงพลาสติกและมัดปากถุงใหแนน ตรวจผลทุกวันเพื่อดูแผลที่เกิดจาก
การเขาทําลายของเช้ือ Phytophthora sp.   หลังจากนั้น 8 วันนําใบสัปปะรดดังกลาวไปบมเช้ือไวใน
กลองใหความช้ืน  เก็บไวท่ีอุณหภูมินาน 4- 5 วันเพื่อใหเช้ือเจริญออกมาจากแผล  จากนั้นใชเข็มเข่ีย
เข่ียเสนใยบริเวณดังกลาวไปตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน  และนําไปเล้ียงลงบนอาหาร half PDA 
จานละ 4 ตําแหนง เก็บไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 4 วัน ใช cork borrer  เจาะบริเวณปลายของเสนใยเสน
ใยขอบโคโลนีของเช้ือมาเล้ียงลงบนอาหาร half PDA เพื่อใหไดเช้ือบริสุทธ์ิ และพรอมจะนําไป
ทดสอบการเกิดโรคกับตนพริกหวานเพื่อหาสาเหตุของโรคท่ีแทจริงตอไป 

 
1.2 การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคไฟทอปธอราไบลท 
1.2.1 ปลูกเช้ือท่ีใบ  ทําความสะอาดใบใหพรอมสําหรับการปลูกเช้ือ นําเช้ือราท่ีแยกไดเจาะ

ดวย cork borer  วางบนใบพริกหวาน 2 จุด ตอ 1 ใบดานหน่ึงทําแผลอีกดานหน่ึงไมไดทําแผลทํา 5 
ใบตอตน ติดฉลาก (label) ระบุรายละเอียดของเช้ือราท่ีใชปลูกเช้ือ จากนั้นนําไปวางในกระบะ
พลาสติกซ่ึงบรรจุอยูในกลองพลาสติกท่ีภายในใสน้ําเล็กนอย ปดฝาเพื่อทําเปนกลองท่ีมีความช้ืนสูง
สังเกตการเปล่ียนแปลงทุกวัน 
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1.2.2 ปลูกเช้ือท่ีโคนตน  นําช้ินวุน PDA ท่ีมีเช้ือราแตละไอโซเลทเจริญอยู ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร  มาวางบริเวณโคนตนพริกหวานอายุ 2 เดือนท่ีทําแผลและไมทํา
แผล โดยทํา 2 ถุงตอ 1   ไอโซเลท (ถุงทําแผลและไมทําแผล) ติดฉลาก (label) ระบุรายละเอียดของ
เช้ือราท่ีใชปลูกเช้ือ นําไปวางไวในกระบะพลาสติก ใสน้ําลงไปเล็กนอย เก็บไวในถุงพลาสติกมัด
ปากถุงเพื่อทําใหเกิดสภาพความช้ืนสูง สังเกตผลทุกวัน 
 

2. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการจําแนกชนิดของเชื้อ Phytophthora sp.  สาเหตุ
โรคไฟทอปธอราไบลท 

1.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชือ้ Phytophthora sp. บนอาหารเล้ียงเชื้อ 
และภายใตกลองจุลทรรศน  
ศึกษาการเจริญเสนใยของเช้ือ Phytophthora sp. ท่ีอายุ 3 5 7 และ 9 วันบนอาหารเล้ียงเช้ือ  

PDA โดยทําการวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนีในลักษณะแกน X และ Y แลวจึงหาคาเฉล่ีย
การเจริญเติบโต รูปแบบการเจริญของเสนใยบนอาหาร PDA  รูปรางลักษณะของ sporangium  วัด
ขนาดภายใตกลองจุลทรรศนตามวิธีการของ Pongpisutta และ Sangchote (2004) พรอมท้ังทําการ
บันทึกภาพลักษณะโคโลนีท่ีอายุ 10 วันและรูปรางลักษณะของ sporangium ภายใตกลองจุลทรรศน 

2.2 การจําแนกชนิดของเชื้อ Phytophthora sp. 
นําเช้ือ  Phytophthora sp.  ท่ีแยกไดแตละไอโซเลทมาจําแนกชนิดโดยอาศัยเทคนิค PCR 
2.2.1 การเตรียมดีเอ็นเอจากเสนใยของเช้ือ Phytophthora sp. 

