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บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 

3.1 การศึกษา การแยกเชื้อสาเหตุโรค และทดสอบความสามารถของเชื้อสาเหตุโรครากและโคนเนา
โรคเห่ียวเหลือง และโรคเหี่ยวเขียวของมะเขือเทศ 

ทําการศึกษาลักษณะอาการจากตนมะเขือเทศท่ีแสดงอาการของโรคทางดินท่ีเก็บตัวอยาง
มาจากแปลงเกษตรกรในพ้ืนท่ีโครงการขยายผลโครงการหลวงสบโขง ตําบลสบโขง อําเภออมกอย 
จังหวัดเชียงใหม  ทําการศึกษาลักษณะอาการและบันทึกรายละเอียดของโรค 

3.1.1   การแยกเชื้อสาเหตุโรค และศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อสาเหตุโรคทาง
ดินของมะเขือเทศ 

นําตัวอยางของโรคมาทําการแยกเช้ือโดยวิธีตางๆดังนี้ 
3.1.1.1 วิธีแยกเช้ือจากช้ินสวนพืชท่ีแสดงอาการของโรคภายในสภาพกลองท่ีมีความช้ืนสูง 
(moist chamber) 
 นําตัวอยางตนมะเขือเทศที่แสดงอาการของโรคทางดินมาตัดบริเวณโคนตนเหนือดิน ฆา

เช้ือท่ีผิวดวยแอลกอฮอล 70 เปอรเซ็นต 2 คร้ัง และลางออกดวยน้ํากล่ันฆาเช้ืออีก 2-3 คร้ัง จากนั้น
นําไปวางในกลองความช้ืนซ่ึงภายในมีสําลี ซ่ึงเทน้ํากล่ันฆาเช้ือลงไปใหพอชุม ปดฝาใหแนน เก็บ
ไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 48 ช่ัวโมง นําเสนใยของเช้ือท่ีเจริญออกมจากแผล มาเล้ียงลงบนอาหาร PDA 
(Potato Dextrose Agar) เก็บไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 2-3 วัน จากน้ันใช cork borer เจาะบริเวณ
ปลายเสนใยขอบโคโลนีมาเล้ียงลงบนอาหาร PDA เพื่อใหไดเช้ือท่ีบริสุทธ์ิ และเก็บไวศึกษาตอไป 

3.1.1.2 วิธีการแยกช้ินสวนพืชท่ีแสดงอาการของโรคโดยวิธี tissue transplanting method  
นําตัวอยางตนมะเขือเทศท่ีแสดงอาการของโรคทางดินมาตัดบริเวณโคนตนเหนือดิน มาตัด

เปนช้ินเล็กๆ ประมาณ 2x2 มิลลิเมตร โดยตัดบริเวณริมแผลตรงรอยตอระหวางสวนท่ีเปนแผลและ
สวนท่ีเปนเนื้อเยื่อปกติ จากนั้นนํามาแชดวย clorox 10% นาน 3 นาที แลวนําไปวางบนอาหาร PDA 
บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหอง จนกระท่ังมีการเจริญของเสนใยของเช้ือราเกิดข้ึนบริเวณรอบช้ินสวนพืช 
จึงยายเช้ือราดังกลาวลงบนอาหาร PDA จานใหม 1-2 คร้ัง จนไดเช้ือบริสุทธ์ิ และเก็บไวศึกษาตอไป 

 
 



18 
 

3.1.1.3 วิธีการแยกเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคโดยวิธี Streak Plate 
นําตัวอยางตนมะเขือเทศท่ีแสดงอาการของโรคทางดินมาตัดบริเวณโคนตนเหนือดิน ใชมีด

ท่ีฆาเช้ือแลวตัดตามขวางของลําตน ลางช้ินสวนพืชใน clorox 10% นาน 2-5 นาที ข้ึนอยูกับความ
หนาของช้ินพืช ลางในน้ํากล่ันฆาเช้ืออีกคร้ังหนึ่ง แลววางช้ินสวนพืชในหยดน้ํากล่ันท่ีฆาเช้ือแลว 
และทําใหเนื้อเยื่อพืชแตกโดยการบดหรือใชมีดสับใหละเอียดท้ิงไว 5 นาที เพื่อใหเช้ือออกมาในนํ้า 
แลวใช loop ท่ีลนไฟฆาเช้ือแลวมาแตะของเหลวท่ีไดจากการบด มาทําการ streak บนอาหารเล้ียง
เช้ือ TZC หลังจากนั้นนําไปบมไวท่ี 25 – 28 องศาเซลเซียส หรืออุณหภูมิหอง และทําการแยกเช้ือ
ใหบริสุทธ์ิเพื่อใชในการศึกษาตอไป 

หลังจากนั้นนําเช้ือราสาเหตุโรคตาง ๆท่ีแยกได มาทําการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของ
เช้ือ โดยศึกษาลักษณะการเจริญของเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ ตรวจดูลักษณะเสนใย และสปอรของ
เช้ือภายใตกลองจุลทรรศน    สําหรับเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคที่แยกได ทําการศึกษาลักษณะการ
เจริญ สีของโคโลนีของเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ และศึกษารูปราง ขนาด การจัดเรียงตัวของเซลล และ
การติดสี โดยการยอมสีแบบแกรม แลวสองดูภายใตกลองจุลทรรศน (ภาคผนวก ก) 

3.1.2     การทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรค (Pathogenicity test) ของเชื้อสาเหตุ
โรค 

เตรียมตนมะเขือเทศ โดยการเพาะจากเมล็ด และเตรียมเช้ือรา S. rolfsii และ F. oxysporum 
f. sp. lycopersici ท่ีแยกไดจากตนมะเขือเทศท่ีแสดงอาการของโรค โดยนําเอา mycelial disc ของ
เช้ือราสาเหตุโรคท่ีเจาะดวย cork borer มาเล้ียงเช้ือบนขาวฟาง บมเช้ือไว 7 วัน ท่ีอุณหภูมิหอง 
หลังจากนั้นนําเมล็ดขาวฟางท่ีมีเช้ือราสาเหตุโรคทําการทดสอบความสามารถในการเกิดโรคบนตน
กลามะเขือเทศ โดยการคลุกเมล็ดขาวฟางลงบนบริเวณโคนตน จากน้ันนําไปบรรจุในถุงพลาสติก
ในสภาพท่ีมีความช้ืนสูง แลวทําการสังเกตการเปล่ียนแปลง บันทึกระยะการเกิดโรค และลักษณะ
อาการของโรค  

สําหรับการทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรคของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรค โดยนํา 
suspension ของเช้ือแบคทีเรีย ซ่ึงทําการวัดคาความขุนของเซลลดวย spectrophotometer ท่ีความยาว
คล่ืนแสง 600 นาโนเมตร ปรับคาความขุนของเซลล (O.D.) ใหได 1.0 ซ่ึงจะมีจํานวนแบคทีเรีย
ประมาณ 8 x 108 cfu/ml  จากนั้นราดลงบริเวณโคนตนกลามะเขือเทศ จากนั้นนําไปบรรจุใน
ถุงพลาสติกในสภาพท่ีมีความชื้นสูง แลวทําการสังเกตการเปล่ียนแปลง บันทึกระยะการเกิดโรค  
และทําการตรวจสอบชนิดของเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum ดวยชุดตรวจสอบ Agristrip ของ
บริษัท BIOREBA, Switzerland  โดยนํา suspension ของเช้ือแบคทีเรียท่ีจะทดสอบหยดลงใน 
cuvette 1 หยด จากนั้นเติม extraction buffer ลงไป 3 หยด   แลววางแถบทดสอบลงใน cuvette นาน 
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10-15 นาที แลวสังเกตแถบสีท่ีเกิดข้ึน ผลบวกจะเกิดแถบสีแดงสองเสน ผลลบจะเกิดแถบสีแดง
หนึ่งเสน 

 
3.2 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรค
ทางดินในสภาพหองปฏิบัติการ 

3.2.1 การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษจากดินบริเวณรอบรากพริกกะเหร่ียงและมะเขือเทศ 
แยกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษจากตัวอยางดินรอบรากมะเขือเทศ และพริกกะเหร่ียงทําการแยก

แบคทีเรียปฏิปกษโดยวิธี soil dilution plate บนอาหารเล้ียงเช้ือ NA  เร่ิมจากการนําดินท่ีตองการ
แยกเช้ือมาจํานวน 1 กรัม ใสลงใน tube ท่ีมีน้ํากล่ันฆาเช้ือ 10 มิลลิลิตร เขยาใหดินกระจายตัว  
ตอจากน้ันท้ิงสารแขวนลอยของดินใหตกตะกอนแลวจึงใช pipette ดูดมา 1 มิลลิลิตร นําไปเจือจาง
ดวยน้ํากล่ันนึ่งฆาเช้ือ 9 มิลลิลิตร อีกคร้ัง เขยาใหเขากัน แลวเจือจางตอไปแบบเดิม แลวนําระดับ
ความเขมขนท่ี 10-4, 10-5   มา 0.1 มิลลิลิตรของสารแขวนลอยดินไปเล้ียงเช้ือบนอาหาร NA ท่ีเตรียม
ไวดวยวิธี spread plate บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหอง 3 วัน รอจนกระท่ังมีเช้ือแบคทีเรียเจริญออกมา ทํา
การคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษโคโลนีเดี่ยว ๆ โดยนํามา streak ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ NA เพื่อให
ไดเช้ือบริสุทธ์ิ และทําการเพ่ิมปริมาณเช้ือ เพื่อเก็บไวศึกษาในข้ันตอนตอไป  

3.2.2 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุ
โรคโดยการเล้ียงรวมกับเชื้อสาเหตุโรค 

นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษจาก stock culture ในขอ 3.2.1 ท่ีเตรียมไวมาทดสอบเพ่ือหา
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุโรค เร่ิมจากการเพ่ิมปริมาณเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษจาก stock culture เพื่อนํามาใชในการทดสอบรวมกับเช้ือสาเหตุโรค โดยเช้ือราสาเหตุโรค
ทําการทดสอบดวยวิธี Dual culture เร่ิมจากใช cork borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 4  มิลลิเมตร เจาะ
เสนใยของเช้ือราสาเหตุโรคบริเวณขอบโคโลนีวางบนอาหารเล้ียงเชื้อ PDA โดยวางหางจากขอบ
จานอาหารเล้ียงเช้ือ 2.0 เซนติเมตร จากน้ันจึงนํากระดาษกรองท่ีตัดเปนวงกลม (paper disc) ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร แตะลงบนผิวหนาอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทตาง ๆ 
แลวนํามาวางลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ในดานตรงขามกับเช้ือราสาเหตุโรค โดยเวนระยะหางจาก
ขอบจานอาหาร 2.0 เซนติเมตร สําหรับชุดควบคุมใชน้ํากล่ัน (ภาพ 1) วางแผนการทดลองแบบ 
LSD (Least Significant Difference)โดยทําการทดลอง 5 ซํ้า     จากนั้นนําไปบมเช้ือไวท่ี
อุณหภูมิหอง สังเกตการเปล่ียนแปลง บันทึกผลเม่ือเช้ือราสาเหตุโรคในชุดควบคุมเจริญจนมีรัศมี 5 
เซนติเมตร โดยวัดขนาดรัศมีของโคโลนีเช้ือสาเหตุในชุดควบคุมและชุดทดสอบ และนําขอมูลท่ีได  
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     Pathogen 

                   Antagonistic bacteria 
        Distilled water (Control) 
                  R : Radial growth of pathogenic fungi 

 
ภาพ 1 ลักษณะการวัดผลในการเปนปฏิปกษของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษตอเช้ือราสาเหตุโรค 

โดยวิธี Dual Culture  

สูตรคํานวณเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ (PIRG)          =     R1 – R2     x 100 

 
R1 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคในชุดควบคุม 
 R2 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคในชุดทดสอบ 
   
 
 
 
 

R1 
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มาคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ (Percent inhibition of radial growth; PIRG) ตามสูตร 
(Tronsmo, 1992) ดังภาพ 1 

สําหรับเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรค ทําการทดสอบโดยวิธี Disc Diffusion เร่ิมแรกเตรียมสาร
แขวนลอยของเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum โดยการใชน้ํากล่ันฆาเช้ือปริมาตร 10 มิลลิลิตรเทลง
ในจานอาหารเล้ียงเช้ือ R. solanacearum อายุ 24-48 ช่ัวโมง แลวใชแทงแกวรูปตัวแอล (L) ท่ีฆาเช้ือ
แลว ขูดเช้ือแบคทีเรียใหหลุดจากผิวหนาอาหารเบา ๆ แลวเทรวมกันในบีกเกอรท่ีผานการฆาเช้ือ 
นําไปวัดคาความขุนของเซลลดวย spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืนแสง 600 นาโนเมตร ปรับคา
ความขุนของเซลล (O.D.) ใหได 1.0 ซ่ึงจะมีจํานวนแบคทีเรียประมาณ 8 x 108 cfu/ml จากน้ันใช
สารแขวนลอยแบคทีเรียท่ีได ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เทลงบนอาหารเล้ียงเชื้อ NA ท่ีหลอมไวแลว 
ผสมเช้ือและอาหารใหเขากัน แลวเททับลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเทอาหาร NA ท้ิงไว รอจน
อาหารเย็นและแข็งตัว  แลวจึงนํากระดาษกรองท่ีตัดเปนวงกลม (paper disc) ขนาดเสนผาศูนยกลาง 
0.5 เซนติเมตร วางบนผิวหนาอาหาร จํานวน 4 ช้ิน ตอ 1 จาน หยด suspension  ของเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปกษลงบนกระดาษกรองชิ้นละ 20 μl ในแตละไอโซเลท โดยในชุดควบคุมใชน้ํากล่ันฆาเช้ือ
หยดแทน (ภาพ2) บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหอง ทําการบันทึกผล โดยวัดขนาดเสนผาศูนยกลาง
แผนกระดาษกรองรวมบริเวณใส (clear zone) ท้ังแนวต้ังและแนวนอนของการทดสอบในแตละ   
ไอโซเลท นําคาท่ีไดมาคํานวณหาความกวางบริเวณใส ดังภาพ 2 
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      Pathogen 

