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บทคัดย่อ 

งานวิจัยนี้มีจุดมุ่งหมายในการแยกและคัดกรองแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้งราที่ก่อ
โรคในพืช โดยสามารถแยกแบคทีเรียจากตัวอย่างดิน 13 ตัวอย่าง ได้ทั้งหมด 141 ไอโซเลต  แต่พบว่ามี
แบคทีเรียเพียง 87 ไอโซเลตเท่าน้ันที่มีชีวิตรอดและสามารถเจริญได้ จึงน าแบคทีเรียทั้ง 87 ไอโซเลตไป
ทดสอบความสามารถในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช ได้แก่ Acremonium furcatum, Colletotrichum 
gloeosporioides, Fusarium moniliforme, Fusarium proliferatum, Fusarium solani, 
Phytophthora palmivora และ Pyricularia oryzae ซึ่งพบว่ามีแบคทีเรีย 15 ไอโซเลต ที่สามารถ
ยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชที่ใช้ในการทดสอบได้ทั้งหมด   เมื่อเปรียบเทียบความสามารถในการยับยั้งราที่ก่อ
โรคในพืช โดยพิจารณาจากเปอร์เซ็นต์การยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช และจ านวนชนิดของราที่แบคทีเรีย
สามารถยับยั้งได้ พบว่าแบคทีเรียไอโซเลต E10B77 เป็นหนึ่งในแบคทีเรียที่มีเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้งราที่
ก่อ โรคในพืชสู ง เป็น 3 อันดับแรก ในรา 6 ชนิด คือ A. furcatum, P. palmivora, P. oryzae, 
F. moniliforme, C. gloeosporioides และ F. solani โดยมีเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้งเท่ากับ  41.67, 
31.03, 31.03, 25.58, 24.32, และ 24.20% ตามล าดับ โดยมีเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้ง F. proliferatum 
ได้ค่อนข้างต่ า เพียง 9.09%   เมื่อน าไอโซเลต E10B77 ไปพิสูจน์เอกลักษณ์ โดยการศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา พบว่าไอโซเลต E10B77 มีลักษณะโคโลนีค่อนข้างกลม สีครีมขุ่น ผิวหน้าเรียบ วาว มี
ลักษณะรูปร่างของเซลล์เป็นท่อน ย้อมติดสีแกรมบวก และสามารถสร้างเอนโดสปอร์ได้ และการวิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA พบว่ามีความใกล้เคียง 99.93% กับแบคทีเรียหลายสปีชีส์ซึ่งจัดอยู่
ใน Bacillus subtilis species complex   เมื่อใช้ส่วนน้ าใสที่ปราศจากเซลล์ของไอโซเลต E10B77 ผสม
กับอาหารแข็ง ในอัตราส่วน 1:1 แล้วทดสอบความสามารถในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช พบว่าส่วนน้ าใส
ของไอโซเลต E10B77 สามารถยับยั้ง P. oryzae ได้มากที่สุด โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 51.95% 
และมีเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้ง F. proliferatum ได้น้อยที่สุด โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 12.77%   
ผลการทดลองที่ได้แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียไอโซเลต E10B77 มีศักยภาพในการน าไปปรับใช้เพื่อการ
ควบคุมราที่ก่อโรคในพืชได้ต่อไป  
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Abstract 

 The aims of this project were to isolate and screen for bacteria which were capable 
of inhibiting plant fungal pathogens. From 13 soil samples, 141 isolates were obtained. 
However, only 87 isolates survived and were subsequently able to grow. These isolates 
were subjected to test for their antifungal activity against fungal plant pathogens including 
Acremonium furcatum, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium moniliforme, Fusarium 
proliferatum, Fusarium solani, Phytophthora palmivora and Pyricularia oryzae. The results 
revealed that only 15 isolates were able to inhibit the growth of all fungal plant pathogens 
in this test. Comparison the ability to inhibit the growth of fungal plant pathogens by 
considering the percentage of inhibition and the number of fungal plant pathogens that 
these isolates were able to inhibit, it was found that isolate E10B77 was one of the top 
three bacteria that showed the highest percentage of inhibition against the growth of 6 
fungi with 41.67, 31.03, 31.03, 25.58, 24.32, and 24.20% inhibition against A. furcatum, P. 
palmivora, P. oryzae, F. moniliforme, C. gloeosporioides and F. solani, respectively, and 
with the percentage of inhibition against F. proliferatum that was relatively low at only 
9.09%. Morphological characterization of isolate E10B77 showed that its colony was rather 
round, creamy color, with smooth surface. Microscopic characterization revealed that 
isolate E10B77 was rod shaped, Gram positive, endospore forming bacteria. Analysis of 16S 
rDNA sequencing revealed that it was 99.93% similarity to several species of Bacillus 
subtilis species complex. By using cell free-broth from isolate E10B77 and mixed with solid 
medium at a ratio of 1:1, and then tested against fungal plant pathogens, it was found 
that the cell free-broth from isolate E10B77 showed the highest percentage of inhibition 
against P. oryzae at 51.95%, and the lowest percentage of inhibition against F. proliferatum 
at 12.77%. Taken together, isolate E10B77 showed the potential for the application in 
biocontrol of plant fungal pathogen.  
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กิตติกรรมประกาศ 

โครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณ์นี้ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดีด้วยความช่วยเหลือ

อย่างยิ่งจาก ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ปาหนัน เริงส าราญ อาจารย์ที่ปรึกษาโครงการฯ ที่กรุณาให้ความรู้ 

ค าปรึกษา ค าแนะน า ตลอดจนข้อคิดต่าง ๆ ในการท าโครงการนี้ อีกทั้งยังกรุณาตรวจสอบและแก้ไขปรับปรุง

โครงการฉบับนี้ให้สมบูรณ์มากขึ้น ซึ่งผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณในความเมตตาของอาจารย์เป็นอย่างสูงไว้ ณ 

ที่นี้ด้วย 

ขอขอบพระคุณคณาจารย์ในภาควิชาจุลชีววิทยาทุกท่าน ที่กรุณาให้ความรู้ ค าปรึกษา ค าแนะน า

ต่าง ๆ ที่มีประโยชน์ต่อโครงการ และประสบการณ์ในการท างานวิจัยในครั้งนี้ด้วย 

ขอขอบคุณเจ้าหน้าที่ทุกท่านในภาควิชาจุลชีววิทยา ที่กรุณาอ านวยความสะดวกในการท า

โครงการนี้ และให้ความช่วยเหลือในเรื่องเครื่องมือและอุปกรณ์ต่าง ๆ ในภาควิชาจุลชีววิทยา 

ขอขอบคุณพี่ ๆ ในห้องปฏิบัติการของ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ปาหนัน เริงส าราญ ซึ่งได้แก่ 

นางสาวรพีพรรณ โสวรรณปรีชา นางสาวจุฑากาญจน์ นามสง่า นางสาวสิริตา เสียมไหม และนายสิรภพ ภูมิ

ภูติกุล ที่ให้ความช่วยเหลือ ให้ค าแนะน า ค าปรึกษา ข้อคิดเห็นต่าง ๆ ในการท าโครงการนี้ ตลอดจนสนับสนุน

การท าโครงการนี้ให้ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดีมาโดยตลอด 

ขอขอบคุณพี่ ๆ ปริญญาเอกและปริญญาโท และเพื่อน ๆ นิสิตปริญญาตรีในภาควิชาจุลชีววิทยา 

ที่ให้ค าปรึกษา ค าแนะน า และความช่วยเหลือเป็นอย่างดี ตลอดจนเป็นก าลังใจในการท าโครงการนี้ให้ส าเร็จ

ลุล่วงได้อย่างสมบูรณ์ 

สุดท้ายนี้ขอกราบขอบพระคุณมารดา และสมาชิกทุกคนในครอบครัว ตลอดจนเพื่อน ๆ ที่น่ารัก

ทุกคน ที่คอยสนับสนุน และเป็นก าลังใจในการท าโครงการนี้ให้ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดีมาโดยตลอด 
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บทท่ี 1 

1.1 บทน า 

ราก่อโรคในพืชถือว่าเป็นปัญหาส าคัญอย่างหนึ่งที่ส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของพืช และ

ผลผลิตทางการเกษตร ก่อให้เกิดความเสียหายต้ังแต่ระยะเริ่มการเพาะปลูกไปจนถึงระยะหลังการเก็บ

เกี่ยวผลผลิต ท าให้ผลผลิตที่ได้ลดลง ส่งผลกระทบต่อการบริโภค การผลิตอาหาร การส่งออก และการค้า