2.2.1.1 การเตรียมเสนใยของเช้ือ Phytophthora sp. 
เล้ียงเช้ือ Phytophthora sp. ท่ีแยกไดใหบริสุทธ์ิดวยวิธี single spore isolation ในจานอาหาร

เล้ียงเช้ือ (petri disc) ท่ีมีอาหารเล้ียงเช้ือ Potato Dextrose broth (PDB) เปนเวลา 7 วัน จากนั้นเก็บ
รวบรวมเสนใยเช้ือราโดยตักเอาเสนใยของเช้ือรามาซับใหแหงบนกระดาษทิชชู (tissue) ท่ีผานการ
ฆาเช้ือแลวใชปากคีบ (forcep) ท่ีผานการฆาเช้ือ เม่ือไดเสนใยมากพอสามารถนํามาสกัดดีเอ็นเอได
ทันที หรืออาจเก็บเสนใยท่ีไดไวในตูแชแข็งอุณหภูมิประมาณ -20 องศาเซลเซียส ไดนานจนกวาจะ
นํามาสกัดดีเอ็นเอในข้ันตอไป 

2.2.1.2 การสกัดดีเอ็นเอ 
ช่ังน้ําหนักของเสนใยประมาณ 0.2 กรัม และนําไปใสไวในโกรงท่ีผานการฆาเช้ือแลว 

จากนั้นนําไปแชแข็งท่ีอุณหภูมิ  -80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 -15 นาที บดเสนใยใหละเอียด 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 ใหเขากัน ถายใสหลอด centrifuge 
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นําไปหมุนเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที ดูดของเหลวสวนบน (supernatant) ใสลง
หลอดใหม เติม phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 1:1 สวนผสมใหเขากัน 
จากน้ันนําไปหมุนเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที ไดสารละลายแยกชั้นเปน 2 ช้ัน ให
เก็บสารละลายใสสวนบนใสในหลอดใหม ตกตะกอนดีเอ็นเอดวยการเติม isopropanal เก็บไวท่ี -20 
องศาเซลเซียส  เปนเวลาอยางนอย 2 ช่ัวโมงหมุนเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที เท
ของเหลวสวนบนท้ิง และลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร หมุนเหวี่ยงท่ี 
13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 2 นาที เทของเหลวท้ิง แลวคว่ําหลอดท้ิงไวจนตะกอนแหง เม่ือแหงแลว
ละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย น้ํากล่ันฆาเช้ือปริมาตร 50 ไมโครลิตรเก็บท่ี 20 องศาเซลเซียส เพื่อรอ
การตรวจสอบคุณภาพข้ันตอไป 

2.2.2 การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี agarose gel electrophoresis
 เตรียม agarose gel   1% โดยช่ัง agarose 0.3  กรัม ละลายใหเขากันกับ 1X TBE buffer (Tris 
Borate Buffer) 30 มิลลิลิตร ลงในขวดท่ีเตรียมไว จากนั้นหลอมใหเขากันในไมโครเวฟ จากนั้นรอ
ใหเจล (gel) อุนพอมือจับได แลวจึงเทเจลลงในถาดเจล (gel tray) ท่ีเตรียมไว เสียบหวี (comb) ท่ีมี
จํานวนชองตามตองการลงไปในเจล เพื่อใหเกิดเปนหลุมเล็ก (well) รอจนเจลแข็งตัวแลวจึงดึงหวี
ออกอยางระมัดระวัง จากนั้นนําเจลที่ไดวางลงใน electrophoresis gel tank และเท 1X TBE buffer 
ใหทวมแผนเจลผสม loading buffer 2 ไมโครลิตร กับสารละลายดีเอ็นเอตัวอยาง 7 ไมโครลิตร ให
เขากันแลวหยอดตัวอยางลงในหลุม (well) ปดฝาและเปดสวิตซ electrophoresis gel tank ให
กระแสไฟฟาวิ่งจากข้ัวลบไปข้ัวบวก ดวยความตางศักยไฟฟา 100 โวลตเวลา 20 นาที จากนั้นยอม
แถบดีเอ็นเอดวย ethidium bromide นาน 10 นาที ลางดวยน้ํานาน 10 นาที นําแผนเจลไปตรวจดู
แถบดีเอ็นเอภายใตแสงไวโอเลต และบันทึกภาพดวยเคร่ือง Gel documentation (SYNGRNE; Gene 
Genius Bio Imaging System)  

