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บทคัดย่อ  
Rigidoporus microporus เป็นเชื้อราในดินที่ก่อให้เกิดโรครากขาวในยางพาราและเป็นปัญหาส าคัญของประเทศผู้ผลติยางทัว่

โลกรวมถึงประเทศไทย เพื่อลดการใช้สารก าจัดราในดิน จึงจ าเป็นต้องใช้การป้องกันก าจัดโรคโดยชีววิธี ซึ่งแบคทีเรีย Bacillus spp. 
เป็นแบคทีเรียที่สามารถควบคุมเช้ือสาเหตุโรคพืชได้หลายชนิด ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพ
ของแบคทีเรีย Bacillus spp. ในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus สาเหตุโรครากขาวของยางพารา โดยน าแบคทีเรียจ านวน 44 ไอโซ
เลท ทดสอบด้วยวิธี dual culture plate ซึ่งการทดลองมี 4 ซ้ า ผลการทดลองพบว่า แบคทีเรีย Bacillus spp. ไอโซเลท SM1 และ 
LPDD3-2 สามารถยับยั้งเช้ือรา R. microporus ได้ 66.43 และ 54.29 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดยท าให้เส้นใยเช้ือรา R. microporus 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์มีลักษณะผิดปกติ เช่นเดียวกับลักษณะจุลสัณฐานภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ที่ผนังเซลล์
เส้นใยของเชื้อรา R. microporus เป็นรู เกิดรอยย่นบนพ้ืนผิวบริเวณที่เซลล์ของแบคทีเรีย Bacillus spp. เกาะติดอยู่ เมื่อน าแบคทีเรีย 
Bacillus spp. ไอโซเลท SM1 และ LPDD3-2 ที่ความเข้มข้น 104, 105 และ 106 cfu/ml มาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือรา R. 
microporus พบว่า แบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลท SM1 สามารถสร้างสารปฏิปักษ์ และสารระเหยยับยั้งเชื้อรา R. microporus ได้
ที่ความเข้มข้น 106 cfu/ml โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 80.56 และ 30.00 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
ค าส าคัญ: Bacillus spp., Rigidoporus microporus, การควบคมุโรคโดยชีววิธี 
 
Abstract  

Soilborne fungus, Rigidoporus microporus causing white root rot disease is one of the important problems in 
rubber producing countries including Thailand. To reduce the fungicide use, therefore, biological control is needed to 
control the disease. Bacillus species show broad-spectrum antimicrobial activity and have been widely used as agricultural 
biocontrol agents. This study aimed to screen Bacillus spp. which were effective in inhibiting R. microporus. Bacillus spp. 
of 44 isolates were tested for their suppressive ability against R. microporus using dual culture plate technique with four 
replications. The results indicated that isolates SM1 and LPDD3-2 of Bacillus spp. were effective in controlling R. 
microporus with the rates of 66.43 and 54.29 percent, respectively. Mycelial deformity of R. microporus which was 
observed by microscopy and SEM confirmed the pored and wrinkle mycelia when the bacteria attached on the surface. 
Isolates SM1 and LPDD3-2 were taken at concentrations of 104, 105 and 106 cfu/ml, to test for their efficacy against R. 
microporus. At the concentration of 106 cfu/ml, antagonisitic substances and volatile compounds of isolate SM1 inhibited 
mycelial growth of R. microporus with the rates of 66.43 and 54.29 percent, respectively. 
Keywords: Bacillus spp., Rigidoporus microporus, biological control 
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บทน า 
Rigidoporus microporus เช้ือสาเหตุโรครากขาวของ