ระหว่างประเทศ น าไปสู่ปัญหาทางด้านเศรษฐกิจ ท าให้เกิดการสูญเสียรายได้เป็นจ านวนมาก (Wu และ

คณะ, 2015)   ประเทศไทยถือว่าเป็นหนี่งในประเทศเกษตรกรรมที่มีการผลิต และส่งออกสินค้าเกษตร

เป็นจ านวนมาก รายได้ส่วนใหญ่จึงมาจากภาคการเกษตร และเนื่องจากในปัจจุบันมีการส่งออกสินค้า

ทางการเกษตรไปยังประเทศต่าง ๆ มากข้ึน อีกทั้งยังมีมาตรการการค้าระหว่างประเทศเพื่อตรวจสอบ

คุณภาพของสินค้าให้เป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานที่ก าหนด รวมไปถึงผู้บริโภคส่วนใหญ่ในปัจจุบันหันมาให้

ความสนใจกับคุณภาพ และความสะอาดของสินค้ามากขึ้น จึงปฏิเสธไม่ได้เลยว่าปัญหาราก่อโรคในพืช ที่

ส่งผลต่อคุณภาพของสินค้าเกษตรไม่ใช่ปัญหาที่ส าคัญ (ณัฏฐพร อุทัยมงคล, 2559) 

นอกจากราจะสามารถก่อโรคในพืชได้แล้ว ก็ยังมีรายงานอีกว่าราบางชนิดสามารถสร้างสารพิษที่

ส่งผลกระทบต่อมนุษย์และสัตว์ได้ เช่น Aspergillus flavus สร้าง aflatoxin ซึ่งเป็นสารก่อมะเร็งและเป็น

สา เห ตุ ของ มะ เ ร็ ง ตับ  (Razzaghi-Abyaneh แล ะคณะ , 2009), Fusarium graminearum สร้ า ง 

trichothecene ซึ่งเป็นพิษต่อระบบทางเดินอาหาร, Fusarium culmorum สร้าง zearalenone ซึ่งเป็น

พิษต่อตับ, ระบบเลือด, ระบบภูมิคุ้มกัน และยังเป็นสารก่อมะเร็งอีกด้วย (Liew และคณะ, 2018) 

ราที่ก่อโรคในพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญ เช่น ราในสกุล Erysiphe ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคราแป้ง 

(powdery mildew) ในยาสูบ (Xie และคณะ, 2016) ราในสกุล Botrytis เป็นสาเหตุของโรคราสีเทา 

(gray mold) ในมะเขือเทศ (Williamson และคณะ, 2007), ราในสกุล Colletotrichum เป็นสาเหตุของ

โรค anthracnose ในฝ้าย (Nawaz และคณะ, 2018), ราในสกุล Phytophthora เป็นสาเหตุของโรคโคน

รากเน่า (damping off) ในยางพารา (Promwee และคณะ, 2017), และราในสกุล Fusarium เป็น

สาเหตุของโรคเหี่ยว (wilt) ในแตงกวา เป็นต้น (Singh และคณะ, 1999) 
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โรคในพืชที่เกิดจากรา 

1) โรคแอนแทรคโนส (anthracnose) เป็นโรคที่มีสาเหตุมาจากราในสกุล Colletotrichum 

อาการของโรค จะเริ่มจากจุดแผลเล็ก ๆ สีน้ าตาลแล้วค่อย ๆ แผ่ขยายใหญ่ข้ึน ซึ่งระยะที่เห็นอาการของ

โรคชัดเจนที่สุดคือ ระยะที่ผลเริ่มสุก โดยโรคนี้มักพบระบาดมากในฤดูฝนหรือในบริเวณที่มีความช้ืนสูง    

ตัวอย่างของราในสกุลนี้ เช่น Colletotrichum gloeosporioides ซึ่งมีลักษณะสัณฐานวิทยาบนอาหาร 

potato dextrose agar (PDA) คือ สร้างเส้นใยฟูสีขาวเทา และเมื่ออายุมากขึ้นจะสร้างเส้นใยสีเทา หาก

เช้ือเจริญเต็มที่จะสร้างโคนิเดีย (conidia) ที่มีลักษณะคล้ายหยดน้ าข้น ๆ สีชมพูอมส้ม แล้วจะค่อย ๆ 

เจริญซ้อนกันเป็นช้ัน ๆ โดยราชนิดนี้สามารถก่อโรคได้ในทุกส่วนของพืช ไม่ว่าจะเป็นราก ล าต้น กิ่ง ใบ 

ดอก ผล และเมล็ด อีกทั้งยังก่อให้เกิดความเสียหายในพืชเศรษฐกิจหลายชนิดอีกด้วย (Michasia Harris, 

2557) เช่น ในผลพริกที่เริ่มสุก จะแสดงอาการเห็นเป็นแผลสีน้ าตาลขนาดเล็ก ต่อมาจะค่อย ๆ ขยายใหญ่

ข้ึนเป็นลักษณะวงรี หลังจากนั้นแผลจะเกิดการยุบตัวแล้วเห็นเป็นสีด าไหม้บริเวณรอยแผล (Oo และคณะ, 

2016) ดังรูปที่ 1 

 

รูปท่ี 1 โรคแอนแทรคโนสที่เกิดบนผลพริก 

(https://www.svgroup.co.th/แอนแทรคโนสในพริก/) 

 

2) โรคถอดฝักดาบ (Bakanae disease) เป็นโรคในข้าวที่มีสาเหตุมาจากราในสกุล Fusarium 

โดยโรคนี้จะมีลักษณะอาการ คือ ในระยะกล้า หากพบว่าเป็นโรคนี้และมีอาการรุนแรง จะท าให้กล้าแห้ง

ตาย ส่วนในต้นข้าวที่เป็นโรคจะมีลักษณะผอม สีเขียวอ่อนซีด ล าต้นสูงกว่าปกติ ที่โคนต้นและรากพบมี

แผลเน่าสีน้ าตาลด า บางครั้งพบกลุ่มเส้นใยสีชมพูที่บริเวณข้อปล้อง (Amatulli และคณะ, 2010) ดังรูปที่ 

2   ตัวอย่างของราในสกุลนี้ เช่น Fusarium proliferatum ซึ่งมีลักษณะสัณฐานวิทยาบนอาหาร PDA คือ 

สร้างเส้นใยสีขาวฟู หนาแน่น เมื่ออายุมากข้ึนจะสร้างเส้นใยสีส้ม สีส้มชมพู หรือสีชมพูม่วง และมีการ

รายงานว่าราชนิดนี้สามารถก่อโรคในพืชตระกูลกล้วยไม้ได้ด้วย (ชุติมันต์ พานิชศักดิ์พัฒนา และคณะ, 
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2557) และ Fusarium moniliforme มีลักษณะสัณฐานวิทยาบนอาหาร PDA คือ สร้างเส้นใยสีขาวฟู 

เมื่ออายุมากข้ึนจะสร้างเส้นใยสีชมพูอมม่วง หรือสีม่วงคราม และยังพบว่าราชนิดน้ีสามารถก่อโรคล าต้น

เน่าในข้าวโพดได้อีกด้วย (Sunder และคณะ, 2014) 

 

รูปท่ี 2 โรคถอดฝักดาบที่เกิดในต้นข้าว

(http://www.ricethailand.go.th/Rkb/disease%20and%20insect/index.php-

file=content.php&id=119.htm) 

 

3) โรคใบจุด (leaf spot) เป็นโรคที่มีสาเหตุมาจากราหลากหลายสกุล ซึ่งสกุล Acremonium ถือ

ว่าเป็นหนึ่งในราหลายสกุลที่สามารถก่อโรคนี้ได้ โดยโรคนี้จะมีลักษณะอาการ คือ จะเป็นจุดแผลสีน้ าตาล

ขนาดเล็กที่บริเวณก้าน ใบ และดอก เนื้อเยื่อรอบแผลเป็นสีเหลืองเข้ม อาจพบมีจ านานจุดมากข้ึน เมื่อ

แผลขยายใหญ่ข้ึนจะค่อย ๆ ลุกลามขยายออกเป็นแผลขนาดใหญ่ และท าให้เห็นแผลมีลักษณะอาการไหม้

ได้ (Marie-Alix, 2016) ดังรูปที่ 3   ราชนิดนี้สามารถก่อโรคได้ในพืชหลายชนิด เช่น ปทุมมา กระเจียว 

ทับทิม   ตัวอย่างของราในสกุลนี้ เช่น Acremonium furcatum มีลักษณะสัณฐานวิทยาบนอาหาร PDA 

คือ สร้างเส้นใยสีขาว เมื่ออายุมากจะสร้างเส้นใยสีเหลืองซีด โคโลนีเริ่มแรกจะมีลักษณะคล้ายยีสต์ คือ รา