2.2.3 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction) 
ทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดแยกไดดวย specific primer CAPFW                           

(forward primer) (5’ TTTAGTTGGGGGTCTTGTACC 3’) และ CAPRV2  (reverse primer)       
(5’ TACGGTTCACCAGCCCATCA 3’)  ท่ีพัฒนาโดย Silvar et al. (2005)  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ประกอบดวยสารละลายปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตรดังนี้ 
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สวนประกอบ          ปริมาตร (ไมโครลิตร)   
น้ํากล่ันฆาเช้ือ (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     
ดีเอ็นเอตนแบบ     1     
 ผสมสวนประกอบดังกลาวใหเขากันแลวนาํเขาเคร่ือง 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 
 

จากนั้นทําการตรวจวิเคราะหผลดวยวิธี gel electrophoresis บน 1% agarose gel โดยนํา
ผลผลิตจากการทํา PCR ปริมาตร 5 ไมโครลิตรผสมกับ loading dye 2 ไมโครลิตร แลวแยกขนาด
ของดีเอ็นเอบน 1% agarose gel ใน 1X TBE buffer ดวยเคร่ือง electrophoresis gel tank โดยใชความ
ตางศักยไฟฟา 50 โวลต เวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นยอมแถบดีเอ็นเอดวย ethidium bromide นาน 10 
นาที ลางดวยน้ํานาน 10 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต และบันทึกภาพดวย
เคร่ือง Gel documentation (SYNGRNE ; Gene Genius Bio Imagine System) 

 
3. การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากสวนตางๆของพริกหวาน 

3.1 การเก็บตัวอยางพืช 
เก็บตัวอยางใบ ลําตน ราก และวัสดุปลูกของพริกหวานจากโรงเรือนปลูกพริกหวาน ตําบล    

โปงแยง อําเภอแมริม จังหวัดเชียงใหม โดยเลือกเก็บเฉพาะสวนท่ีสมบูรณ ไมมีการเขาทําลายของ
โรคและแมลงหรือแสดงอาการของโรค 
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3.2 การฆาเชื้อท่ีผวิและการแยกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษจากสวนตางๆ ของพริกหวาน 
นําตัวอยางใบพืชมาลางน้ําใหสะอาด โดยลางผานน้ําไหล (running water) เปนเวลา 30 

นาที จากนั้นผ่ึงลมใหแหง ใชกรรไกรตัดใบ ลําตนและราก ใหมีขนาด 1x1 เซนติเมตร นําช้ินสวน
ของพืชแชในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปนเวลา 2 นาที แลวจึง
ยายแชในแอลกอฮอลความเขมขน 70 เปอรเซ็นต เปนเวลา 5 นาที ลางดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ 3 คร้ัง 
จากนั้นซับช้ินพืชใหแหงดวยกระดาษทิชชูฆาเช้ือ ผ่ึงลมใหแหง วางช้ินพืชจํานวน 15 ช้ินตอ 1 จาน
อาหารบนอาหาร Inhibitory Mold Agar 2 (IMA-2) ท่ีผสมสารคารเบนดาซิม (บาวิสติน 50% เอฟ
แอล) อัตรา 150 ไมโครลิตรตออาหาร IMA-2  150 มิลลิลิตร บมเช้ือไวท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 
1 เดือน ทําการแยกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษใหบริสุทธ์ิโดยใช loop ท่ีลนไฟฆาเช้ือ ยายเช้ือแบคทีเรีย
เอนโดไฟทท่ีเจริญออกมาจากช้ินพืช streak ลงบนอาหาร NA บมไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 24-48 
ช่ัวโมง แลวคัดแยกเช้ือแบคทีเรียโคโลนีเดี่ยวๆ เก็บไวเปน stock culture ในหลอดอาหาร NA บมไว
ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง แลวเก็บไวในตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส   