ยางพารา เป็นเช้ือราที่อาศัยอยู่ในดิน และสร้างความเสียหาย
ให้กับเกษตรกรผู้ปลูกยางพาราเนื่องจากเช้ือชนิดนี้เข้าท าลาย
ยางพาราได้ทุกช่วงการเจริญเติบโต โดยใช้เส้นใยแทงเข้าสู่ผนัง
เซลล์จนถึงช้ัน middle lamella แล้วปล่อยเอนไซม์ออกมานอก
เซลล์ท าลายเนื้อเยื่อราก ท าให้รากไม่สามารถดูดน้ าและธาตุ
อาหารไปเลี้ยงส่วนต่างๆ ของต้นได้ ปริมาณน้ ายางลดลง ใบยาง
เปลี่ยนเป็นสีเหลือง ร่วงจนหมดต้น บริเวณรากเห็นเป็นเส้นใยสี
ขาวแผ่ปกคลุมไปทั่วผิวราก เมื่อเส้นใยแก่จะนูนกลม สีเหลืองซีด 
เนื้อไม้ของรากที่เป็นโรคในระยะแรกแข็งกระด้าง สีน้ าตาลซีด ใน
ระยะรุนแรงกลายเป็นสีครีม ถ้าอยู่ในที่ช้ืนแฉะจะอ่อนนิ่ม การ
ป้องกันก าจัดเช้ือสาเหตุโรครากขาวสามารถท าได้หลายวิธี เช่น 
ปลูกยางในพื้นที่ปลอดโรค ขุดคูล้อมรอบบริเวณต้นที่เป็นโรค เพื่อ
กั้นระหว่างต้นที่เป็นโรคและต้นที่ไม่เป็นโรคป้องกันการสัมผัสกัน
ของราก และการควบคุมเช้ือราก่อโรคด้วยสารเคมี ซึ่งเป็นวิธีที่
เกษตรกรนิยมเนื่องจากใช้ได้ง่ายและเห็นผลเร็ว จึงท าให้เกษตรกร
ส่วนใหญ่เลือกใช้สารเคมีในการป้องกันก าจัด ซึ่งเกษตรกรมักใช้ไม่
ถูกวิธีหรือใช้มากเกินความจ าเป็นต่อเนื่องเป็นระยะเวลานาน 
ก่อให้เกิดมลภาวะต่อสิ่งแวดล้อมทั้งในดิน น้ า และอากาศ การ
ควบคุมโรครากขาวโดยชีววิธีจึงเป็นทางเลือกหนึ่งที่น ามาใช้
ทดแทนสารเคมีป้องกันก าจัดเช้ือรา ซึ่งแบคทีเรีย Bacillus spp. 
เป็นแบคทีเรียทีม่ีศักยภาพในการควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืชไดห้ลาย
ชนิด เช่น โรคใบไหม้ของถั่วหรั่ง (Pengnoo et al., 2006) โรค
กาบใบแห้งของข้าว (Kanajanamaneesathian et al., 1998 , 
Pengnoo et al., 2 0 0 0 , Chumthong et al., 2 0 0 8 , 
Wiwattanapatapee et al., 2013) รวมทั้งโรครากเน่าและใบจุด
ของผักสลัดไฮโดรโพนิกส์ (Rotniam et al., 2008) ดังนั้นจึงได้
คัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรีย Bacillus spp. 
ในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus ซึ่งเป็นการน าจุลินทรีย์ดินมา
ใช้ประโยชน์ เพื่อการควบคุมโรครากขาวของยางพารา และเป็น
การลดการใช้สารเคมีที่อาจส่งผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ ในดิน
ได้ 
 
วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการ 
1. การคัดเลือกแบคทีเรีย Bacillus spp. ที่มีศักยภาพสงูในการ

เป็นปฏิปักษ์ต่อเชื้อรา R. microporus  
คัดเลือกแบคทีเรีย Bacillus spp. จากห้องปฏิบัติการ

จุลชีววิทยาของดิน คณะทรัพยากรธรรมชาติ และที่ได้รับความ
อนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยควบคุมศัตรูพืชโดยชีวินทรีย์แห่งชาติ 
ภาคใต้ จ านวน 44 ไอโซเลท ทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้ง
เช้ือรา R. microporus ด้วยวิธี dual culture plate (Skidmore 
and Dickinson, 1976)  บ น อ า ห า ร  Potato Dextrose Agar 
(PDA) โดยขีดเช้ือแบคทีเรียยาวประมาณ 4 เซนติเมตร ลงบน
อาหาร PDA ให้ห่างจากขอบจานอาหารเลี้ยงเช้ือ 2 เซนติเมตร 
และในแนวตรงข้ามกันวางช้ินวุ้นของเชื้อรา R. microporus ขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร โดยวางห่างจากขอบจานเลี้ยง
เช้ือเข้ามา 2 เซนติเมตร ส าหรับชุดควบคุมวางเฉพาะช้ินวุ้นเชื้อรา 
R. microporus ห่างจากขอบจานอาหารเลี้ยงเช้ือ 2 เซนติเมตร 
เช่นเดียวกัน น าจานทดสอบบ่มที่อุณหภูมิห้อง คัดเลือกแบคทีเรีย
ไอโซเลทท่ีมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเส้นใยเช้ือราก่อโรคได้สูงสุด 3 ไอ
โซเลท ทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus 

ด้วยวิธี dual culture plate อีกครั้ง วางแผนการทดลองแบบสุ่ม
สมบูรณ์ (CRD) ประกอบด้วย 4 กรรมวิธี  กรรมวิธีละ 4 ซ้ า 
ประกอบด้วยแบคทีเรียจ านวน 3 ไอโซเลทที่คัดเลือกได้และชุด
ควบคุม บันทึกผลโดยวัดการเจริญของเส้นใยเชื้อราที่เวลา 3, 5, 7, 
9 และ 12 วัน และค านวณหาเปอร์เซ็นตย์ับยั้งการเจรญิของเชือ้รา 
R. microporus (Morton and Stroube, 1995) จากสูตร  

เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง = ((R1-R2)/R1)*100 
R1 คือ ค่าเฉลี่ยของรัศมีเส้นใยเชื้อราชุดควบคุม  
R2 คือ ค่าเฉลี่ยของรัศมีเส้นใยเชื้อราชุดทดสอบ 
 
น าค่าเปอร์เซ็นต์การยับยั้งวิเคราะห์ค่าความแปรปรวน 

(ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธีของ Duncan New’s 
Multiple Range Test ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 

จากนั้นน าเส้นใยของเช้ือรา R. microporus ที่เจริญ
ร่วมกับแบคทีเรีย Bacillus spp. ที่ได้จากการทดสอบโดยวิธี dual 
culture plate ที่ให้ผลการยับยั้งเส้นใยเช้ือราก่อโรคได้ดีจ านวน 2 
ไอโซเลท ไปศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเส้นใยภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดา และกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องกราด  
 
2. ทดสอบประสิทธิภาพเซลล์ของแบคทีเรีย Bacillus spp. ใน

การยับย้ังเชื้อรา R. microporus ด้วยวิธี pour plate  
น าแบคทีเรีย Bacillus spp. ที่มีประสิทธิภาพจ านวน 2ไอ

โ ซ เ ล ท  เ ลี้ ย ง ใ น อา หา ร  Potato Dextrose Broth (PDB) ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน แล้วน าสารแขวนลอยเช้ือมาปั่นแยก
เซลล์ด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 30 นาที จากนั้นน าเซลล์ของแบคทีเรีย Bacillus spp. ที่มี
ประสิทธิภาพจ านวน 2 ไอโซเลท เจือจางให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย
ที่ 104, 105 และ 106 cfu/ml แล้วจึงน าไปทดสอบประสิทธิภาพ
ของแบคทีเรียในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus ด้วยวิธี pour 
plate โดยปิเปตเช้ือ 0.3 มิลลิลิตร ผสมกับอาหาร PDA จากนั้น
เจาะช้ินวุ้นที่มีเช้ือรา R. microporus วางกึ่งกลางจานเลี้ยงเช้ือ 
PDA ผสมเช้ือแบคทีเรีย ส าหรับชุดควบคุมวางช้ินวุ้นที่มีเช้ือรา R. 
microporus ไว้กึ่งกลางจานเลี้ยงเช้ือ PDA เช่นเดียวกัน จากนั้น
น าเช้ือบ่มที่อุณหภูมิห้อง วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ 
(CRD) ประกอบด้วย 3 กรรมวิธี กรรมวิธลีะ 4 ซ้ า คือ แบคทีเรียที่
มีประสิทธิภาพจ านวน 2 ไอโซเลท และชุดควบคุม บันทึกผลโดย
วัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของโคโลนีที่เวลา 7 วัน และค านวณหา
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งเชื้อรา R. microporus เช่นเดียวกับสูตรข้อที่ 
1 เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธีของ Duncan New’s Multiple 
Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 

 
3. ทดสอบประสิทธิภาพเซลล์ของแบคทีเรีย Bacillus spp. ใน

การยับยั้งเชื้อรา R. microporus ด้วยวิธี agar well diffusion 
ท าการเจาะอาหาร PDA ด้วย cork borer ขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร จ านวน 4 จุด โดยเจาะห่างจากขอบ
จานอาหารเลี้ยงเช้ือ 2 เซนติเมตร ทั้ง 4 ด้าน จากนั้นปิเปตเซลล์ที่
ความเข้มข้น 104, 105 และ 106 cfu/ml ของแบคทีเรีย Bacillus 
spp. ที่มีประสิทธิภาพจ านวน 2 ไอโซเลท ใส่หลุมละ 0.05 
มิลลิลิตร แล้วเจาะช้ินอาหารที่มีเช้ือรา R. microporus ขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร วางกึ่งกลางจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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ส าหรับชุดควบคุมท าเช่นเดียวกับการทดสอบเช้ือทั้ง 2 ไอโซเลท 
แต่ ใ ช้น้ ากลั่นนึ่ งฆ่ า เ ช้ือแทนเซลล์ของแบคที เรีย  บ่มเ ช้ือที่
อุณหภูมิห้อง วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์  (CRD) 
ประกอบด้วย 3 กรรมวิธ ีกรรมวิธีละ 4 ซ้ า คือ แบคทีเรีย Bacillus 
spp. ที่มีประสิทธิภาพจ านวน 2 ไอโซเลท และชุดควบคุม บันทึก
ผลโดยวัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของโคโลนีที่เวลา 4 วัน และ
ค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเช้ือรา R. microporus จากสูตร
ข้อที่ 1 เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธีของ DMRT ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
 