จะเจริญแนบราบติดกับอาหาร แล้วจึงค่อย ๆ เจริญฟูข้ึน และโคโลนีเจริญช้า (ธารทิพย ภาสบุตร และ

คณะ, 2555) 
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รูปท่ี 3 ลักษณะอาการของพืชที่ติดโรคใบจุดจากราสกลุ Acremonium 

(http://enacademic.com/dic.nsf/enwiki/6291253) 

 
4) โรคโคนรากเน่า (damping-off) เป็นโรคที่มีสาเหตุเกิดจากราได้หลายชนิด ซึ่งหนึ่งในราที่ก่อ

โรคนี้ เป็นราน้ าที่อยู่ในสกุล Phytophthora โดยส่วนใหญ่ราน้ าในสกุลนี้สามารถก่อโรคกับพืชได้

หลากหลาย เช่น ผัก ไม้ดอกไม้ประดับ พืชล้มลุก รวมไปถึงไม้ยืนต้น   ลักษณะอาการของโรคที่ส่วนบน

ของล าต้น จะพบว่า ใบจะเหลืองซีด ใบร่วง กิ่งเริ่มแห้งตาย ที่บริเวณโคนต้นจะแสดงอาการเป็นจุดสีด า 

เปลือกเน่าเป็นสีน้ าตาล มีน้ าเยิ้มออกมา  ส่วนที่ราก เปลือกจะเปลี่ยนไปเป็นสีน้ าตาล ผิวรากหลุดออกง่าย 

รากเน่า พืชจะแสดงอาการทรุดโทรมและตายในที่สุด (อมรรัตน์ ภู่ไพบูลย์ และคณะ, 2555) ดังรูปที่ 4   

ตัวอย่างของราในสกุลนี้ เช่น Phytophthora palmivora ซึ่งเป็นราน้ ากลุ่มโอโอไมซีทีส (oomycetes) 

สามารถพบได้ทั้งในน้ าและในดินที่ช้ืนแฉะ มีลักษณะเส้นใยเป็นสีขาว สร้างซูโอสปอร์ (zoospore) `ใน

สปอร์แรงเจียม (sporangium) เมื่อสืบพันธ์ุแบบไม่อาศัยเพศจะผลิตสปอร์ 2 ชนิด คือ zoospore และ 

chlamydospore (ทวี เก่าศิริ, 2545) 

 

รูปท่ี 4 ลักษณะอาการของพืชที่ติดโรคโคนรากเน่าจากราสกุล Phytophthora 

(http://www.omafra.gov.on.ca/IPM/english/peppers/diseases-and-disorders/damping-

off.html) 

 



5 
 

5) โรคเหี่ยวจากรา Fusarium (Fusarium wilt) เป็นโรคที่มีสาเหตุมาจากราในสกุล Fusarium 

ลักษณะอาการของโรคในระยะกล้าจะมีลักษณะต้นกล้าหัก พับล้มและแห้งตายคล้ายกับโรค damping 

off  ส่วนระยะที่พืชโต อาจพบอาการใบเริ่มเหลืองจากด้านล่างขึ้นไปด้านบน ใบ กิ่ง และก้านเริ่มเหี่ยวเฉา 

และเช้ือจะเข้าไปเจริญอยู่ภายในท่อล าเลียงน้ า ท าให้เกิดการอุดตันของท่อ ใบจะค่อย ๆ เหี่ยว และอาจ

เกิดอาการไหม้ที่บริเวณขอบเนื้อเยื่อใบ หลังจากนั้นเนื้อใบส่วนที่เหลือจะค่อย ๆ เปลี่ยนไปเป็นสีเหลือง 

แล้วเกิดการเหี่ยวอย่างถาวรและท าให้พืชตายในที่สุด (ไทยเกษตรศาสตร์, 2556a) ดังรูปที่ 5   ตัวอย่าง

ของราในสกุลนี้ เช่น Fusarium solani มีลักษณะสัณฐานวิทยาบนอาหาร PDA คือ สร้างเส้นใยฟู สีขาว

นวล เมื่อมีอายุมากข้ึนจะมีการสร้างเส้นใยสีครีม หรือสีครีมแซมน้ าเงิน และพบว่าสามารถก่อโรคในถ่ัว

เหลืองได้ (อภิรัชต์ สมฤทธ์ิ และคณะ, 2556) 

 

รูปท่ี 5 ลักษณะอาการของพืชที่ติดโรคเหี่ยวจากราสกลุ Fusarium 

(http://www.thaikasetsart.com/โรครากเน่า/) 

 

6) โรคไหม้ในข้าว (rice blast disease) เป็นโรคที่มีสาเหตุมาจากราในสกุล Pyricularia ซึ่งรานี้

สามารถสร้างความเสียหายให้ข้าวได้ทุกระยะการเจริญเติบโต ในระยะกล้าจะมีลักษณะอาการเป็นจุดสี

น้ าตาล ที่บริเวณกลางแผลเป็นสีเทา จึงมองเห็นเป็นลักษณะคล้ายรูปตา และเมื่อแผลขยายลุกลามไปทั่ว

บริเวณใบ จะเห็นใบมีลักษณะแห้งไหม้ ในระยะข้าวแตกกอ จะพบเกิดแผลสีน้ าตาลที่บริเวณใบ ข้อต่อของ

ใบ และข้อต่อของล าต้น และในระยะข้าวออกรวง หากราเข้าท าลายในระยะนี้จะพบว่าเมล็ดข้าวจะลีบ

หมด แต่ถ้าเป็นโรคในระยะรวงข้าวแก่ จะพบรอยช้ าสีน้ าตาลที่บริเวณคอรวง ท าให้รวงข้าวเปราะและหัก

ง่าย (กองวิจัยและพัฒนาข้าว กรมการข้าว, 2559) ดังรูปที่ 6   ตัวอย่างของราในสกุลนี้ เช่น Pyricularia 

oryzae มีลักษณะสัณฐานวิทยาบนอาหาร PDA คือ สร้างเส้นใยฟู สีขาวเทา เมื่ออายุมากจะสร้างเส้นใยสี
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เทาเข้ม ซึ่งราชนิดนี้ถือว่าก่อให้เกิดความเสียหาย และยังพบมีการระบาดอย่างมากในประเทศไทยอีกด้วย 

(ลือชัย อารายะสังสฤษฎ์ และคณะ, 2538) 

 

รูปท่ี 6 ลักษณะอาการของข้าวที่ติดโรคใบไหม ้

(http://www.ricethailand.go.th/rkb3/title-index.php-file=content.php&id=112-1.htm) 

 

ในปัจจุบันเกษตรกรมีการใช้สารเคมีเพื่อก าจัดหรือควบคุมราที่ก่อให้เกิดโรคในพืชอย่างแพรห่ลาย 

ตัวอย่าง ได้แก่ Captan ใช้ควบคุมโรคใบจุด ใบแห้ง ผลเน่าของผัก, Difolatan ใช้ควบคุมโรคใบไหม้ของ

มันฝรั่ง และ Benomyl เป็นสารเคมีที่นิยมใช้แพร่หลาย เพราะสามารถยับยั้งราได้อย่างกว้างขวาง ใช้

ได้ผลดีแม้ในอัตราความเข้มข้นต ่า ใช้ควบคุมได้ทั้งโรคใบจุด โรคเน่า โรคราแป้ง และโรคใบไหม้ของข้าว 

เป็นต้น (ไทยเกษตรศาสตร์, 2556b) ซึ่งการใช้สารเคมีจะท าให้ราเกิดการดื้อต่อยาได้ง่าย จึงต้องมีการใช้

สารเคมีในปริมาณที่เพิ่มข้ึนเรื่อย ๆ ท าให้อาจมีการปนเปื้อนของสารเคมีในผลผลิต ก่อให้เกิดมลพิษต่อ

สิ่งแวดล้อม และยังท าลายจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์อีกด้วย (Zhang และคณะ, 2017a)   นอกจากนี้การใช้

สารเคมียังส่งผลกระทบต่อสุขภาพของเกษตรกร ผู้บริโภค และสัตว์เลี้ยง และยังอาจน าไปสู่การเกิดมะเร็ง

ได้ (Jeong และคณะ, 2017)   ดังนั้นเพื่อลดปัญหาจากการใช้สารเคมีที่เพิ่มข้ึน จึงมีการศึกษาหาวิธี

ทางเลือกอื่น เพื่อมาใช้ก าจัดราที่ก่อให้เกิดโรคในพืชแทนการใช้สารเคมี ซึ่งวิธีนี้เรียกว่า การควบคุมโดยวิธี

ชีวภาพ (biocontrol) 
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การควบคุมโดยวิธีชีวภาพ 