3.3 การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากผิวใบหรือผิวราก 
นําตัวอยางใบพริกหวานหรือรากพริกหวาน มาแชในน้ํากล่ันท่ีฆาเช้ือ เปนเวลา 10 นาที 

แลวดูดสารละลายดังกลาวมา 0.2 มิลลิลิตร spread plate ลงบนอาหาร NA บมไวท่ีอุณหภูมิหองเปน
เวลา 24-48 ช่ัวโมง แลวคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียโคโลนีเดี่ยว ไปทําการแยกเช้ือใหบริสุทธ์ิตอไป 

3.4 การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในใบและในราก  
นําตัวอยางใบหรือรากพริกหวานมาฆาเช้ือท่ีผิวดวยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต 1 

เปอรเซ็นต  สวนของใบใชเวลา 3 นาที สวนรากใชเวลา 5 นาที จากน้ันทําการบดใบหรือรากใน
โกรงท่ีฆาเช้ือ เติมน้ํากล่ันฆาเช้ือลงไปอัตราสวนใบหรือราก 1 กรัม ตอน้ํา 10 มิลลิลิตร แลวนํา
สารละลายปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร spread plate บนอาหาร NA บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา    
24 - 48 ช่ัวโมง แลวยายเช้ือแบคทีเรียโคโลนีเดี่ยวมา streak plate บนอาหาร NA ใหไดเช้ือท่ีบริสุทธ์ิ
ยิ่งข้ึนเพื่อศึกษาในข้ันตอนตอไป 
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4. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษท่ีมีผลในการยับยัง้การเจริญของเชื้อ 

Phytophthora sp. 
4.1 การทดสอบขัน้ตน 
ทําการคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพโดยเร่ิมจากเล้ียงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ

บนอาหาร PDA โดยลากยาว 4 เซนติเมตร หางจากขอบจานอาหารเล้ียงเช้ือประมาณ 2 เซนติเมตร 
จํานวน 4 ไอโซเลท ตอ 1 จานอาหารเล้ียงเช้ือ ดานละ 1 ไอโซเลท บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 24 - 48 
ช่ัวโมง เพื่อใหเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษเจริญสมบูรณ จากนั้นจึงใช cork borer ท่ีมีขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร เจาะช้ินวุนบริเวณขอบโคโลนีของเช้ือ Phytophthora sp. แตละไอโซเลท 
มาวางตรงกลางจานอาหารใหหางจากเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษแตละไอโซเลท 2 เซนติเมตร บมไวท่ี
อุณหภูมิหอง ทําการทดลอง 2 ซํ้า เม่ือเช้ือสาเหตุโรคในชุดควบคุมเจริญจนเต็มอาหารเล้ียงเช้ือแลว
จึงทําการคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา
สาเหตุโรคไปทดสอบความสามารถในการเปนปฏิปกษตอเช้ือราสาเหตุโรคโดยวิธี dual culture 
ตอไป 