                     Antagonistic bacteria 

                  Distilled water (Control) 

                      Clear zone around the colony 

 
 

ภาพ 2 ลักษณะการวัดผลในการเปนปฏิปกษของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษตอเช้ือแบคทีเรีย
สาเหตุโรค โดยวิธี Disc Diffusion 

 
คํานวณหาความกวางบริเวณใสโดย 

 
ความกวางของบริเวณใส (มิลลิเมตร) = เสนผาศูนยกลางกระดาษกรองรวมบริเวณใส (มิลลิเมตร) – ความกวางของโคโลนีเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ 
                               2 
 

 
 
 
 
 
 
 

D 

D 

A A 

A 

A 



23 
 

3.3 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางดานชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
3.3.1 การศึกษาคุณสมบัติทางดานชีวเคมี 
นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลทตางๆ มาทดสอบคุณสมบัติทางดานชีวเคมี ในการผลิต

เอนไซม 6 ชนิด คือ เซลลูเลส (cellulase), ฟอสฟาเตส (Phosphatase), ไคติเนส (Chitinase),    อะ
ไมเลส (Amylase), ยูรีเอส (Urease) และแคตาเลส (Catalase) โดยการศึกษาปฏิกิริยาของเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีผลตอสารเคมีท่ีเติมลงในอาหาร (ภาคผนวก ก) ทําการทดสอบโดยการนํา
กระดาษกรองท่ีตัดเปนวงกลม (paper disc) ขนาดเสนผาศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตรแตะกับเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษ แลวนําไปวางบนผิวหนาอาหารรวมกับชุดควบคุมท่ีใชน้ํากล่ันบนอาหารทดสอบ
แตละชนิด และทําการบันทึกผลโดยการตรวจดู clear zone ท่ีเกิดข้ึนของแบคทีเรียปฏิปกษแตละไอ
โซเลท สําหรับการทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซมแคตาเลส ทําการตรวจสอบโดยดูการ
เกิดฟองกาซ ดังนี้ 

3.3.1.1 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการผลิตเอนไซม    
เซลลูเลส 

ทําการทดสอบบนอาหาร Carboxymethyl Cellulose Agar (CMC) (ภาคผนวก ก) 
แลวบมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24-48  ช่ัวโมง  จากน้ันนํามาทดสอบโดยวิธี congo 
red test  พบวาเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมชนิดนี้ไดจะปรากฏผลของการเกิดวงใส
รอบ ๆโคโลนีของเช้ือ 

3.3.1.2 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการผลิตเอนไซม    
ฟอสฟาเตส 

ทําการทดสอบบนอาหาร Czapek’s medium (ภาคผนวก ก)  บมเช้ือไวท่ี
อุณหภูมิหองเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง  พบวาเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมชนิดนี้ได
จะเกิดวงใสรอบ ๆโคโลนีของเช้ือ 

3.3.1.3 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการผลิตเอนไซม       
ไคติเนส 

ทําการทดสอบบนอาหาร Colloidal Chitin Agar  (CCA) (ภาคผนวก ก)  บมเช้ือไว
ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง พบวาเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมชนิดนี้ได
จะเกิดวงใสรอบ ๆโคโลนีของเช้ือ 
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3.3.1.4 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการผลิตเอนไซม       
อะไมเลส 

ทําการทดสอบบนอาหาร starch agar (ภาคผนวก ก)  บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหองเปน
เวลา 24-48 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาทดสอบดวยสารละลายไอโอดีน พบวาเช้ือแบคทีเรียท่ี
สามารถผลิตเอนไซมชนิดนี้ไดจะสรางวงใสรอบ ๆโคโลนีของเช้ือ  

3.3.1.5 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการผลิตเอนไซมยูรีเอส 
ทําการทดสอบบนอาหารวุนเอียง urea agar (ภาคผนวก ก)  บมเช้ือไวท่ี

อุณหภูมิหองเปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง พบวาเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตเอนไซมชนิดนี้ได 
อาหารจะเปล่ียนสีจากสีเหลืองเปนสีบานเย็น 

3.3.1.6 การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการผลิตเอนไซม       
แคตาเลส 

ทําการทดสอบโดยการ หยด H2O2 ลงบนสไลด 1 หยด ใชหวงถายเช้ือเข่ียเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษแตละไอโซเลทลงไป ทําการผสมใหเขากัน จะพบการเกิดฟองกาซใน
แบคทีเรียปฏิปกษท่ีสามารถผลิตเอนไซมชนิดนี้ได (ภาคผนวก ค) 

 
 3.3.2 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

ทําการคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือ
สาเหตุโรคและมีคุณสมบัติทางชีวเคมีท่ีดีจํานวน 5 ไอโซเลทมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ดังนี้ 

ศึกษาลักษณะการเจริญบนอาหาร NA และศึกษารูปราง ขนาด การจัดเรียงตัวของเซลล 
และการติดสี โดยการยอมสีแบบแกรม แลวสองดูดวยกลองจุลทรรศน 

วิธีการยอมสีแบบแกรม (gram’s stain) เร่ิมจากทําความสะอาดสไลด เช็ดใหแหง แลว 
smear โคโลนีของแบคทีเรียปฏิปกษท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ โดยใช loop จุมน้ําแตะลงบน
สไลด 1-2 loop แลวใช loop ท่ีฆาเช้ือแลว เข่ียเช้ือมาเพียงเล็กนอย แตะเช้ือลงบนหยดน้ํา แลวเกล่ีย
เช้ือใหกระจายออกเปนวงเล็ก ๆ ท้ิงใหแหง จากน้ันทําการตรึง (fixing of the smear) เพื่อทําใหเซลล
แบคทีเรียติดแนนกับสไลด โดยการนําสไลดลนผานเปลวไฟอยางรวดเร็ว 2-3 คร้ัง แลวหยดสี 
crystal violet ใหทวมรอย smear ท้ิงไวนาน 1 นาที เทสีท้ิง หลังจากนั้นหยดสารละลายไอโอดีนให
ทวมรอย smear ท้ิงไวนาน 1 นาที หลังจากน้ันเทสารละลายไอโอดีนท้ิง แลวชะดวยแอลกอฮอล 
95% นาน 15 วินาที ลางผานน้ําไหลเบา ๆ หยดสี safranin O ใหทวมรอย smear ท้ิงไวนาน 1 นาที 
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เทสีท้ิง ลางดวยน้ํา แลวซับดวยกระดาษซับ วางท้ิงไวใหแหง นําไปตรวจดูกลองจุลทรรศน 
(ภาคผนวก ก) ตรวจดูลักษณะการติดสีแบบแกรม รูปราง การเรียงตัวของแบคทีเรีย 
 