การควบคุมโดยวิธีชีวภาพ เป็นวิธีการใช้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ (antagonist) ที่มีศักยภาพในการยับยั้ง

การเจริญเติบโตของเช้ือก่อโรคได้สูง ไม่เป็นมลพิษ ไม่ส่งผลกระทบสิ่งแวดล้อมและสิ่งมีชีวิตอื่น  ๆ มา

ควบคุมจุลินทรีย์ที่ก่อโรคในพืชโดยการท าลาย ยับยั้งการเจริญ ลด หรือหยุดการแพร่ระบาดของจุลินทรีย์

ที่ก่อโรค ซึ่งในธรรมชาติเช้ือปฏิปักษ์จะมีกลไกในการควบคุมเช้ือที่เป็นสาเหตุของโรค โดยอาศัยหลักการ

การเป็นปฏิปักษ์ต่อกัน ซึ่งกลไกในการควบคุมเช้ือก่อโรคพืชมี 4 แบบ (Liu และคณะ, 2007) ได้แก่  

1) การแข่งขัน (competition) เป็นกลไกที่จุลินทรีย์ปฏิปักษ์มีความสามารถในการเจริญเติบโต

แข่งขัน แก่งแย่งสารอาหาร หรือปัจจัยอื่น ๆ ที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือก่อโรคพืช ท าให้เช้ือก่อโรค

พืชไม่สามารถเจริญเติบโตและหยุดการแพร่ระบาดของโรค หรือมีการเจริญเติบโตได้น้อยลง เช่น จุลินทรีย์

ปฏิปักษ์มีความสามารถในการแข่งขันครอบครองพื้นที่ในการเจริญได้ดีกว่าเช้ือก่อโรคพืช มีความสามารถ

ในการแก่งแย่งสารอาหาร น้ า หรืออากาศ ซึ่งเป็นปัจจัยที่ส่งผลต่อการเจริญของเช้ือก่อโรคพืช ท าให้เช้ือ

ก่อโรคพืชเจริญได้น้อย หรือไม่สามารถเจริญได้ในบริเวณที่มีจุลินทรีย์ปฏิปักษ์เจริญอยู่ จึงท าให้เช้ือก่อโรค

พืชไม่สามารถก่อโรค บุกรุกหรือเข้าท าลายพืชได้ ซึ่งส่งผลให้พืชแข็งแรง เจริญเติบโตได้ดีไม่เป็นโรค ให้

ผลผลิตที่มีคุณภาพและปริมาณที่สูง (Liu และคณะ, 2013)   ตัวอย่างการควบคุมโรคพืชของจุลินทรีย์ด้วย

กลไกนี้ เช่น แบคทีเรียสกุล Pseudomonad มีความสามารถในการแก่งแย่งธาตุเหล็ก และแหล่งคาร์บอน 

ซึ่งเป็นสารอาหารที่ราในสกุล Fusarium ใช้ในการเจริญเติบโต จึงส่งผลให้รา ไม่สามารถเจริญเติบโตและ

ก่อโรคในพืชได้ (Elad และคณะ, 2002) 

2) การท าลาย (antibiosis) เป็นกลไกที่จุลินทรีย์ปฏิปักษ์มีความสามารถในการผลิตสารยับยั้ง

หรือสารที่สามารถท าลายเช้ือก่อโรคและจุลินทรีย์ชนิดอื่น ๆ ได้ เช่น สารปฏิชีวนะ (antibiotic) เอนไซม์ 

(enzyme) และสารพิษ (toxin) โดยจุลินทรีย์ปฏิปักษ์จะผลิตและหลั่งสารออกมานอกเซลล์เพื่อยับยั้งการ

เจริญเติบโตของจุลินทรีย์ชนิดอื่น ๆ ซึ่งกลไกนี้นับเป็นกลไกแรกที่น ามาใช้ในการควบคุมเช้ือก่อโรคพืช อีก

ทั้งยังน ากลไกนี้มาผลิตเป็นยารักษาโรคในมนุษย์ สัตว์ และพืชอีกด้วย (Ulloa-Ogaz และคณะ, 2015)   

ตัวอย่างการควบคุมโรคพืชของจุลินทรีย์ด้วยกลไกนี้ เช่น ราในสกุล Trichoderma sp. มีความสามารถใน

การผลิตสารที่เป็นพิษต่อ Rhizoctonia solani และ Pythium spp. ได้ และมีรายงานว่า Trichoderma 

pseudokoningii และ Trichoderma viride สามารถผลิตสารมายับยั้ง Botrytis cinerea ที่ก่อโรคในผล

สตรอเบอร์รี่ และ Trichoderma hamatum สามารถผลิตสารระเหยที่สามารถลดราสีเทาที่ ก่อโรค

บริเวณฝักและดอกของถ่ัวได้ (Elad และคณะ, 2002) 
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3) การเป็นปรสิต (parasitism) เป็นกลไกที่จุลินทรีย์ปฏิปักษ์มีสมบัติเป็นปรสิต มีความสามารถ

ในการเข้าไปเจริญอาศัย หรือมีกลไกท าลายส่วนต่าง ๆ ภายในสิ่งมีชีวิตอื่นได้ เช่น จุลินทรีย์ปฏิปักษ์เข้าไป

อาศัยอยู่ภายในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตที่เป็นศัตรูพืช แล้วมีการดูดกินอาหาร ท าให้สิ่งมีชีวิตที่ถูกดูดกินอาหาร

ค่อย ๆ อ่อนแอลง และตายในที่สุด หรือจุลินทรีย์ปฏิปักษ์เข้าไปท าลายภายในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตน้ัน ท าให้

ลดการก่อโรคในพืชได้ (Tebit, 2017)   ตัวอย่างการควบคุมโรคพืชของจุลินทรีย์ด้วยกลไกนี้ เช่น  มี

รายงานว่า Bacillus penetrans สามารถควบคุมปริมาณไส้เดือนฝอยในดินได้ และยังพบว่าแบคทีเรีย

ชนิดอื่น ๆ ในดินก็ยังสามารถผลิตสารควบคุมทางชีวภาพได้อีกด้วย (Sayre, 1980) 

4) การชักน าให้เกิดความต้านทานโรค (induced disease resistance) เป็นกลไกที่จุลินทรีย์

ปฏิปักษ์มีความสามารถชักน า หรือกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของพืชให้ต้านทานต่อการท าลายของเช้ือก่อโรค

ได้ โดยกลไกนี้จะเป็นการใช้จุลินทรีย์ในการช่วยเพิ่มความต้านทานต่อเช้ือก่อโรคของพืช ท าให้พืชมีความ

ต้านทานต่อโรคมากข้ึน   ตัวอย่างการควบคุมโรคพืชของจุลินทรีย์ด้วยกลไกนี้ เช่น Pseudomonas 

aeruginosa มีความสามารถในการผลิตกรดซาลิไซลิก และเหนี่ยวน าให้เกิดความต้านทานต่อ B. cinerea 

ในถ่ัวได ้(Elad และคณะ, 2002) และยังมีรายงานการชักน าให้พืช Phyllanthus niruri Linn ต้านทานต่อ

โรคโคนรากเน่า ที่มีสาเหตุมาจาก R. solani ได้อีกด้วย (Kamalakannan และคณะ, 2004) 

 

จากการศึกษากลไกต่าง ๆ ที่กล่าวมาข้างต้น พบว่าส่วนใหญ่นิยมศึกษาจุลินทรีย์ในดิน เนื่องจาก

ในดินมีปริมาณเช้ือจุลินทรีย์มากและมีความหลากหลายทางชีวภาพสูง ตัวอย่างเช่น การแยกดินจากต้นอะ

โวคาโด พบว่าสามารถแยกแบคที เ รียได้  4 สายพัน ธ์ุ  ได้แก่  Paenibacillus thiaminolyticus, 

Paenibacillus apiaries, Paenibacillus peoriae แล ะ  Bacillus velezensis ที่ ส าม า ร ถยั บ ยั้ ง 

Raffaelea lauricola ซึ่งก่อให้เกิดโรค laurel wilt ในอะโวคาโด และยังสามารถยับยั้ง Fusarium 

euwallaceae ที่ก่อให้เกิดโรค Fusarium dieback ในอะโวคาโดได้อีกด้วย (Dunlap และคณะ, 2017) 
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Bacillus spp. 