4. ทดสอบประสิทธิภาพของสารระเหยจากแบคทีเรีย Bacillus 

spp. ในการยับย้ังเชื้อรา R. microporus 
ทด ส อบ ปร ะสิ ท ธิ ภ า พ ในก า รยั บยั้ ง เ ช้ื อ ร า   R. 

microporus ด้วยวิธี paired petridish technique (Gagne et 
al., 1991) โดยปิเปตเซลล์ที่ความเข้มข้น 104, 105 และ 106 
cfu/ml ของแบคทีเรีย Bacillus spp. ที่มีประสิทธิภาพจ านวน 2 
ไอโซเลท ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร น ามาเกลี่ยให้ทั่วผิวหน้าอาหาร 
PDA จากนั้นประกบกับจานอาหารเลี้ยงเ ช้ือที่มี เ ช้ือรา R. 
microporus โดยให้จานอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมีเช้ือรา R. microporus 
อยู่ด้านบน แล้วพันประกบคู่จานอาหารเลี้ยงเช้ือไว้ด้วยพาราฟิล์ม 
ส่วนชุดควบคุมท าเช่นเดียวกับการทดสอบเช้ือทั้ง 2 ไอโซเลท แต่
ใช้น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเช้ือแทนเซลล์ของแบคทีเรีย บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 
วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (CRD) ประกอบด้วย 3 
กรรมวิธี  กรรมวิธีละ 4 ซ้ า คือ แบคทีเรีย Bacillus spp. ที่มี
ประสิทธิภาพจ านวน 2 ไอโซเลท และชุดควบคุม บันทึกผลโดยวัด
ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของโคโลนีที่เวลา 4 วัน และค านวณหา
เปอร์เซ็นต์การยับยั้งเ ช้ือรา R. microporus จากสูตรข้อที่  1 
เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธีของ DMRT ที่ระดับความเช่ือมั่น 95 
เปอร์เซ็นต์ 
 
ผลการทดลอง 
1. การคัดเลือกแบคทีเรีย Bacillus spp. ที่มีศักยภาพสงูในการ

เป็นปฏิปักษ์ต่อเชื้อรา R. microporus  
จากการน าเช้ือแบคทีเรีย Bacillus spp. 44 ไอโซเลท 

ทดสอบการเป็นปฏิปักษ์ต่อเช้ือรา  R. microporus สามารถ
คัดเลือกแบคทีเรีย Bacillus spp. ได้เพียง 3 ไอโซเลท (SM1, 
LPDD3-2 และ PT7) ที่ยับยั้งเช้ือรา R. microporus ได้มากกว่า 
51 เปอร์เซ็นต์ (Table 1) เมื่อน าแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลททดสอบ
ประสิทธิภาพในการยับยั้งด้วยวิธี dual culture plate อีกครั้ง 
พบว่า แบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลท SM1 สามารถยับยั้งเช้ือ

รา R. microporus ได้ดีตลอดช่วงเวลาที่ทดสอบ โดยเฉพาะที่เวลา 
7 วัน สามารถยับยั้งเชื้อราได้เฉลี่ย 66.43 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ 
แบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลท LPDD3-2 ที่ยับยั้งเชื้อราได้เฉลีย่ 
54.29 เปอร์เซ็นต์ (Figure 1) โดยท าให้ปลายเส้นใยเช้ือราก่อโรค
มีลักษณะอัดตัวกันแน่น ไม่สามารถเจริญผ่านแนวของเช้ือ
แบคทีเรีย Bacillus spp. ได้  (Figure 2) ในขณะที่แบคทีเรีย 
Bacillus sp. ไอโซเลท PT7 สามารถยับยั้ ง เ ช้ือราได้ต่ าของ
ช่วงเวลาที่ทดสอบและมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีอ่ืนๆ (Figure 1) จึงคัดเลือก
แบคทีเรีย Bacillus spp. ไอโซเลท SM1 และ LPDD3-2 ส าหรับ
การทดสอบในขั้นตอนถัดไป เมื่อน าเส้นใยเช้ือรา R. microporus 
ที่เลี้ยงร่วมกับแบคทีเรีย Bacillus spp. ทั้ง 2 ไอโซเลท ไปตรวจ
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดา พบว่า เส้นใยของเช้ือรา 
R. microporus บิดเบี้ยว และกุดตัวลง ในขณะที่ชุดควบคุมปลาย
เส้นใยงอกยาวเป็นปกติ (Figure 3) และผลการตรวจภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดที่เวลา 3 วัน พบมีเซลล์ของ
แบคทีเรีย Bacillus spp. เกาะติดบริเวณรอบๆ ผิวเส้นใยเช้ือรา
ก่อโรค และเกิดรอยย่นของพื้นผิวเส้นใยเล็กน้อย (Figure 4 (B) 
and (E)) ส่วนที่เวลา 5 วัน เส้นใยเริ่มมีลักษณะฝ่อ เกิดรอยย่นบน
พื้นผิว และเส้นใยมีขนาดเล็กลงอย่างเห็นได้ชัดเมื่อเปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุม (Figure 4 (C) and (F)) ในขณะที่เวลา 7 วัน แบคทีเรีย
ทั้ง 2 ไอโซเลท มีการเกาะบริเวณผิวเส้นใยของเชื้อราก่อโรค ท าให้
เส้นใยฝ่อ เกิดรอยย่นบนพ้ืนผิว เป็นรู และมีลักษณะผิดปกติอย่าง
ชัดเจน (Figure 4 (D) and (G))  
 