3.4 การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษตอการงอกของเมล็ดมะเขือเทศ 

นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรค
และมีคุณสมบัติทางชีวเคมีท่ีดีจํานวน 5 ไอโซเลทท่ีคัดเลือกมาทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษตอการงอกของเมล็ดมะเขือเทศ 
 3.4.1 การเตรียมเมล็ดมะเขือเทศ 
 นําเมล็ดมะเขือเทศพันธุลูกผสมทับทิมแดง ของบริษัท เพ่ือนเกษตรกร จํากัด มาทําการฆา
เช้ือท่ีผิว แชในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรต 2 เปอรเซ็นต เปนเวลา 3 นาที แลวลางออกดวยน้ํา
กล่ันฆาเช้ือ 3-4 คร้ัง นําไปผ่ึงใหแหงเปนเวลา 30 นาที 
 3.4.2 การเตรียมสารแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
 ทําการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษบนอาหารเล้ียงเช้ือ NA  จากน้ันทําการเพิ่มปริมาณโดยใช 
loop ท่ีผานการฆาเช้ือแลวแตะเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษมา streak ลงบนผิวหนาอาหาร NA ภายใต
สภาพปลอดเชื้อ บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 24-48 ช่ัวโมง จากนั้นนําน้ํากล่ันท่ีผานการฆาเช้ือ
แลว เทลงในจานอาหาร 20 มิลลิลิตรตอจานอาหาร ใชแทงแกวรูปตัวแอล (L) ท่ีฆาเช้ือแลว ขูด
แบคทีเรียใหหลุดจากผิวหนาของอาหารเบาๆ แลวเทรวมกันในบีกเกอรท่ีผานการฆาเช้ือแลว ใหได 
แบคทีเรียประมาณ 8 x 108 cfu/ml ของแตละไอโซเลท 
 3.4.3 การทดสอบการงอกของเมล็ดมะเขือเทศบนกระดาษชื้น 
 นําเมล็ดมะเขือเทศท่ีฆาเช้ือแลว แชในสารละลายแขวนลอยแบคทีเรียปฏิปกษเปนเวลา 24 
ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําไปผ่ึงใหแหงในตูถายเช้ือ กอนนําไปเพาะในกระดาษชื้น (blotter method) 
โดยนําเมล็ดมะเขือเทศวางบนกระดาษเพาะในจานอาหารเล้ียงเช้ือขนาดเสนผานศูนยกลาง 9 
เซนติเมตร ซ่ึงภายในบรรจุกระดาษกรอง Whatman No.1 จํานวน 1 แผน ไวดานบน และกระดาษ
ฟาง 3 แผนท่ีชุบน้ํากล่ันฆาเช้ือจนชุมไวดานลาง วางเมล็ดมะเขือเทศจํานวน 20 เมล็ดตอจาน โดยทํา
การทดลอง 3 ซํ้า ตรวจสอบการงอกของเมล็ดมะเขือเทศ โดยการวิเคราะหหาเปอรเซ็นตความงอก
ของเมล็ดพรอมท้ังช่ังน้ําหนักสดและน้ําหนักแหงเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีแชในน้ํากล่ันฆาเช้ือ
แทนสารแขวนลอยแบคทีเรียปฏิปกษ 
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3.5 การนําเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีความสามารถการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคมาพัฒนา
เปนผลิตภัณฑในรูปแบบสารชีวภัณฑ ประเมินความสามารถของสารชีวภัณฑในการควบคุมเชื้อ
สาเหตุโรค และการทดสอบความมีชีวิตของสารชีวภัณฑท่ีผลิตได 
 3.5.1  การพัฒนาผลิตภัณฑในรูปแบบสารชีวภัณฑ    

นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรค 
คือ ไอโซเลท TKC1, TKC7, TKC10 และCMM11 และเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีคุณสมบัติทาง
ชีวเคมีท่ีดี คือ ไอโซเลท CMM13 มาผลิตเปนสารชีวภัณฑพัฒนาเปนรูปแบบตาง ๆ  โดยเล้ียงเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษบนอาหารเล้ียงเช้ือ NA ท้ิงไวขามคืน หลังจากนั้นทําการเพ่ิมปริมาณแบคทีเรีย
โดยนําน้ํากล่ันฆาเช้ือใสลงไปในจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเล้ียงแบคทีเรียไว 5 มิลลิลิตร แลวยายลงเล้ียง
ในอาหารเหลว NB ท่ีมีสวนประกอบกลูโคส 2 เปอรเซ็นต นําไปเขยาดวยความเร็ว 130 rpm ภายใต
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วันสําหรับแบคทีเรียปฏิปกษแกรมบวก และเขยาเปนเวลา 2 
วันสําหรับแบคทีเรียปฏิปกษแกรมลบ นําไปวัดคาความขุนของเซลลดวย spectrophotometer ท่ี
ความยาวคล่ืนแสง 600 นาโนเมตร ปรับคาความขุนของเซลล (O.D.) ใหได 1.0 จากนั้นนําเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษไปผสมกับสวนประกอบตางๆตามสูตรของสารชีวภัณฑในแตละรูปแบบ โดย
รายละเอียดในการผสมสวนประกอบตาง ๆของสารชีวภัณฑสําหรับแบคทีเรียในอาหารเหลว
ปริมาตร 1 ลิตร ดังนี้ 

3.5.1.1 การผลิตสารชีวภัณฑในรูปแบบผง (Wettable powder; WP) 
 สูตรท่ี 1 แปงขาวโพด 800 กรัม น้ํามันถ่ัวเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส 100 กรัม 
 สูตรท่ี 2 แปงขาวเจา 800 กรัม น้ํามันถ่ัวเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส 100 กรัม 

สูตรท่ี 3 Microcrystalline cellulose (MCC) 800 กรัม น้ํามันถ่ัวเหลือง 5 มิลลิลิตร 
และซูโครส 100 กรัม 

ผลิตโดยนําสวนผสมในแตละสูตรไปทําใหแหงโดยใชเตาอบภายใตอุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนําไปปนใหเปนผงดวยเคร่ือง blender  และ
เก็บไวภายใตอุณหภูมิหองจนกวาจะใชงาน 

3.5.1.2 การผลิตสารชีวภัณฑในรูปแบบสารละลายเขมขน (Soluble concentrate; 
SL) โดยใชปริมาณแบคทีเรียในอาหารเหลวปริมาตร 1 ลิตร 