สกุล Bacillus ประกอบด้วยแบคทีเรียที่มีรูปร่างเป็นท่อน ย้อมติดสีแกรมบวก มีการสร้างเอนโด

สปอร์ ท าให้ทนต่อภาวะแวดล้อมต่าง ๆ ได้ดี สามารถพบได้ในทุกสภาพแวดล้อม ไม่ว่าจะเป็นในดิน น้ า 

อากาศ ดินบริเวณรากพืช ทางเดินอาหารของสัตว์ หรือในภาวะที่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญ (Connor และ

คณะ, 2010) เป็นแบคทีเรียที่ เจริญได้ทั้งในภาวะที่มีออกซิเจนและในภาวะที่มีออกซิเจนจ ากัด มี

ความสามารถในการผลิตสารทางชีวภาพได้หลากหลายชนิด (Fira และคณะ, 2018; Wang และคณะ, 

2013)   ตัวอย่างของสารต้านราที่แบคทีเรียในสกุล Bacillus ผลิตข้ึน ได้แก่ สารกลุ่มแบคทีริโอซิน 

(bacteriocin), สารกลุ่มพอลิคีไทด์ (polyketide) และสารกลุ่มลิโพเปปไทด์ (lipopeptide) เช่น เฟนไจ

ซิน (fengycin), เซอร์แฟกติน (surfactin), อิทูริน (iturin) และบาซิลโลมัยซิน (bacillomycin) เป็นต้น 

(Fira และคณะ, 2018) 

มีรายงานว่า Bacillus subtilis และ Bacillus amyloliquefaciens ที่แยกได้จากดิน สามารถ

ยับยั้ง Aspergillus parasiticus ที่สร้าง aflatoxin ชนิดบีและชนิดจี ซึ่งเป็นสารพิษและสารก่อมะเร็ง ที่

มักพบในพืชที่ใช้เป็นอาหารได้ โดยพบว่า B. subtilis และ B. amyloliquefaciens นอกจากสามารถ

ยับยั้งการเจริญของราและยับยั้งการสร้างสาร aflatoxin แล้ว ยังสามารถยับยั้งการสร้างเอนไซม์ 

mitochondrial dehydrogenase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ส าคัญในการสร้าง ATP และยังสามารถยับยั้งการ

สร้าง ergosterol ที่เป็นองค์ประกอบในเส้นใยของรา ซึ่งส่งผลต่อผนังเซลล์และเยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้เกิดการ

รั่วของเส้นใยราได้ (Siahmoshteh และคณะ, 2018) 

Bacillus licheniformis MH48 ที่แยกได้จากดิน พบว่าสามารถสร้างกรดเบนโซอิกซึ่งมีฤทธ์ิท า

ให้โครงสร้างสปอร์ของราหลายชนิดเปลี่ยนไป ส่งผลต่อการยับยั้งการงอกของสปอร์ และสามารถย่อย

สลายผนังเซลล์ของ C. gloeosporioides และ R. solani ได้ อีกทั้งยังสามารถสร้างสารอื่น ๆ ที่มีฤทธ์ิใน

การยับยั้งการเจริญของราได้ เช่น ไลเคไนซิน (lichenysin), เซอร์แฟกติน และอิทูริน (Jeong และคณะ, 

2017) 

Bacillus atrophaeus สายพันธ์ุ B5 ที่แยกได้จากผลทุเรียนเทศและผลอะโวคาโด พบว่า 

สามารถสร้าง เซอร์แฟกติน, บาซิลโลมัยซิน และอิทูริน ซึ่งมีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของเส้นใยและการ

งอกของสปอร์ของ C. gloeosporioides ที่เป็นสาเหตุของโรคแอนแทรคโนสในผลทุเรียนเทศและผลอะโว

คาโด (Guardado-Valdivia และคณะ, 2018)   นอกจากนี้ยังพบว่า B. atrophaeus สายพันธ์ุอื่น ๆ 

สามารถสร้างสารที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชได้ เช่น สายพันธ์ุ  LB14, HM03 และ HM17 
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สามารถสร้าง ไคติเนส (chitinase), โปรตีเอส (protease) ซึ่งมีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของกลุ่มเส้นใย

ของ Colletotrichum acutatum และ C. gloeosporioides (Han และคณะ, 2015) และสายพันธ์ุ 

CAB-1 สามารถสร้าง O-anisaldehyde ที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งการเจริญของเส้นใย B. cinerea ที่เป็น

สาเหตุของโรคราสีเทาในมะเขือเทศ และยังสามารถยับยั้งราที่ก่อโรคราแป้งในแตงกวาได้อีกด้วย (Zhang 

และคณะ, 2013) 

 

ยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการยับยั้งรา 

จากการศึกษาแบคทีเรียที่มีความสามารถสร้างสารที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชได้น้ัน มัก

พบว่าแบคทีเรียเหล่านี้จะมียีนที่ควบคุมการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างสารทุติยภูมิที่

สามารถยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชได้ ตัวอย่างเช่น 

มีรายงานว่า B. velezensis LDO2 มียีน fen เป็นยีนที่ควบคุมการสร้างสารเฟนไจซินที่ยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเส้นใยราและการงอกของสปอร์รา, ยีน srf เป็นยีนที่ควบคุมการสร้างเซอร์แฟกตินที่ยับยั้ง

การเจริญเติบโตของรา โดยจะยับยั้งการสังเคราะห์กลูแคน ท าให้มีผลต่อการสร้างผนังเซลล์ และยังมี

บทบาทส าคัญในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันท าให้พืชต้านทานต่อเช้ือก่อโรค และยังมียีน bac ซึ่งเป็นยีนที่

ควบคุมการสร้างสารบาซิไลซิน (bacilysin) ที่มีผลในการยับยั้งการสร้างผนังเซลล์ของรา (Chen และคณะ

, 2019)   B. amyloliquefaciens W10 มียีน fenB, ituD และ sfp ซึ่งเป็นยีนที่ควบคุมการสร้างสารเฟน

ไจซิน, อิทูริน และเซอร์แฟกติน ตามล าดับ ท าให้ B. amyloliquefaciens W10 มีความสามารถในการ

ยับยั้งการเจริญของเส้นใย B. cinerea ได้ โดยการท าลายผนังเซลล์ของราดังกล่าว (Zhang และคณะ, 

2017b) 

นอกจากนี้ มีรายงานว่า B. subtilis 9407 มียีน ppsB ซึ่งเป็นหนึ่งในห้ายีนทีควบคุมการสร้างสาร

เฟนไจซิน โดยกลไกของสารเฟนไจซินอาจเข้าไปท าปฎิสัมพันธ์กับโมเลกุลของสเตียรอยด์และฟอสโฟลิพิด

ในเยื่อหุ้มเซลล์ของรา ส่งผลให้  B. subtilis 9407 สามารถยับยั้งการเจริญของ  Botryosphaeria 

dothidea ที่เป็นสาเหตุของโรคเน่าในแอปเปิ้ลได้ (Fan และคณะ, 2017b) 
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1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการ 

วัตถุประสงค์หลักของงานวิจัยน้ี มุ่งเน้นที่การหาแบคทีเรียในดินที่มีความสามารถในการผลิตสาร

ที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช พิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียที่สนใจ คัดเลือกแบคทีเรียที่มี

ประสิทธิภาพการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชได้ดี เพื่อเป็นข้อมูลพื้นฐานในการที่จะสามารถน าแบคทีเรียและ

ผลิตภัณฑ์ของแบคทีเรียไปใช้ควบคุมโรคราที่ก่อโรคในพืช 

 

1.3 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

- พบแบคทีเรียที่แยกได้จากดินที่สามารถผลิตสารที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช 

- สามารถน าไปใช้ในการควบคุมราที่ก่อโรคพืชได้ 
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บทท่ี 2 

เคร่ืองมือ, เคมีภัณฑ์ และล าดับนิวคลีโอไทด์ 

2.1 เคร่ืองมือ 

1. กระบอกฉีดยาพลาสติก ขนาด 5 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 

2. กล้องจุลทรรศน์ รุ่น CH 30 ของบริษัท Olympus, Japan 

3. เครื่องแก้ว ขนาด 250 และ 500 มิลลิลิตร ของบริษัท Pyrex, USA 

4. เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ รุ่น Innova 4330 ของบริษัท New Brunswick Scienctific, USA 

5. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแห้งแบบให้ความร้อน (thermo-block) รุ่น MylabTH 

   thermo-block SLTDB-120 ของบริษัท Seoulin Bioscience, Korea 

6. เครื่องช่ังละเอียด รุ่น A 200s ของบริษัท Forma Science, USA 

7. เครื่องนึ่งฆ่าเช้ือ (autoclave) รุ่น SS-325 ของบริษัท TOMY Seiko, Japan 

8. เครื่ องปั่น เห ว่ียงชนิดตั้ ง โต๊ะ  (bench-top centrifuge) รุ่ น  200H ของบริ ษัท  Hittich 

zentrifugen, Germany 

9. เครื่องปั่นเหว่ียงปรับความเย็น (refrigerated centrifuge) รุ่น T-42K ของบริษัท Beckman, USA 