2. ประสิทธิภาพเซลล์ของแบคทเีรีย Bacillus spp. ในการ
ยับย้ังเชื้อรา R. microporus ด้วยวิธี pour plate 

ผลการทดสอบเซลลข์องแบคทีเรีย Bacillus spp.  ไอโซ
เลท SM1 และ LPDD3-2 ที่ความเข้มข้น 104, 105 และ 106 
cfu/ml พบว่า เซลล์ของแบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลท SM1 
ที่ความเข้มข้น 106 cfu/ml สามารถยับยั้งเช้ือรา R. microporus 
ได้ถึง 80.56 เปอร์เซ็นต์ ขณะที่แบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลท 
LPDD3-2 สามารถยับยั้งได้ 73.33 เปอร์เซ็นต์ (Figure 5) โดยท า
ให้ เส้นใย เ ช้ือรา R. microporus ที่ เจริญร่ วมกับแบคที เรี ย 
Bacillus sp. ไอโซเลท SM1 มีเส้นใยที่บางและเจริญได้น้อยกว่า
เส้นใยเช้ือราก่อโรคที่เจริญร่วมกับแบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซ
เลท LPDD3-2 (Figure 6) ยิ่งกว่านั้นแล้วแบคทีเรีย Bacillus spp. 
ทั้ง 2 ไอโซเลท ท าให้เส้นใยเช้ือราก่อโรคมีลักษณะบิดเบี้ยว และ
กุดตัวลงเมื่อตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดา (Figure 
7)  

 

Table 1 Screening of the effective antagonistic bacteria from 44 isolates of Bacillus spp. inhibiting mycelial growth of R. microporus 

Inhibition 
(%) 

Number of 
isolates 

Antagonist bacterial isolate (isolate) 

0-25 
 

21 
 
 

LPDD10-1                  
RN1-5                                    
NMD6-1                                           

LPDD9-13 
RN5-6   
NMD6-3  

LPDD9-12   
RN5-7     
NMD6-5 

LPDD9-6 
NMD3-2    
NMD9-2   

BS171 
NMD4-3  
NMD9-3   

LPDD3-3  
PBDD3-4  
PLMD1-2                                   

PBDC2-2  
PBDE2-1 
NHE10-1                                                

26-50 20 ROS2             
LPDD10-3 
NDD2-2  

LAR3 
RN 1-2 
PLMD4-2 

RN 1-3 
PBDE2-7 
PLMD4-3 

LPDD9-9 
RN 5-4 
PBDD3-3 

LPDD9-17 
NMD5-1 
PLDD5-1 

TRF 
LAR1 
LAR2 

NSR.89-24 
LPDD10-4 

51-75 3 SM1 PT7 LPDD3-2     
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Figure 1 Inhibition of mycelial growth (%) of R. microporus by Bacillus spp. (SM1, LPDD3-2 and PT7) by dual culture plate technique 
after 3, 5, 7, 9 and 12 days at room temperature and natural light 

 

 

 

Figure 2 Reaction of the three selected Bacillus spp. (SM1, LPDD3-2 and PT7) against R. microporus by dual culture plate technique 
for 3, 5, 7, 9 and 12 days at room temperature and natural light 

 
 

 

Figure 3 Morphological characteristics of R. microporus mycelia by dual culture plate technique for 7 days, control (A) R. microporus 
+ Bacillus sp. isolate SM1 (B) and R. microporus + Bacillus sp. isolate LPDD3-2 ( C) , scales bar 10 µm under compound 
microscope (100 x) 
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Figure 4 Morphological characteristics of R. microporus mycelia by dual culture plate technique control (A) co-cultured with Bacillus 
sp. isolate SM1 for 3, 5 and 7 days ((B) - (D)) and co-cultured with Bacillus sp. isolate LPDD3-2 for 3, 5 and 7 days ((E) - (G)), 
scales bar 2 µm observed by SEM (10,000 x) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5 Inhibition of mycelial growth ( %)  of R. microporus by 

fresh cells of Bacillus spp. (SM1 and LPDD3-2)  at three 
concentrations (104, 105 and 106 cfu/ml)  by pour plate 
technique after 7 days at room temperature and natural 
light 