4.2 Dual  Culture 
นําแบคทีเรียปฏิปกษท่ีทําการคัดเลือกแลวในข้ันตนมาทดสอบความสามารถในการเปน

ปฏิปกษท่ีมีผลในการยับยั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุ ดวยวิธี dual culture โดยทดสอบในจานอาหาร
ขนาด 9 เซนติเมตรและนําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษมาเล้ียงลงบนอาหาร PDA โดยลากยาว 4 
เซนติเมตรใหหางจากตําแหนงท่ีจะวางเช้ือสาเหตุ  5 เซนติเมตร บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 24- 48 ช่ัวโมง 
เพื่อใหเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษเจริญสมบูรณ จากนั้นจึงใช cork borer ท่ีมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 
เซนติเมตร เจาะช้ินวุนบริเวณขอบโคโลนีของเช้ือ Phytophthora sp. แตละไอโซเลทวางบนอาหาร 
PDA ท่ีขีดเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษแลว (ภาพ 1) วางแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD โดยทํา
การทดลอง 4 ซํ้า สําหรับชุดควบคุมจะวางเช้ือสาเหตุอยางเดียวในจานอาหารเล้ียงเช้ือ บมเช้ือไวท่ี
อุณหภูมิหอง เม่ือเช้ือสาเหตุโรคในชุดควบคุมเจริญจนมีรัศมี 5 เซนติเมตร จึงบันทึกผลโดยวัดขนาด
รัศมีของโคโลนีเช้ือสาเหตุในชุดควบคุมและชุดทดสอบและนําขอมูลท่ีไดมา คํานวณหาคา
เปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ (percent inhibition of radial growth; PIRG) ตามสูตร (Tronsmo, 
1992) 
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                   ชุดควบคุม           ชุดทดสอบ 
 
 
ภาพ 1 ลักษณะการวัดผลในการเปนปฏิปกษของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษตอเช้ือ   Phytophthora sp.   
          สาเหตุโรคไฟทอปธอราไบลทในพริกหวานโดยวิธี Dual culture (P: Pathogen, B:    
          Antagonistic bacteria, R: Radial growth of Pathogenic fungi) 
 
  สูตรคํานวณเปอรเซ็นตการยบัยั้งการเจริญ (PIRG) 
    

PIRG =                 × 100 
       

   
R1 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคในชุดควบคุม 

  R2 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคในชุดทดสอบ 
 

5. การจําแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ 2 ไอโซเลท ท่ีใหผลในการทดสอบจากข้ันตนท่ีมีประสิทธิภาพสูง

ท่ีสุดในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ P. capsici สาเหตุโรคไฟทอปธอราไบลทของพริกหวานมาทํา
การจําแนกเช้ือโดยอาศัยคุณสมบัติดานสัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางดานชีวเคมีดังนี้ 

5.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียปฏิปกษ 
ศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหาร NA และศึกษาการตดิสีแกรม ขนาด รูปราง การจัดเรียง

ตัวของเซลล โดยการยอมสีแบบแกรมแลวสองดูดวยกลองจุลทรรศน (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 
ศึกษาปฏิกิริยาของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีผลตอสารเคมีท่ีเติมลงในอาหาร (ภาคผนวก ข) 

และดูปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนโดยเปรียบเทียบกับเช้ือมาตรฐานซ่ึงไดแก Bacillus amyloliquefaciens, B. 
megaterium, B.subtilit และ Pseudomonas aeruginosa  (ภาคผนวก ค) 

5.3 การจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียปฏิปกษ  
ทําการจําแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรียดวยเคร่ือง BiologTM Microlog System, Release 4.2 ซ่ึง

ทดสอบการใชแหลงคารบอน (carbon source) ของแบคทีเรียท่ีแตกตางกันจํานวน 95 ชนิด และ
วิเคราะหผลโดยเทียบกับฐานขอมูลมาตรฐาน ซ่ึงไดรับความรวมมือในการตรวจสอบจาก ศูนย
เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม  (ภาคผนวก ง) 
 

6. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษตอการงอกของเมล็ดพริกหวาน 
6.1  การเตรียมเมล็ดพริกหวาน 