10. เครื่องผสมสาร (vortex-Genie2) รุ่น G560E ของบริษัท Scientific Industries., USA 

11. เครื่องเพิ่มปปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุ่น 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, USA 

12. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) และหลอดใส่ตัวอย่าง (cuvette) รุ่น 

Genesys 20 ของบริษัท Thermo Spectronic, USA 

13. จานเพาะลั้ยง (petri dish) ขนาด 90X15 มิลลิเมตร ของบริษัท Hycon plastic, USA  

14. จานเพาะลั้ยง (petri dish) ขนาด 15X60 มิลลิเมตร ของบริษัท Bioscan, Thailand  

15. ตู้แช่แข็ง (deep freeze) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส รุ่น F0535 ของบริษัท Sanyo  

      Electronic Co., Japan 

16. ตู้ถ่ายเช้ือแบบ laminar flow รุ่น j2-21 ของบริษัท ISSCO, USA 
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17. ตู้บ่มเช้ือ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany 

18. ตู้อบแห้ง (hot air oven) ของบริษัท Memmert, Germany 

19. ไม่โครปิเปตและทิปรุ่น P200 และ P1000 มิลลิลิตร ของบริษัท Nichiryo, Japan 

20. หลอดไมโครฟิวจ์ขนาด 0.2 และ 1.5 มิลลิลิตร ของบริษัท F.L. medical s.r.l., Italy 

21. ชุดกรองสารตัวอย่างให้ปราศจากเช้ือขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 2.5 เซนติเมตร ขนาดรู 0.45  

     ไมครอน ของบริษัท Millipore, USA 

22. ชุดอุปกรณ์ท า agarose gel electrophoresis ได้แก่ ถาดเทเจล ถังใส่สารละลาย แผ่นหวี 

และแหล่งจ่ายไฟ ของบริษัท Mupid-2 Advance, Japan 

23. ชุดอุปกรณ์ส าหรับถ่ายภาพ (gel documentation) และโปรแกรม Quantity One เวอร์ช่ัน 

4.4.1 ของบริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 

24. Cock Borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร 

 

2.2 เคมีภัณฑ์ 

1. คริสตัลไวโอเลต (Crystal violet) ของบริษัท Meerck, Germany 

2. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล GeneJet Gel extraction kit ของบริษัท Thermo Fisher 

Scientific, USA 

3. ชุดท าดีเอ็นเอให้บริสุทธ์ิ GeneJet Genomic DNA purification kit ของบริษัท Thermo 

Fisher Scientific, USA 

4. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany 

5. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

6. ผงวุ้น (agar) ของบริษัท Productora the Agar SA, Chili 

7. ผงสกัดจากยีสต์ (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

8. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท Bio-rad, USA 

9. อาหารส าเร็จรูป PDB (Potato Dextrose Broth) ของบริษัท Himedia, india 
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10. เอธานอล (ethanol) ของบริษัท J.T. Baker, USA 

11. ไอโอดีน (Iodine) ของบริษัท Merck, Germany 

12. 1 kb DNA ladder ของบริษัท BioExcellence, Thailand 

13. GoTaq® Green Master Mix ของบริษัท Promega, USA 

 

2.3 ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

ไพรเมอร ์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ เอกสารอ้างอิง 
27F 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' (Chen และคณะ, 2015) 
1492R 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3' (Chen และคณะ, 2015) 
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บทท่ี 3 

วิธีการทดลอง 

3.1 การคดัแยกแบคทีเรยีจากตัวอย่างดนิ 

น าตัวอย่างดิน 13 ตัวอย่าง (ภาคผนวก ก) มาเจือจางในน้ ากลั่นปราศจากเช้ือ โดยในแต่

ละตัวอย่างจะเจือจางตั้งแต่ระดับ 10-2 ถึง 10-8   เลือกตัวอย่างดินระดับความเจือจางที่ 10-5 ถึง 

10-8 มาปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยลงบนอาหารแข็ง Luria-Bertani (LB) (ภาคผนวก ข1) เพื่อ

คัดแยกแบคทีเรีย บ่มเพลทที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง   จากนั้นเลือก

โคโลนีที่มีลักษณะแตกต่างกัน มาแยกให้บริสุทธ์ิ เก็บในอาหารแข็ง LB ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส แล้วน าเช้ือบริสุทธ์ิที่แยกได้ไปศึกษาในข้ันต่อไป 

 

3.2 การคดักรองและการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการยบัยั้งราทีก่่อโรคในพืช 

3.2.1 การเตรียมแบคทีเรียไอโซเลตต่าง ๆ 

น าแบคทีเรียไอโซเลตต่าง ๆ ที่แยกได้จากตัวอย่างดิน มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง LB 

(ภาคผนวก ข2) บ่มเพลทที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ช่ัวโมง 

 

3.2.2 การเตรียมราที่ใช้ในการทดสอบ 

เลี้ยงราที่ใช้ในการทดสอบ ได้แก่ A. furcatum, C. gloeosporioides, F. moniliforme,  

F. proliferatum, F. solani. แล ะ  P. oryzae บนอาห าร  Potato Dextrose agar (PDA) 

(ภาคผนวก ข3) บ่มเพลทที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3-5 วัน และเลี้ยงราน้ า P. palmivora บน

อาหาร V8 agar (ภาคผนวก ข4) บ่มเพลทที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3-5 วัน 
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3.2.3. การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียไอโซเลตต่าง ๆ ในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช โดย

วิธีการขีด 

เจาะช้ินวุ้นของราที่ใช้ในการทดสอบด้วย cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 

มิ ล ลิ เ ม ต ร  แล้ ว ว า ง ไ ว้ ตร ง กล า ง จ าน เ พ าะ เ ช้ื อ  โ ดยวา ง ช้ิน วุ้ นขอ ง  A. furcatum, 

C. gloeosporioides, F. moniliforme, F. proliferatum, F. solani. แล ะ  P. oryzae บ น

อาหาร PDA และวางช้ินวุ้นของ P. palmivora บนอาหารแข็ง V8   จากนั้นขีดแบคทีเรียไอโซ

เลตต่าง ๆ จากข้อ 3.2.1 ลงบนอาหารที่มีช้ินวุ้นของรา โดยให้มีระยะห่างจากช้ินวุ้นของรา

ประมาณ 15 มิลลิเมตร ดังรูปที่ 7 และชุดควบคุมวางช้ินวุ้นของราที่ใช้ในการทดสอบไว้ตรงกลาง

จานเพาะเช้ือเพียงอย่างเดียว  โดยไม่มีการขีดแบคทีเรีย 

 

รูปท่ี 7 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการยบัยัง้ราที่กอ่โรคในพืช โดยวิธีการขีด 

บ่มจานเพาะเช้ือทดสอบที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3-5 วัน หลังจากนั้นสังเกตบริเวณ

ยับยั้งของราที่ใช้ในการทดสอบเปรียบเทียบกับชุดควบคุม และวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางการ

เจริญของรามีหน่วยเป็นมิลลิเมตร โดยวัดต้ังแต่บริเวณปลายสุดของเส้นใยราที่มีการเจริญ จาก

ด้านที่ขีดแบคทีเรีย ผ่านจุดกึ่งกลางช้ินวุ้นของราที่ใช้ในการทดสอบ จนถึงปลายสุดของเส้นใยรา

อีกด้านหนึ่ง แล้วน าไปค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งตามสูตรด้านล่าง (ธารทิพย์ รัตนะ, 2559) 

เพื่อเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของราได้ดีที่สุดและยับยั้งชนิดของรา

ก่อโรคพืชได้มากที่สุด น าไปพิสูจน์เอกลักษณ์ และทดสอบในข้ันต่อไป  

สูตรค านวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเส้นใยรา 

 

โดย A คือ เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีราของชุดควบคุม (มิลลิเมตร) 

      B คือ เส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีราของชุดทดสอบ (มิลลิเมตร) 

ราที่ทดสอบ 

รอยขีดของแบคทีเรียที่

% การยับยั้ง = 
A−B

A
 X 100 
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3.3 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้งราท่ีก่อโรคในพืช 

เลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของราได้ดีที่สุดและยับยั้งชนิดของราก่อ

โรคพืชได้มากที่สุดจากข้อ 3.2 มา 1 ไอโซเลต แล้วน ามาระบุเอกลักษณ์ ดังนี้ 

3.3.1 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

สังเกตสักษณะโคโลนีของแบคทีเรียที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง LB (ภาคผนวก ข1) ที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8-10 ช่ัวโมง หลังจากนั้นศึกษาลักษณะรูปร่างของเซลล์โดยการย้อม