รูป supernatant  
สูตรท่ี 1  แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และเอทานอล 5 มิลลิลิตร 
สูตรท่ี 2  แปงขาวเจา 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และเอทานอล 5 มิลลิลิตร 
สูตรท่ี 3  MCC 50 กรัม tween 20 8 มิลลิลิตร และเอทานอล 5 มิลลิลิตร  
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รูป cell pellet  
สูตรท่ี 1  แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และเอทานอล 5 มิลลิลิตร 
สูตรท่ี 2  แปงขาวเจา 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และเอทานอล 5 มิลลิลิตร 
สูตรท่ี 3  MCC 50 กรัม tween 20 8 มิลลิลิตร และเอทานอล 5 มิลลิลิตร (ตาราง 3) 
ผลิตโดยนําเช้ือแบคทีเรียในอาหารเหลวไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 5000 rpm นาน 

10 นาที เพื่อแยกแบคทีเรีย หลังจากนั้นนําแบคทีเรียในรูป supernatant ผสมเขากับ
สวนผสมตามสูตรรูปแบบ supernatant แลวเก็บไวภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสจนกวา
จะนํามาใชงาน สําหรับแบคทีเรียในรูป pellet ทําการ resuspended ดวย saline (0.75% 
NaCl) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร แลวผสมกับสวนผสมในสูตรรูป cell pellet แลวเก็บไวภายใต
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสจนกวาจะนํามาใชงาน 

3.5.1.3 การผลิตสารชีวภัณฑในรูปแบบสารละลายน้ํามัน (Emulsifiable 
concentrate; EC) โดยใชปริมาณแบคทีเรียในอาหารเหลวปริมาตร 1 ลิตร 
 สูตรท่ี 1  น้ํามันถ่ัวเหลือง 1 ลิตร ซูโครส 75 กรัม และ tween 20 0.75 มิลลิลิตร 

ผลิตโดยนําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษในอาหารเหลวผสมในสวนผสมตามสูตร แลว
เก็บไวภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสจนกวาจะนํามาใชงาน (ตาราง 3) 
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ตาราง 3 สวนประกอบของสูตรชีวภัณฑในรูปแบบผง สารละลายเขมขน และสารละลายนํ้ามันท่ี
ผลิตจากเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษจํานวน 5 ไอโซเลท 

 
สูตรสารชีวภัณฑ 

สวนประกอบสําหรบัแบคทีเรียในอาหารเหลวปริมาตร 1 ลติร 
รูปแบบ ไอโซเลท ชื่อสูตร 

ผง 

 
TKC1 

 

T01C 
 

T01R 
 

T01M 

แปงขาวโพด 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส 100 
กรัม 
แปงขาวเจา 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส   
100 กรัม 
Microcrystalline cellulose (MCC) 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง   
5 มิลลิลิตร และซูโครส 100 กรัม 

 
TKC7 

 

T07C 
 

T07R 
 

T07M 

แปงขาวโพด 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส 100 
กรัม 
แปงขาวเจา 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส   
100 กรัม 
MCC 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส 100 กรัม 

 
TKC10 

 

T10C 
T10R 
T10M 

แปงขาวโพด 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส   
100 กรัม 
แปงขาวเจา 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส   
100 กรัม 
MCC 1000 กรัม น้ํามันพืช 5 มิลลิลิตร และซูโครส 100 กรัม 

 
CMM11 

 

C11C 
 

C11R 
 

C11M 

แปงขาวโพด 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส   
100 กรัม 
แปงขาวเจา 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส   
100 กรัม 
MCC 1000 กรัม น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส 100 กรัม 

 
CMM13 
 

C13C 
 

C13R 
 

C13M 

แปงขาวโพด 1000 กรัม, น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส 
100 กรัม 
แปงขาวเจา 1000 กรัม, น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส   
100 กรัม 
MCC 1000 กรัม, น้ํามันถั่วเหลือง 5 มิลลิลิตร และซูโครส 100 กรัม 

สารละลายเขมขน TKC1 

T01SC 
 

T01SR 
 

T01SM 
 

Supernatant : แปงขาวโพด 50 กรัม, tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Supernatant : แปงขาวโพด 50 กรัม, tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Supernatant : แปงขาวโพด 50 กรัม, tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 

(ตอ) 
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สารชีวภณัฑ 
สวนประกอบสําหรบัแบคทีเรียในอาหารเหลวปริมาตร 1 ลติร 

         รูปแบบ ไอโซเลท ชื่อสูตร 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

สารละลายเขมขน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TKC1 

T01PC 
 

T01PR 
 

T01PM 

Cell pellet: แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Cell pellet: แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Cell pellet: แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 

 
 
 
 

TKC7 
 
 
 
 
 

T07SC 
 

T07SR 
 

T07SM 
 

Supernatant : แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Supernatant : แปงขาวเจา 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Supernatant : MCC 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 

T07PC 
 

T07PR 
 

T07PM 

Cell pellet: แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Cell pellet: แปงขาวเจา 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Cell pellet: MCC 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 

 
TKC10 

 

T10SC 
 

T10SR 
 

T10SM 
 

Supernatant : แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Supernatant : แปงขาวเจา 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Supernatant : MCC 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 

(ตอ) 

 ตาราง 3 (ตอ )สวนประกอบของสูตรชีวภัณฑในรูปแบบผง สารละลายเขมขน และสารละลาย

น้ํามันท่ีผลิตจากเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษจํานวน 5 ไอโซเลท  



30 
 

 

          สารชีวภณัฑ สวนประกอบสําหรบัแบคทีเรียในอาหารเหลวปริมาตร 1 

ลิตร          รูปแบบ  ไอโซเลท ชื่อสูตร 

  

T10PC 
 

T10PR 
 

T10PM 

Cell pellet: แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Cell pellet: แปงขาวเจา 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Cell pellet: MCC 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 

 
 

สารละลายเขมขน 

CMM11 

C11PC 
 

C11PR 
 

C11PM 

Cell pellet: แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 

Cell pellet: แปงขาวเจา 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Cell pellet: MCC 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 

CMM13 
 

C13SC 
 

C13SR 
 

C13SM 
 

Supernatant : แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Supernatant : แปงขาวเจา 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Supernatant : MCC 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 

C13PC 
 

C13PR 
 

C13PM 

Cell pellet: แปงขาวโพด 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Cell pellet: แปงขาวเจา 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 
Cell pellet: MCC 50 กรัม tween20 8 มิลลิลิตร และ 
เอทานอล 5 มิลลิลิตร 

สารละลายนํ้ามัน 

TKC1 T01O น้ํามันถั่วเหลือง 1 ลิตร ซูโครส 75 กรัม และ tween20 0.75 มิลลิลิตร 
TKC7 T07O น้ํามันถั่วเหลือง 1 ลิตร ซูโครส 75 กรัม และ tween20 0.75 มิลลิลิตร 

TKC10 T10O น้ํามันถั่วเหลือง 1 ลิตร ซูโครส 75 กรัม และ tween20 0.75 มิลลิลิตร 
CMM11 C11O น้ํามันถั่วเหลือง 1 ลิตร ซูโครส 75 กรัม และ tween20 0.75 มิลลิลิตร 
CMM13 C13O น้ํามันถั่วเหลือง 1 ลิตร ซูโครส 75 กรัม และ tween20 0.75 มิลลิลิตร 