 นําเมล็ดพริกหวานพันธุลูกผสม วีกา (Vega 1288) จากบริษัท เพื่อนเกษตรกร จํากัด มาทํา
การฆาเช้ือท่ีผิวตามวิธีการของ Errakhi et al. (2007) โดยแชในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต 2 
เปอรเซ็นต เปนเวลา 3 นาที แลวลางออกดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ 3-4 คร้ัง นําไปผ่ึงใหแหงเปนเวลา 30 
นาที 

6.2 การเตรียมสารแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
ทําการเล้ียงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษท่ีใหประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเช้ือ P. capsici 

สูงสุดจํานวน 2 ไอโซเลท จากนั้นนํามาเพ่ิมปริมาณโดยใช loop ท่ีผานการฆาเช้ือแลวแตะเชื้อ
แบคทีเรีย มา streak ลงบนผิวหนาอาหาร NA ภายใตสภาพปลอดเช้ือ บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 
24-48 ช่ัวโมง จากนั้นนําน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือแลว เทลงในจานอาหาร 20 มิลลิลิตรตอจานอาหาร 
ใชแทงแกวรูปตัวแอล (L) ท่ีฆาเช้ือแลว ขูดแบคทีเรียใหหลุดจากผิวหนาของอาหารเบาๆ แลวเท
รวมกันในบีกเกอรท่ีผานการฆาเช้ือแลว ปรับใหไดความเขมขนประมาณ  108 cfu/มิลลิลิตร  
 6.3 การทดสอบการงอกของเมล็ดพริกหวานบนกระดาษชืน้ 
 นําเมล็ดพริกหวานท่ีฆาเ ช้ือแลว  แชในสารละลายแขวนลอยแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมี
ประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือสาเหตุจากขั้นตอนท่ี 4 จํานวน 2 ไอโซเลท ความเขมขน               
108  cfu/ มิลลิลิตร เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นผ่ึงใหแหงในตูถายเช้ือเปนเวลา 3 ช่ัวโมง กอน
นําไปเพาะบนกระดาษชื้น (blotter method)  โดยนําเมล็ดพริกหวานวางบนกระดาษเพาะในจาน
อาหารเล้ียงเช้ือขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 เซนติเมตร ซ่ึงภายในบรรจุกระดาษกรอง Whatman No.1 
จํานวน 1 แผน ไวดานบนและกระดาษฟาง 3 แผนท่ีชุบน้ําจนชุมไวดานลาง วางเมล็ดพริกหวาน
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จํานวน 25 เมล็ดตอจาน โดยทําการทดลอง 4 ซํ้า ตรวจสอบการงอกของเมล็ดพริกหวานโดยการ
วิเคราะหหาเปอรเซ็นตความงอกของเมล็ดพรอมท้ังช่ังน้ําหนักสดและน้ําหนักแหงเปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุมท่ีแชในน้ํากล่ันฆาเช้ือแทนสารแขวนลอยแบคทีเรียปฏิปกษ 
 

7. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษรวมกับเชื้อรา Trichoderma sp. ในการ 
ควบคุมเชื้อสาเหตุของโรคไฟทอปธอราไบลทของพริกหวานในสภาพเรือนทดลอง 
การเตรียมดินปลูก 
ดินท่ีใชในการทดลองเปนดินผสมท่ีเหมาะในการปลูกพืช นําไปบรรจุลงในถุงพลาสติก 2 

ช้ัน มัดปากถุงใหแนน แลวนําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที เม่ือดินเย็นตัวลงแลวจึงนําไปใชในการทดลองตอไป 

การเตรียมตนกลาพริกหวาน 
นําตนกลาพริกหวานอายุ 30 วัน ท่ีปลูกไวในถาดเพาะกลาบรรจุดินท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลว

มาทําการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษ โดยการยายลงปลูกในกระถางใหมจํานวน 4 
ตนตอกระถาง (บรรจุดินในกระถาง 800 กรัม)   