สี (Gram stain) และตรวจสอบการสร้างสปอร์ของแบคทีเรียโดยการย้อมสปอร์ แล้วตรวจสอบ

ด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

 

3.3.2 การเตรียมดีเอ็นเอแม่แบบของแบคทีเรีย 

สกัดดีเอ็นเอแม่แบบของแบคทีเรียโดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ GeneJet Genomic DNA 

purification kit (Thermo Fisher Scientific) ดังนี้ เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว LB (ภาคผนวก 

ข5) ปริมาตร 15 มิลลิลิตร บ่มเขย่าที่อุณภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง  จากนั้น

ถ่ายน้ าเลี้ยงเช้ือใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหว่ียงที่ 10,000 rpm 

เป็นเวลา 1 นาที ดูดส่วนใสทิ้ง ท าจนครบปริมาตร 15 มิลลิลิตร เติม Gram positive bacteria 

lysis buffer 180 ไมโครลิตรกับเอนไซม์ lysozyme ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ลงไป 

9 ไมโครกรัม บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติม lysis solution 

200 ไมโครลิตร กับเอนไซม์ Proteinase K 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 56 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เติมเอนไซม์ RNase A 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้น

บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที เติม ethanol absolute 200 ไมโครลิตร กับน้ าปลอด

ประจุที่ปลอดเช้ือ 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้นถ่ายลง column แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ 

12,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที เติม wash buffer I 500 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหว่ียงที่ 12,000 

rpm เป็นเวลา 5 นาที แล้วเติม wash buffer II 500 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหว่ียงที่ 13,000 rpm 

เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 3 นาทีอีกครั้ง แล้วเปลี่ยน 

collection tube เป็นหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์หลอดใหม่ จากนั้นเติม elution buffer 200 
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ไมโครลิตรลงในคอลัมน์ ตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 2 นาที แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่  10,000 rpm เป็น

เวลา 1 นาที จากนั้นเก็บรักษาดีเอ็นเอที่สกัดไดไ้ว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

3.3.3 การท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

ใช้ดีเอ็นเอแม่แบบของแบคทีเรียที่ได้จากข้อ 3.3.2 มาท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดย

ใช้ส่วนผสมส าเร็จรูป GoTaq® Green Master Mix (Promega) แล้วเตรียมสารที่ใช้ท าปฏิกิริยา

ลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยปริมาตรสุดท้ายเท่ากับ 100 ไมโครลิตร ดังนี้ 

GoTaq® Green Master Mix                                                      50 ไมโครลิตร 

27F (forward primer)                                                               2 ไมโครลิตร 

1492R (reverse primer)                                                             2 ไมโครลิตร 

ดีเอ็นเอแม่แบบ                                                                         6 ไมโครลิตร 

น้ าปลอดประจุปลอดเช้ือ                                                             40 ไมโครลิตร 

ผสมสารให้เข้าด้วยเครื่องผสมสาร เป็นเวลา 5 วินาที โดยแช่หลอดอยู่ภายใต้อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส หลังจากนั้นน าไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ด้วยเครื่อง PCR 

(Biorad) และปรับอุณหภูมิตามโปรแกรมที่ก าหนด ดังนี้ 

Initial denaturation   ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 1 นาที 

Denaturation           ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส   เปน็เวลา 1 นาที  

Annealing                ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 1 นาที        30 รอบ 

Extension                ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส   เปน็เวลา 2 นาที 

Final extension        ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส   เปน็เวลา 7 นาที 
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3.3.4 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเร

ซิส 

น าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากข้อ 3.3.3 มาท าอิเล็กโทรโฟเรซิสบนอะกาโรสเจล โดยเตรียมอะกา

โรสเจล (ภาคผนวก ค1) จากนั้นโหลดดีเอ็นเอและดีเอ็นเอมาตรฐาน ซึ่งใช้เป็น 1kb DNA Ladder 

(Thermo Fisher Scientific)  ลงในช่องใส่ตัวอย่าง  จากนั้นท าอิ เล็กโทรโฟเรซิสโดยใช้

กระแสไฟฟ้าความต่างศักย์ 100 โวลต์ จนกระทั่งสีเคลื่อนที่มาเกือบถึงปลายสุดของอะกาโรสเจล 

น าเจลออกจากแชมเบอร์ แล้วน าไปส่องใต้ UV ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 

 

3.3.5 การท าผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอให้บริสุทธ์ิ 

สกัดดีเอ็นเอที่ได้ให้บริสุทธ์ิด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ GeneJet Gel extraction kit (Thermo 

Fisher Scientific) โดยเริ่มจาก ตัดเจลใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 

Binding buffer ปริมาตรเท่าน้ าหนักเจล บ่มหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ที่อุณหภูมิ 55 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน าสารละลายจากหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ 800 ไมโครลิตร 

ใส่ลงใน column ปั่นเหว่ียงที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที แล้วเทส่วนใสด้านล่างออก เติม 

wash buffer 700 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหว่ียงที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที แล้วปั่นเหว่ียง

อีกครั้ง 1 นาที หลังจากนั้นย้าย column ไปใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์หลอดใหม่ เติมน้ าปลอด

ประจุปลอดเช้ือ 30 ไมโครลิตรลงในคอลัมน์ แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ 13,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที 

จะได้ดีเอ็นเอที่บริสุทธ์ิ และน าไปเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

3.3.6 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย 

ส่งผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอที่ท าให้บริสุทธ์ิแล้วในข้อ 3.3.5 ไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์

บริเวณ 16S rDNA โดยบริษัท 1st  Base ประเทศมาเลเซีย แล้วน าข้อมูลที่ได้ไปเทียบกับ

ฐานข้อมูล Genbank ด้วยโปรแกรม BLASTN 

 



20 
 

3.4 การทดสอบความสามารถของไอโซเลต E10B77 ในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช โดย

วิธีการกรองผ่าน Millipore filter แล้วผสมกับอาหารแข็ง 

3.4.1 การเตรียมราที่ใช้ในการทดสอบ 

เลี้ยงราที่ใช้ในการทดสอบ ได้แก่ A. furcatum, C. gloeosporioides, F. moniliforme,  

F. proliferatum, F. solani. และ P. oryzae บนอาหาร Potato Dextrose agar (PDA) บ่ม

เพลทที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3-5 วัน และเลี้ยงราน้ า P. palmivora บนอาหาร V8 agar บ่ม

เพลทที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3-5 วัน 

 

3.4.2 การเตรียมแบคทเีรียไอโซเลต E10B77 

เลี้ยงไอโซเลต E10B77 ในอาหารเหลว LB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มเขย่าที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง น าน้ าเลี้ยงเช้ือที่ได้ไปวัดความหนาแน่นของเซลล์โดยวัดค่า

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ให้มี

ค่าประมาณ 0.5  จากนั้นน าน้ าเลี้ยงเช้ือมา 3 มิลลิลิตร ใส่ลงในอาหารเหลว LB ใหม่ ปริมาตร 

300 มิลลิลิตร บ่มเขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง น าน้ าเลี้ยงเช้ือที่ได้ ไป

ปั่นเหว่ียงที่ 8,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วน าส่วนน้ าใสไปกรอง

โดยใช้ชุดกรอง Millipore ด้วยแผ่นกรองปลอดเช้ือขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

 

3.4.3 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช โดยใช้ส่วนน้ าใสของไอโซเลต 

E10B77 ที่ผ่านการกรองแล้วผสมกับอาหารแข็ง 

น าส่วนน้ าใสของไอโซเลต E10B77 ที่ผ่านการกรองแล้ว มาผสมกับอาหารแข็ง PDA ใน

อัตราส่วน 1:1 โดยใช้ส่วนน้ าใส 5 มิลลิลิตรผสมกับอาหารแข็ง PDA ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่อุ่นไว้

ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส จากนั้นเทลงจานเพาะเช้ือ ตั้งทิ้งไว้ให้อาหารแข็ง แล้วเจาะช้ินวุ้น

ของราที่ใช้ในการทดสอบด้วย cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร วางไว้ตรงกลาง

จานเพาะเ ช้ือ โดยวางช้ิน วุ้นของ  A. furcatum, C. gloeosporioides, F. moniliforme, 

F. proliferatum, F. solani. และ P. oryzae บนอาหาร PDA ที่ผสมกับส่วนน้ าใสของไอโซเลต 

E10B77   ส าหรับชุดควบคุมวางช้ินวุ้นของราที่ใช้ในการทดสอบไว้ตรงกลางจานเพาะเช้ือที่มี
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อาหารเหลว LB 5 มิลลิลิตรผสมกับอาหารแข็ง PDA 5 มิลลิลิตร ดังรูปที่ 8   ส่วนการทดสอบกับ 