 

ตาราง 3 (ตอ) สวนประกอบของสูตรชีวภณัฑในรูปแบบผง สารละลายเขมขน และสารละลาย
น้ํามันท่ีผลิตจากเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษจํานวน 5 ไอโซเลท  
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3.5.2 การประเมินความสามารถของสารชีวภัณฑในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคในสภาพ
หองปฏิบัติการ 

นําสารชีวภัณฑในแตละสูตรจากขอ 3.5.1 มาประเมินความสามารถในการยับยั้งการเจริญ
ของเช้ือสาเหตุโรค สําหรับเช้ือราสาเหตุโรคทําการทดสอบดวยวิธี Dual culture เร่ิมจากใช cork 
borer ขนาดเสนผาศูนยกลาง 4  มิลลิเมตร เจาะเสนใยของเช้ือราสาเหตุโรคบริเวณขอบโคโลนีวาง
บนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA โดยวางตรงกลางจานอาหารเล้ียงเชื้อ จากนั้นนําสารชีวภัณฑในแตละ
รูปแบบ โดยในรูปแบบผง นํามา 0.3 กรัม วางลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA และในรูปแบบสารละลาย
เขมขน และสารละลายนํ้ามันนํามา 30 ไมโครลิตร  หยดลงบนกระดาษกรองท่ีวางบนอาหารเล้ียง
เช้ือ PDA โดยวางหางจากขอบจานอาหารเล้ียงเช้ือ 2.0 เซนติเมตร โดยจะใชน้ํากล่ัน และเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษท่ีเล้ียงในอาหารเหลวเปนชุดควบคุม (ภาพ 3) วางแผนการทดลองแบบ LSD โดย
ทําการทดลอง 4 ซํ้า     จากน้ันนําไปบมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหอง สังเกตการเปล่ียนแปลง บันทึกผลเม่ือ
เช้ือราสาเหตุโรคในชุดควบคุมเจริญจนมีรัศมี 2.5 เซนติเมตร โดยวัดขนาดรัศมีของโคโลนีเช้ือ
สาเหตุในชุดควบคุมและชุดทดสอบ และนําขอมูลท่ีไดมาคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการยับยั้งการ
เจริญ (PIRG) ตามสูตร (Tronsmo, 1992) ดังภาพ 3 

และสําหรับเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรค ทําการทดสอบโดยวิธี Disc Diffusion โดยการเท
อาหารเล้ียงเช้ือ NA ลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือ  จากน้ันนํา suspension ของเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรค
ลงไปผสมในอาหารเหลว NB จากน้ันเทลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีอาหาร NA   ท้ิงไวจนอาหาร
เย็นและแข็งตัว จากนั้นนําสารชีวภัณฑในแตละรูปแบบ โดยในรูปแบบผงเปยกน้ํานํามา 0.3 กรัม 
วางลงบนจานอาหารเล้ียงเชื้อท่ีเตรียมไว และในรูปแบบสารละลายเขมขน และสารละลายนํ้ามันใช 
30 ไมโครลิตร หยดลงบนกระดาษกรองท่ีวางบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA โดยจะใชน้ํากล่ัน และเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษท่ีเล้ียงในอาหารเหลวเปนชุดควบคุม (ภาพ 4) วางแผนการทดลองแบบ LSD โดย
ทําการทดลอง 4 ซํ้า     จากน้ันนําไปบมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหอง ทําการบันทึกผล โดยวัดขนาด
เสนผาศูนยกลางแผนกระดาษกรองรวมบริเวณใส (clear zone) ท้ังแนวตั้งและแนวนอนของการ
ทดสอบในแตละไอโซเลท นําคาท่ีไดมาคํานวณหาความกวางบริเวณใส (ภาพ 4) 
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Pathogen 

Bioproduct Formulations   

Distilled water (Control) 

Antagonistic bacteria 

(Control) 

    R : Radial growth of pathogenic 

fungi 

 
 
 
ภาพ 3 ลักษณะการวัดผลในการเปนปฏิปกษของสารชีวภัณฑจากเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษตอ

เช้ือราสาเหคุโรค โดยวิธี Dual Culture  
 

สูตรคํานวณเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญ (PIRG)   = R1 – R2     x 100 

 
R1 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคในชุดควบคุม 
 R2 = ความยาวรัศมีของโคโลนีเช้ือราสาเหตุโรคในชุดทดสอบ 
 

 
 
 
 
 
 
 

P 

R1 

P 

B

B 

B 

D 

A 
D 

A 
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Pathogen 

       Bioproduct formulations 

        Distilled water (Control) 
Antagonistic bacteria  in  NB  

        Clear zone around the colony 

  
    
    

ภาพ 4 ลักษณะการวัดผลในการเปนปฏิปกษของสารชีวภัณฑจากเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษตอ
เช้ือแบคทีเรียสาเหคุโรค โดยวิธี Disc Diffusion 

 
คํานวณหาความกวางบริเวณใสโดย 

 
ความกวางของบริเวณใส (มิลลิเมตร) = เสนผาศูนยกลางกระดาษกรองรวมบริเวณใส (มิลลิเมตร) – ความกวางของโคโลนีเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ 
                               2 
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3.5.3 การประเมินความมีชีวิตของสารชีวภัณฑท่ีผลิตจากเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ  
 สารชีวภัณฑท่ีผลิตไดในรูปแบบผง สารละลายเขมขน และสารละลายนํ้ามันท่ีผลิตจากเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษท้ัง 5 ไอโซเลท คือ TKC1, TKC7, TKC10, CMM11 และ CMM13 ท่ีเก็บรักษาไว
ท่ีอุณหภูมิหอง มาทําการทดสอบความมีชีวิต โดยทําการเจือจาง สูตรผง 1 กรัม สูตรสารละลาย
เขมขนและสารละลายน้ํามัน 1 มิลลิลิตร มาเจือจางลงในน้ํา 25 มิลลิลิตร แลว streak ลงบนอาหาร
เล้ียงเช้ือ NA นําไปบมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหอง บันทึกผล 
 