การเตรียม inoculums ของเชื้อสาเหต ุ(Wang, 2008) 
ทําการเล้ียงเช้ือบนอาหาร carrot agar บมไวท่ีอุณหภูมิหอง ภายใตแสง fluorescent เปน

เวลา 7 วัน จากนั้นจึงแบงช้ินวุนออกเปน 4 สวนเทากัน แตละสวนตัดแบงออกเปนช้ินเล็กๆ ขนาด 
0.5 - 1 เซนติเมตร เติมน้ํากล่ันฆาเช้ือใหทวมนําไปบมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 ช่ัวโมง เทน้ําออก
แลวเติมน้ําใหม นําไปบมท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ช่ัวโมงภายใตแสง fluorescent หลังจากนั้นจึง
ยายไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 ช่ัวโมงเปนเวลา 1 ช่ัวโมงแลวยายมาไวท่ีอุณหภูมิหอง 30-60 นาที เพื่อให 
zoosporangia ปลดปลอย zoospores ทําการตรวจนับจํานวน zoospores ดวย haemacytometer  

การเตรียมสารแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษและเชื้อรา Trichoderma sp. 
ทําการเพิ่มปริมาณเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีใหประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของเช้ือ      

P. capsici  สูงสุด โดยใช loop ท่ีผานการฆาเช้ือแลวแตะเชื้อแบคทีเรีย มา streak ลงบนผิวหนา
อาหาร NA ภายใตสภาพปลอดเช้ือ บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 24-48 ช่ัวโมง จากนั้นนําน้ํากล่ันท่ี
ผานการฆาเช้ือแลว เทลงในจานอาหาร 20 มิลลิลิตรตอจานอาหาร ใชแทงแกวรูปตัวแอล (L) ท่ีฆา
เช้ือแลว ขูดแบคทีเรียใหหลุดจากผิวหนาของอาหารเบาๆแลวเทรวมกันในบีกเกอรท่ีผานการฆาเช้ือ
แลว ปรับใหไดความเขมขนประมาณ  108 cfu/มิลลิลิตร สวนเช้ือรา Trichoderma sp. ไอโซเลท      
T 75 ทําการเพ่ิมปริมาณในเมล็ดขาวฟางท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลว 
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7.1       ทดสอบความเปนพษิตอพืช 
เพื่อใหทราบวาเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีคัดเลือกมา 2 ไอโซเลท จะไมทําใหเกิดโรคหรือ

ยับยั้งการเจริญแกตนพริกหวาน จึงนําเมล็ดพริกหวานที่ฆาเช้ือท่ีผิวแลว ปลูกลงในดินฆาเช้ือซ่ึง
บรรจุในกระบะเพาะ ดูแลรดน้ําอยางสม่ําเสมอจนตนพริกหวานอายุ 30 วัน จึงยายไปปลูกใน
กระถางพลาสติก กระถางละ 4 ตน ทําการทดลองท้ังหมด 4 ซํ้า แลวทดสอบความเปนพิษตอพืชโดย
การราดสารแขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปกษแตละไอโซเลทและผสมระหวางไอโซเลทท้ังสอง
ความเขมขน 108 cfu/มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตรตอตนลงบนตนพืชเปรียบเทียบกับชุดควบคุมซ่ึง
ราดดวยน้ํากล่ัน สังเกตและบันทึกผลหลังการใชสารแขวนลอยของแบคทีเรียปฏิปกษเปนเวลา 28 
วัน 

7.2 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏปิกษรวมกับเชื้อรา       

Trichoderma sp. ในการควบคุมเชื้อ P. capsici  ในสภาพเรือนทดลอง 
ทําการราดสารแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษปริมาตร  10 มิลลิลิตร                           