 
 
Figure 6 Reaction of the two selected fresh cell of Bacillus spp. (SM1 and LPDD3-2) at three concentrations (104, 105 and 106 cfu/ml) 

against R. microporus by pour plate technique for 7 days at room temperature and natural light 
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Figure 7 Morphological characteristics of R. microporus mycelia by pour plate technique for 7 days, control (A) R. microporus + Bacillus 

sp. isolate SM1 (B) and R. microporus + Bacillus sp. isolate LPDD3-2 ( C)  scales bar 10 µm under compound microscope          
(100 x) 

 
3. ประสิทธิภาพเซลล์ของแบคทีเรีย Bacillus spp. ในการ

ยับย้ังเชื้อรา R. microporus ด้วยวิธี agar well diffusion 
ผลการทดสอบเซลล์ของแบคทีเรีย Bacillus spp.     

ไอโซเลท SM1 และ LPDD3-2 ที่ความเข้มข้น 104, 105 และ 106 
cfu/ml ต่อการยับยั้งเส้นใยเช้ือรา R. microporus ด้วยวิธี agar 
well diffusion พบว่า เซลล์ของแบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซ
เลท SM1 ที่ความเข้มข้น 106, 105 และ 104 cfu/ml สามารถ
ยับยั้งเช้ือรา R. microporus ได้ โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเฉลี่ย 
53.00, 46.00 และ 27.00 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และมีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเทียบเปรียบกับ
ผลการยับยั้งจากแบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลท LPDD3-2 
(Figure 8) โดยมีผลท าให้ปลายเส้นใยมีลักษณะอัดตัวกันแน่น 
และไม่สามารถเจริญผ่านบริเวณที่มี เ ช้ือแบคทีเรียเจริญอยู่  
(Figure 9) และท าให้เส้นใยเช้ือราก่อโรคมีลักษณะบิดเบี้ยว และ
กุดตัวลง เมื่อตรวจเส้นใยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดา 
(Figure 10) 

 
Figure 8 Inhibition of mycelial growth ( %)  of R. microporus by  

fresh cells of Bacillus spp. (SM1 and LPDD3-2)  at three 
concentrations ( 104, 105 and 106 cfu/ml)  by agar well 
diffusion technique after 4 days at room temperature 
and natural light 

 
 

 
 
Figure 9 Reaction of the two selected fresh cell of Bacillus spp. (SM1 and LPDD3-2) at three concentrations (104, 105 and 106 cfu/ml) 

against R. microporus by agar well diffusion technique for 4 days at room temperature and natural light 
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Figure 10 Morphological characteristics of R. microporus mycelia by agar well diffusion technique for 4 days, control (A) R. microporus 

+ Bacillus sp. isolate SM1 (B) and R. microporus + Bacillus sp. isolate LPDD3-2 ( C) , scales bar 10 µm under compound 
microscope (100 x) 

 
4. ประสิทธิภาพของสารระเหยจากแบคทีเรีย Bacillus spp. 

ในการยับย้ังเชื้อรา R. microporus 
สารระเหยจาก เซลล์ของแบคที เรีย  Bacillus sp.        

ไ อ โซ เลท  SM1 ที่ ค วาม เข้ มข้ น  106, 105 และ  104 cfu/ml 
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา R. microporus ได้ โดย
มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง 30.00, 23.00 และ 16.00 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ ในขณะที่สารระเหยที่ความเข้มข้น 106, 105 และ 104 
cfu/ml ของแบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลท LPDD3-2 สามารถ
ยับยั้งเช้ือราได้น้อยลง (น้อยกว่า 21 เปอร์เซ็นต์) (Figure 11) โดย
ท าให้เส้นใยเช้ือราก่อโรคที่เจริญร่วมกับแบคทีเรีย Bacillus sp. 
ไอโซเลท SM1 มีลักษณะบางและเจริญได้น้อยท่ีสุด ในขณะที่เส้น
ใยเช้ือราก่อโรคที่เลี้ยงร่วมกับแบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลท 
LPDD3-2 ที่ความเข้มข้น 105 และ 104 cfu/ml เส้นใยเจริญได้
ใกล้เคียงกับชุดควบคุม (Figure 12) อีกทั้งมีผลท าให้เส้นใยเช้ือรา
ก่อโรคมีลักษณะบิดเบี้ยว และกุดตัวลงเช่นเดียวกับการทดลอง
ข้างต้น เมื่อตรวจเส้นใยภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดา 
(Figure 13) 