3.6 การทดสอบประสิทธิภาพของสารชีวภัณฑจากเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุมเชื้อสาเหตุ
โรคทางดินของมะเขือเทศในสภาพเรือนทดลอง 
 เร่ิมจากการเตรียมตนกลามะเขือเทศ ดินท่ีใชในการทดลองเปนดินผสมท่ีเหมาะกับการ
ปลูกพืช นําไปบรรจุในถุงพลาสติก มัดปากถุงใหแนน แลวนําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 120 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที เมื่อดินเย็นตัวลงแลวจึงนําไปใชในการ
ทดลองตอไป โดยการนําเมล็ดมะเขือเทศท่ีแชน้ําท้ิงไวขามคืน มาเพาะลงในถาดเพาะกลาท่ีบรรจุดิน
ท่ีผานการน่ึงฆาเช้ือแลว เม่ือตนกลามะเขือเทศมีอายุ 20 วัน จึงนํามาทําการทดสอบประสิทธิภาพ
ของสารชีวภัณฑจากเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ โดยการเตรียม inoculums ของเช้ือราสาเหตุโรคโดยทํา
การเล้ียงเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ PDA บมท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน จากน้ันใช cork borer 
ขนาดเสนผาศูนยกลาง 4  มิลลิเมตร เจาะเสนใยของเช้ือราสาเหตุโรคมาเล้ียงเช้ือบนขาวฟาง บมเช้ือ
ไว 7 วันท่ีอุณหภูมิหอง เพื่อเตรียมไวใชในการทดลอง สําหรับเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคโดยการเล้ียง
เช้ือบนอาหาร NA บมเช้ือไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง จากน้ันนําน้ํากล่ันฆาเช้ือ เทลง
บนจานอาหารเล้ียงเช้ือ 20 มิลลิลิตรตอจากอาหาร แลวใชแทงแกวรูปตัวแอล (L) ท่ีฆาเช้ือแลว ขูด
เช้ือแบคทีเรียใหหลุดจากผิวหนาอาหารเบา ๆ แลวเทรวมกันในบีกเกอรท่ีผานการฆาเช้ือแลว ซ่ึง
กอนหนานี้ไดปรับใหความเขมขนประมาณ 108 cfu/ml เพื่อเตรียมไวใชในการทดลองเพ่ือเตรียมไว
ใชในการทดลอง 

หลังจากนั้นนําสารชีวภัณฑท่ีผลิตไดมาทําการทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมการ
เจริญของเช้ือสาเหตุโรค โดยการใชสารชีวภัณฑในรูปแบบผง สารละลายเขมขน และสารละลาย
น้ํามันทดสอบกับตนมะเขือเทศในระยะตนกลาในเรือนทดลอง การทดลองใชแผนการทดลองแบบ 
Randomize Complete Block Design (RCBD) โดยมีรายละเอียดของแตละกรรมวิธี ดังนี้ 
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กรรมวิธีท่ี 1 ชุดควบคุมท่ีปลูกมะเขือเทศลงในถาดเพาะท่ีบรรจุดินท่ีผานการน่ึงฆาเช้ือ 
อยางเดียว 

กรรมวิธีท่ี 2 ตนมะเขือเทศท่ีราดโคนตนดวยสวนประกอบของสวนประกอบของสูตรสาร
ชีว ภัณฑท่ีไมมีแบคทีเรียปฏิปกษ 

กรรมวิธีท่ี3 ตนมะเขือเทศในถาดเพาะท่ีบรรจุดินท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือรวมกับการปลูกเช้ือ
สาเหตุโรคอยางเดียว 

กรรมวิธีท่ี 4 ตนมะเขือเทศท่ีราดโคนตนดวยสูตรสารชีวภัณฑ T01R อยางเดียว 
กรรมวิธีท่ี 5 ตนมะเขือเทศท่ีราดโคนตนดวยสูตรสารชีวภัณฑ T01R กอนการปลูกเช้ือ

สาเหตุโรค 3 วัน 
กรรมวิธีท่ี 6 ตนมะเขือเทศที่ราดโคนตนดวยสูตรสารชีวภัณฑ T01R หลังการปลูกเช้ือ

สาเหตุโรค 3 วัน 
 
นําตนมะเขือเทศอายุ 30 วันท่ีปลูกในถาดเพาะกลาบรรจุดินท่ีผานการฆาเช้ือ แลวมาทําการ

ทดสอบและประเมินประสิทธิภาพของชีวภัณฑ โดยการนําสารชีวภัณฑสูตรผง T01R 1 กรัม มาเจือ
จางลงในนํ้า 25 มิลลิลิตร ทดสอบกับตนมะเขือเทศโดยหยดสารละลายชีวภัณฑลงไป 2 มิลลิตรตอ
หลุม จากน้ันจึงทําการปลูกเช้ือราสาเหตุโรค S. rolfsii และ F. oxysporum f. sp. lycopersici ท่ีเล้ียง
ไวบนเมล็ดขาวฟาง โดยจะใช 2 เมล็ดตอตน สวนเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรค R. solanacearum โดย
การหยดสารแขวนลอยของเช้ือปริมาตร 4 มิลลิลิตรตอตน ซ่ึงตนมะเขือเทศจะถูกทําแผลท่ีรากโดย
ใชมีดผาตัดฆาเช้ือแทงลงในดินใหตัดผานราก 4 จุดตอตน ในทุกกรรมวิธีเปรียบเทียบกับตนมะเขือ
เทศชุดควบคุมท่ีราดดวยน้ํากล่ันฆาเช้ือ จากนั้นจึงนําถาดเพาะไปวางไวในถุงพลาสติกท่ีภายในใส
น้ําเล็กนอย มัดปากถุงเพื่อทําเปน moist chamber  หลังจากนั้นสังเกต และบันทึกอาการหลังปลูก ทํา
การบันทึกขอมูลความรุนแรงในการเกิดโรค และวิเคราะหความแตกตางของคาเฉล่ียในแตละ
กรรมวิธีโดยใช LSD 

 
การวัดคาความรุนแรงของโรค (Sylvie et al., 2001)  

= 1 หมายถึง 0%   ไมแสดงอาการ (แผลท่ีโคนตน หรือเหี่ยว) 
= 2 หมายถึง 1-25%  เร่ิมแสดงอาการ 
= 3 หมายถึง 26-50%  แสดงอาการของโรคชัดเจน 
= 4 หมายถึง 51-75%  แสดงอาการของโรครุนแรง 
= 5 หมายถึง มากกวา 75% แสดงอาการของโรครุนแรงมากจนกระท่ังตาย 
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3.7 การจําแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ และตรวจสอบตําแหนงของยีนท่ีสรางสารแบคเทอริ
โอซินของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ โดยการวิเคราะหลักษณะทางพันธุกรรม 
 นําเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพท่ีดีในการยับยั้งการเจริญตอเช้ือสาเหตุโรคทาง
ดินของมะเขือเทศ มาจําแนกชนิดและตรวจสอบตําแหนงของยีนท่ีสรางสารแบคเทอริโอซินท่ีเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปกษสรางโดยอาศัยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 3.7.1 การจําแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 

ทําการจัดจําแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรียปฏิปกษ  ดวยชุดทดสอบ API CH 50 kit (API, Bio 
– Merieux, France) ซ่ึงทดสอบการจัดจําแนกเช้ือแบคทีเรีย Bacillus และกลุม Enterobacteriaceae  
และ Vibrionaceae โดยอาศัยหลักการทดสอบทางชีวเคมี 50 ชนิดบนอาหารทดสอบ และวเิคราะห
ผลโดยเทียบกบัฐานขอมูลมาตรฐาน (ภาคผนวก ค) 
 3.7.2 การตรวจสอบตําแหนงของยีนท่ีสรางสารแบคเทอริโอซินของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ 
โดยการวิเคราะหลักษณะทางพันธุกรรม 