(10 8 cfu/มิลลิลิตร) ตอกระถาง สวนเช้ือรา Trichoderma sp. ไอโซเลท T 75 จะใชขาวฟางปริมาตร 
20 เมล็ดตอกระถาง หลังจากนั้น 1 วันจึงทําการปลูกเช้ือ P. capsici โดยการราดลงบนกระถาง
ปริมาตร 4 มิลลิลิตร (105 zoospores/มิลลิลิตร) ตอตน แตละการทดลองใชแผนการทดลองแบบ 
Randomize Complete Block Design (RCBD) มี 20 ซํ้า และ 8 กรรมวิธีการทดลองโดยมีรายละเอียด
ของแตละกรรมวิธีดังนี้  

กรรมวิธีท่ี     1 ชุดควบคุม 1 ปลูกพริกหวานลงในกระถางท่ีบรรจุดินท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือ 
กรรมวิธีท่ี     2 ชุดควบคุม 2 ราดนํ้ากล่ันฆาเช้ือท่ีไดจากการเทลงบนผิวหนาอาหาร NA  

แลวปลูกพริกหวานในดินท่ีมีเช้ือ P. capsici 
กรรมวิธีท่ี     3 ราดโคนตนพริกหวานดวยแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทท่ี 1 แลวปลูกในดิน 

ท่ีมีเช้ือ P. capsici  
กรรมวิธีท่ี     4 ราดโคนตนพริกหวานดวยแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทท่ี 1 รวมกับเช้ือ  

Trichoderma sp.  T 75 แลวปลูกในดนิท่ีมีเช้ือ P. capsici  
กรรมวิธีท่ี     5 ราดโคนตนพริกหวานดวยแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทท่ี 2 แลวปลูกในดิน 

ท่ีมีเช้ือ P. capsici  
กรรมวิธีท่ี     6 ราดโคนตนพริกหวานดวยแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทท่ี 2 รวมกับเช้ือ  

Trichoderma sp.  T 75 แลวปลูกในดนิท่ีมีเช้ือ P. capsici  
กรรมวิธีท่ี     7 ราดโคนตนพริกหวานดวยสวนผสมระหวางแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท   

ท่ี 1 และ 2 แลวปลูกในดินท่ีมีเช้ือ P. capsici  
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กรรมวิธีท่ี     8 ราดโคนตนพริกหวานดวยสวนผสมระหวางแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทท่ี  

1 และ 2 รวมกับเช้ือ Trichoderma sp.  T 75  แลวปลูกในดินท่ีมีเช้ือ         
P. capsici  
 

ทําการประเมินตนเปนโรค ภายหลังการปลูกเช้ือสาเหตุนาน 21 วัน โดยกําหนดระดับความ
รุนแรงตามวิธีการของ Wang (2008) โดยมีรายละเอียดดังนี้  

1 = ไมแสดงอาการเหี่ยว 
2 =  รอยแผลสีน้ําตาล 1-10%  ของลําตนสวนใตใบเล้ียง และ/หรือเหีย่วเล็กนอย 
3 =  รอยแผลสีน้ําตาล 11-50%  ของลําตนสวนใตใบเล้ียง และ/หรือเหี่ยวชัดเจน 
4 =  รอยแผลสีน้ําตาล 50-100% ของลําตนสวนใตใบเล้ียง และ/หรือใบรวง 
5 =  รอยแผลสีน้ําตาลขยายไปยังสวนเหนอืใบเล้ียงหรือตนพริกตาย 

 
สถานท่ีดําเนินการวิจัยและรวบรวมขอมูล 

1. โรงเรือนปลูกพริกหวานของเกษตรกร ในพื้นท่ีบานมวงคํา ตําบลโปงแยง อําเภอแมริม  
จังหวดัเชียงใหม 

2. หองปฏิบัติการวิจยัและเทคโนโลยีชีวภาพ สาขาวิชาโรคพืช ภาควิชากฏีวิทยาและ   
โรคพืช คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

3. หองปฏิบัติการกลาง ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร สํานกัพัฒนาบัณฑติศึกษาและวจิยั 
ดานวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี สํานักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา 

 
ระยะเวลาในการดําเนินการวิจัย 
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