 
Figure 11 Inhibition of mycelial growth ( %)  of R. microporus by 

volatile compound of Bacillus spp. (SM1 and LPDD3-2) 
at three concentrations ( 104, 105 and 106 cfu/ml)  by 
paired petridish technique after 4 days at room 
temperature and natural light 

 
Figure 12 Reaction of the two selected volatile compound of Bacillus spp. (SM1 and LPDD3-2) at three concentrations (104, 105 and 

106 cfu/ml) against R. microporus by paired petridish technique for 4 days at room temperature and natural light 
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Figure 13 Morphological characteristics of R. microporus mycelia treated with volatile compound of two selected Bacillus spp. (SM1 

and LPDD3-2)  by paired petridish technique for 4 days, control (A) R. microporus + Bacillus sp. isolate SM1 (B) and R. 
microporus + Bacillus sp. isolate LPDD3-2 (C), scales bar 10 µm under compound microscope (100 x) 

 
วิจารณ์ 

แบคทีเรีย Bacillus spp. มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง
เ ช้ือราสาเหตุโรคพืชได้ดี เช่น ยับยั้งเ ช้ือรา Fusarium spp. 
(Badia et al., 2011)  Penicillium digitatum (Thonglem et 
al., 2 0 0 7 , Leelasuphakul et al., 2008)  แ ล ะ เ ช้ื อ ร า 
Alternaria spp. (Matar et al., 2009) โดยในการทดลองนี้
แบคทีเรีย Bacillus spp. ที่มีศักยภาพในการยับยั้งเช้ือรา  R. 
microporus ประกอบด้วยแบคทีเรีย Bacillus spp. ไอโซเลท 
SM1, LPDD3-2 และ PT7 ซึ่งแบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลท 
PT7 สามารถยับยั้งเช้ือราได้ แต่การเพิ่มปริมาณเช้ือใช้เวลานาน 
เนื่องจากเจริญเติบโตช้า โคโลนีมีลักษณะหนืด เป็นเมือก การ
กรองแยกเซลล์ใช้เวลานาน ท าให้ได้ปริมาณเชื้อน้อย และมีโอกาส
ปนเปื้อนได้ง่าย ในขณะที่แบคทีเรีย Bacillus spp. ไอโซเลท 
SM1 และ LPDD3-2 เจริญเติบโตเร็ว เลี้ยงได้ง่าย เจริญได้ดีใน
อาหาร PDB สามารถเพิ่มปริมาณเชื้อได้ภายในเวลา 7 วัน รวมทั้ง
สามารถแข่งขัน (competition) และครอบครองพื้นที่ได้ดี ท าให้
เช้ือราไม่สามารถเจริญเติบโตหรืออาศัยบริเวณที่มีเช้ือแบคทีเรีย
อยู่ได้ ซึ่งเป็นข้อดีที่มีประสิทธิภาพของแบคทีเรียในการควบคุม
เ ช้ือรา R. microporus ส่วนความสามารถในการสร้างสาร
ปฏิปักษ์ออกมายับยั้งเ ช้ือรา R. microporus ของแบคทีเรีย 
Bacillus sp. ไอโซเลท SM1 ที่ความเข้มข้น 106 cfu/ml นั้น 
สามารถยับยั้งเชื้อรา R. microporus ได้ถึง 80.56 เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง
ใกล้เคียงกับแบคทีเรีย B. subtilis ที่ความเข้มข้น 106 cfu/ml ที่
ส า ม า รถยั บ ยั้ ง เ ช้ื อ ร า  Fusarium graminearum ไ ด้  81.3 
เปอร์เซ็นต์ (Zhao et al., 2014) ชีวภัณฑ์ได้ก าหนดให้มีปริมาณ
เ ช้ือแบคที เ รี ย  1x107 - 1x109 cfu/ml (Yadav et al., 2014) 
ขึ้นอยู่กับชนิดของแบคทีเรีย นับว่าเป็นจุดเด่นของแบคทีเรีย 
Bacillus sp. ไอโซเลท SM1 ที่มีศักยภาพในการพัฒนาเป็น       
ชีวภัณฑ์เพื่อใช้ประโยชน์ในการควบคุมโรครากขาวของยางพารา 
และสะดวกต่อการใช้งานมากยิ่งขึ้น ส าหรับสารปฏิปักษ์ที่
แบคทีเรีย Bacillus spp. ผลิตออกมาเป็นสารที่มีส่วนประกอบ
เป็นสารปฏิชีวนะ เช่น สารปฏิชีวนะที่สามารถย่อยแป้งได้ อาจ
เป็นสารที่อยู่ ในกลุ่ม α-amylasebacilysocin (Chumthong, 
2009)  bacilysocin (Tamehiro et al., 2002) bacillomycin 
D, bacillomycin, fengycin, iturin, surfactin (Nagy et al., 
2012; Torres et al., 2016; Zalila-Kolsi et al., 2016) 
gramicidin, tyrocidine, bacitracin, subtilin, mycobacillin, 
bacilysin (Mannanov and Sattarova, 2001) น อ ก จ า ก นี้
แบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลท SM1 ยังสามารถผลิตสาร
ระเหย (volatile substances) ยับยั้ งการ เจริญของเ ช้ือรา         
R. microporus ได้ (30 เปอร์เซ็นต์) ที่ความเข้มข้น 106 cfu/ml 