3.7.2.1 การสกัดดีเอ็นเอ  
ทําการสกัดดีเอ็นเอจากเซลลแบคทีเรียปฏิปกษโดยใช NucleoSpin® Tissue เร่ิมจากการ

เล้ียงแบคทีเรียปฏิปกษในอาหาร NB ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แลวนําไปเขยาขามคืน 48 ชั่วโมงท่ี  37 
องศาเซลเซียส หลังจากนั้นดูด  bacteria suspension 1.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดปน นําไปปนเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 8,000 x g นาน 5 นาที เก็บตะกอนและเติมสารละลายบัฟเฟอร T1 ปริมาตร 180 
ไมโครลิตร และ proteinase K ปริมาตร 25 ไมโครลิตร นําไป vortex แลวบมไวท่ี 56 องศาเซลเซียส 
จนกวาตะกอนจะละลาย หลังจากนั้นเติมสารละลายบัฟเฟอร B3 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลวบม
ไวท่ี 70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เติมเอทานอล 100% ปริมาตร 210 ไมโครลิตร นําไป vortex 
แลวยาย microcentrifuge tube ลงใน collection tube นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 11,000 Xp นาน 1 
นาที  นําสารละลายท่ีไหลผานลงมาท้ิง แลวเติมสารละลายบัฟเฟอร BW ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 11,000 Xp นาน 1 นาที นําสารละลายที่ไหลผานลงมาท้ิง แลวเติม
สารละลายบัฟเฟอร B5 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 11,000 Xp นาน 1 
นาที สารละลายท่ีไหลผานลงมาท้ิง หลังจากนั้นทําดีเอ็นเอใหบริสุทธ์ิโดยการยาย collection tube 
ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวเติมสารละลายบัฟเฟอร BE ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร บมไวท่ีอุณหภูมิหองนาน 2-3 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 11,000 Xp นาน 1 
นาที เก็บสารละลายดีเอ็นเอท่ีไดไวท่ีอุณหภูมิ -20°C เพื่อรอการตรวจสอบคุณภาพข้ันตอไป 
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3.7.2.2  การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี agarose gel electrophoresis 
เตรียม agarose gel 1 % โดยช่ัง agarose 0.3 กรัม ละลายใหเขากันกับ 1X TBE buffer (Tris 

Borate Buffer) 30 มิลลิลิตร ลงในขวดท่ีเตรียมไว จากน้ันหลอมใหเขากันในไมโครเวฟ จากน้ันรอ
ใหเจล (gel) อุน แลวจึงเทเจลลงในถาดเจล (gel tray) ท่ีเตรียมไว เสียบหวี (comb) ท่ีมีจํานวนชอง
ตามตองการลงไปในเจล เพื่อใหเกิดเปนหลุมเล็ก (well) รอจนเจลแข็งตัวแลวจึงดึงหวีออกอยาง
ระมัดระวัง จากน้ันนําเจลท่ีไดวางลงใน electrophoresis gel tank และเท 1X TBE buffer ใหทวม
แผนเจล ผสม loading buffer 2 ไมโครลิตร กับสารละลายดีเอ็นเอตัวอยาง 10 ไมโครลิตร ใหเขากัน
แลวหยอดตัวอยางลงในหลุม (well) ปดฝาและเปดสวิตซ electrophoresis gel tank ใหกระแสไฟฟา
วิ่งจากข้ัวลบไปข้ัวบวก ดวยความตางศักยไฟฟา 100 โวลต เวลา 20 นาที จากน้ันยอมแถบดีเอ็นเอ
ดวย ethidium bromide นาน 10 นาที ลางดวยน้ํานาน 10 นาที นําแผนเจลไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอ
ภายใตแสงไวโอเลต และบันทึกภาพดวยเคร่ือง Gel documentation (SYNGRNE; Gene Genius Bio 
Imaging System) 

3.7.2.3 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR  
ทําการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกัดแยกไดดวย โดยใชเทคนิค PCR ดวยไพรเมอรท่ีมี

ความจําเพาะเจาะจงกับการตรวจสอบตําแหนงของยนีท่ีสรางสาร subtilosin sboAFwd (forward 
primer) (5’ CGCGCAAGTAGTCGATTTCTAACA 3’) และ sboARev (reverse primer) (5’ 
CGCGCAAGTAGTCGATTTCTAACA 3’) ท่ีตําแหนง subtilosin ท่ีพัฒนาโดย Stein et al. (2004) 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอประกอบดวยสารละลายปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ดังนี้ 
  สวนประกอบ    ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
  น้ํากล่ันฆาเช้ือ (H2O)    32.4   
  5 mM dNTP (2.5 mM each)     6   
  10X PCR buffer       5  
  Primer sboAFwd (20 μM)     2 

Primer sboARev (20 μM)     2     
  50 mM Mgcl2       6     
  Tag DNA polymerase (5 Unit/μl)     1   
  ดีเอ็นเอตนแบบ       1   
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สําหรับการหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเพิ่มจํานวนช้ินดีเอ็นเอดวยวิธี Gradient PCR 
ในชวงระหวาง 30 ถึง 50 องศาเซลเซียส ผสมสวนประกอบดังกลาวใหเขากัน แลวนําเขาเคร่ือง 
Gradient PCR (Bio Rad) โดยมีเง่ือนไขในการทําปฏิกิริยาดังนี ้

 
initial denaturation    ท่ีอุณหภูมิ   95    องศาเซลเซียส  นาน 2 นาที 
denaturation        ท่ีอุณหภูมิ   94    องศาเซลเซียส  นาน 30 วินาที 
annealing        ท่ีอุณหภูมิ 30-42 องศาเซลเซียส  นาน 30 วินาที       จํานวน 35  รอบ 

extension        ท่ีอุณหภูมิ   72    องศาเซลเซียส  นาน 1 นาที 
final extention        ท่ีอุณหภูมิ   72    องศาเซลเซียส  นาน 10 นาที 
 
ผสมสวนประกอบดังกลาวใหเขากัน แลวนําเขาเคร่ือง programmable thermal controller, 

PTC-100TM (MJ Research) โดยมีเง่ือนไขในการทําปฏิกิริยาดังนี้ 
 
initial denaturation   ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
denaturation       ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30  วินาที 
annealing       ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที        จํานวน 35  รอบ 

extension       ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
final extention       ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
 

 จากน้ันทําการตรวจวิเคราะหผลดวยวิธี 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 โดยใช
ความตางศักยไฟฟา 50 โวลต เวลา 2 ช่ัวโมง จากน้ันยอมแถบดีเอ็นเอดวย ethidium bromide นาน 
10 นาที ลางดวยน้ํานาน 10 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต และบันทึกภาพ
ดวยเคร่ือง Gel documentation (SYNGRNE; Gene Genius Bio Imagine System)  