ซึ่งจากการทดลองก่อนหน้านี้สารระเหยที่แบคทีเรีย Bacillus 
spp. ผลิตและปลดปล่อยออกมาประกอบด้วย 1 -butanol, 
dimethylsulfoxide และ 3-hydroxy-2-butanone (acetoin) 
(Lim et al., 2 0 1 7 )  aldehydes, alcohols, hydrocarbons, 
ketones, ester, acids, aromatics, สารประกอบที่มี  sulfur 
และ nitrogen เป็นหลัก (Kai, 2020) ในการทดลองนี้เมื่อน าเส้น
ใยเช้ือราที่เจริญร่วมกับแบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลท SM1 
ตรวจลักษณะโครงสร้างภายในภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องกราด มีเซลล์ของแบคทีเรียเกาะติดบริเวณรอบๆ ผิวของ
เส้นใย เส้นใยฝ่อ เกิดรอยย่นบนพื้นผิว เส้นใยมีขนาดเล็กลงอย่าง
เห็นได้ ชัดที่ เวลา 3 วัน และ 5 วัน ในขณะที่ เวลา 7 วัน มี
แบคทีเรีย Bacillus spp. เกาะบริเวณผิวเส้นใยของเชื้อราก่อโรค 
ท าให้เกิดรอยย่นบนพื้นผิว และเป็นรู เนื่องจากแบคทีเรียอาจ
ปลดปล่อยสารออกมาที่สามารถย่อยผนังเซลล์ของเช้ือราก่อโรค
ได้ ท าให้เส้นใยฝ่อ และมีลักษณะผิดรูปอย่างชัดเจน ซึ่งลักษณะ
ดังกล่าวให้ผลสอดคล้องกับลักษณะเส้นใยที่ตรวจภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ชนิดแสงธรรมดา ที่ท าให้เส้นใยมีลักษณะบิดเบี้ยว ผิด
รูป และกุดตัวลง เช่นเดียวกับ B. amyloliquefaciens ที่ท าให้
เส้นใยเช้ือรา Sclerotinia sclerotiorum โค้งงอ เยื่อหุ้มเซลล์
แตก (Rahman et al., 2016) และเส้นใยของ Magnaporthe 
oryzae มีการหดตัว บิดเบี้ยวบางส่วน พื้นผิวเส้นใยหยาบ กลวง 
และมีรอยย่น (Sha et al., 2020) ซึ่งลักษณะนี้เส้นใยไม่สามารถ
เจริญต่อไปได้แสดงว่าแบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลท SM1 
สามารถควบคุมการเจริญของเช้ือรา R. microporus ได้ ควร
น าไปทดสอบกับพืชเพื่อดูผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของพืช 
รวมทั้งประสิทธิภาพในการยับยั้งเช้ือรา R. microporus ในสภาพ
โรงเรือนทดลอง และพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์ เพื่อสะดวกต่อการใช้
งาน และมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน 

 
สรุป 

จากการศึกษานี้พบว่ า  แบคที เรี ย  Bacillus spp. 
จ านวน 2 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท SM1 และ  LPDD3-2  มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้ ง เ ช้ือรา R. microporus ในระดับ
ห้องปฏิบัติการ โดยที่แบคทีเรีย Bacillus sp. ไอโซเลท SM1 ที่
ทดสอบด้วยวิธี pour plate ที่ระดับความเข้มข้น 106 cfu/ml 
สามารถสร้างสารปฏิปักษ์ยับยั้งการเจริญของเส้นใยเช้ือรา R. 
microporus ได้สูงที่สุด คือ 80.56 เปอร์เซ็นต์ และสามารถผลิต
สารระเหยยับยั้งการเจริญของเช้ือรา R. microporus ได้ 30 
เปอร์เซ็นต์ จัดว่าเป็นแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการพัฒนาเป็น   



Sungtong et al. (2021) 

42                ว. พืชศาสตร์สงขลานครินทร์ 8 (1): 34-43

                            Songklanakarin J. Pl. Sci., 8 (1): 34-43 

ชีวภัณฑ์เพื่อใช้ประโยชน์ในการควบคุมโรครากขาวของยางพารา 
สะดวกต่อการใช้งาน และลดการใช้สารเคมี 
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