P. palmivora ปฏิบัติเช่นเดียวกัน แต่ใช้อาหารแข็ง V8 แทนอาหารแข็ง PDA  

 

รูปท่ี 8 การทดสอบความสามารถของไอโซเลต E10B77 ในการยับยัง้ราทีก่่อโรคในพืช ที่ผ่านการ

กรองแล้วผสมกบัอาหาร PDA 

บ่มจานเพาะเช้ือทดสอบที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3-5 วัน หลังจากนั้นสังเกตบริเวณ

ยับยั้งของราที่ใช้ในการทดสอบเปรียบเทียบกับชุดควบคุม และวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางการ

เจริญของรามีหน่วยเป็นมิลลิเมตร โดยวัดตั้งแต่บริเวณปลายสุดของเส้นใยราที่มีการเจริญด้าน

หนึ่ง ผ่านจุดกึ่งกลางช้ินวุ้นของราที่ใช้ในการทดสอบ จนถึงปลายสุดของเส้นใยราอีกด้านหนึ่ง 

แล้วน าไปค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งตามสูตรด้านล่าง (ธารทิพย์ รัตนะ, 2559) โดยท าการ

ทดลอง 3 ซ้ า 

สูตรค านวณเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญของเส้นใยรา 

 

 

โดย A คือ ค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีราของชุดควบคุม (มิลลิเมตร) 

      B คือ ค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางโคโลนีราของชุดทดสอบ (มิลลิเมตร) 

 

 

 

 

ราที่ทดสอบ 

% การยับยั้ง = 
A−B

A
 X 100 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

4.1 การคดัแยกแบคทีเรยีจากตัวอย่างดนิ 

 จากการน าตัวอย่างดินทั้ง 13 ตัวอย่างมาเจือจาง แล้วเลือกระดับความเจือจางที่ 10-5 ถึง 10-8 มา

เกลี่ยลงบนอาหารแข็ง LB เพื่อคัดแยกแบคทีเรีย บ่มเพลทที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 

ช่ัวโมง จากนั้นเลือกโคโลนีที่มีลักษณะแตกต่างกันมาแยกให้บริสุทธ์ิ พบว่า ได้แบคทีเรียที่มีลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาแตกต่างกันทั้งหมด 141 ไอโซเลต โดยเป็นแบคทีเรียที่เจริญปกติ 75 ไอโซเลต ซึ่งมีขนาด

โคโลนีประมาณ 0.1 ถึง 0.5 เซนติเมตร เมื่อบ่มเพลท เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง และเป็นแบคทีเรียที่เจริญเร็ว 

66 ไอโซเลต ซึ่งโคโลนีมีขนาดใหญ่เต็มเพลท เมื่อบ่มเพลท เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง จึงน าแบคทีเรียที่เจริญเร็ว

ไปเลี้ยงบนอาหารแข็ง LB 0.5X ที่ลดสารอาหารลงครึ่งนึงเพื่อท าให้แบคทีเรียเจริญได้ช้าลง (ภาคผนวก ข2 

) และสามารถแยกให้ได้เช้ือบริสุทธ์ิ ซึ่งเมื่อบ่มเพลทที่อุณภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ช่ัวโมง 

พบว่า แบคทีเรียกลุ่มที่เจริญเร็วมีขนาดโคโลนีประมาณ 0.5 ถึง 0.7 เซนติเมตร หลังจากนั้นจึงน า

แบคทีเรียทั้งหมดที่แยกได้ไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชต่อไป 

 

4.2 การคดักรองและการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการยบัยั้งราทีก่่อโรคในพืช 

น าแบคทีเรียไอโซเลตต่าง ๆ ที่แยกได้จากข้อ 4.1 มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง LB บ่มเพลทที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง เพื่อเตรียมแบคทีเรียก่อนน าไปทดสอบความสามารถในการ

ยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช พบว่า มีแบคทีเรียเพียง 87 ไอโซเลตเท่านั้นที่สามารถเจริญได้ จึงน าแบคทีเรีย

เหล่าน้ีไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชต่อไป 

 

4.2.1 การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียไอโซเลตต่าง ๆ ในการยับยัง้ราทีก่่อโรคในพืช 

จากการขีดแบคทีเรียไอโซเลตต่าง ๆ ลงบนอาหารแข็ง PDA ที่มีช้ินวุ้นของราที่ใช้ในการ

ทดส อบ  ได้ แ ก่  A. furcatum, C. gloeosporioides, F. moniliforme, F. proliferatum, 

F. solani. และ P. oryzae และขีดแบคทีเรียไอโซเลตต่าง ๆ ลงบนอาหารแข็ง V8 ที่มีช้ินวุ้นของ 

P. palmivora โดยให้มีระยะห่างระหว่างต าแหน่งที่ขีดแบคทีเรียกับช้ินวุ้นของราประมาณ 15 
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มิลลิเมตร พบว่า จากแบคทีเรียจ านวน 87 ไอโซเลต มีแบคทีเรียที่สามารถยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช

ที่ใช้ในการทดสอบทั้งหมด เพียง 15 ไอโซเลต เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่วางช้ินวุ้นของราที่ใช้ใน

การทดสอบไว้ตรงกลางจานเพาะเช้ือเพียงอย่างเดียว โดยไม่มีการขีดแบคทีเรียลงไป ดังแสดงใน

ตารางที่ 4.1 - 4.7 และการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชของแบคทีเรียทั้ง 15 ไอโซเลตดังรูปที่ 9 - 113 

 

ตารางที่ 4.1 เส้นผ่านศูนย์กลางของบรเิวณยับยั้งและเปอร์เซ็นต์การยบัยั้ง C. gloeosporioides 

ไอโซเลต 
เส้นผ่านศูนย์กลางของรา (มิลลิเมตร) 

เปอร์เซ็นต์การยบัยั้ง 
ชุดควบคุม C. gloeosporioides 

D9B56 37 27 27.03% 
E7B71 37 33 10.81% 
E10B77 37 28 24.32% 
G2B101 37 28 24.32% 
A5B5 37 31 16.22% 
B5B15 37 24 35.14% 
C4B25 37 30 18.92% 
G1B100 37 32 13.51% 
A2B2 37 29 21.62% 

A4NB4 37 30 18.92% 
A4B4 37 29 21.62% 
C5B27 37 30 18.92% 
A7B7 37 30 18.92% 

G6B106 37 24 35.14% 
A10B10 37 27 27.03% 
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ตารางที่ 4.2 เส้นผ่านศูนย์กลางของบรเิวณยับยั้งและเปอร์เซ็นต์การยบัยั้ง F. proliferatum 

ไอโซเลต 
เส้นผ่านศูนย์กลางของรา (มิลลิเมตร) 

เปอร์เซ็นต์การยบัยั้ง 
ชุดควบคุม F. proliferatum 

D9B56 36.3 28 22.87% 
E7B71 36.3 29 20.11% 
E10B77 36.3 33 9.09% 
G2B101 36.3 28 22.87% 
A5B5 36.3 29 20.11% 
B5B15 36.3 29 20.11% 
C4B25 36.3 22 39.39% 
G1B100 36.3 28 22.87% 
A2B2 36.3 31 14.60% 

A4NB4 36.3 26 28.37% 
A4B4 36.3 31 14.60% 
C5B27 36.3 28 22.87% 
A7B7 36.3 28 22.87% 

G6B106 36.3 30 17.36% 
A10B10 36.3 32 11.85% 
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ตารางที่ 4.3 เส้นผ่านศูนย์กลางของบรเิวณยับยั้งและเปอร์เซ็นต์การยบัยั้ง F. moniliforme 

ไอโซเลต 
เส้นผ่านศูนย์กลางของรา (มิลลิเมตร) 

เปอร์เซ็นต์การยบัยั้ง 
ชุดควบคุม F. moniliforme 

D9B56 43 31 27.91% 
E7B71 43 34 20.93% 
E10B77 43 32 25.58% 
G2B101 43 32 25.58% 
A5B5 43 34 20.93% 
B5B15 43 31 27.91% 
C4B25 43 33 23.26% 
G1B100 43 33 23.26% 
A2B2 43 34 20.93% 

A4NB4 43 33 23.26% 
A4B4 43 32 25.58% 
C5B27 43 32 25.58% 
A7B7 43 32 25.58% 

G6B106 43 30 30.23% 
A10B10 43 35 18.60% 
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ตารางที่ 4.4 เส้นผ่านศูนย์กลางของบรเิวณยับยั้งและเปอร์เซ็นต์การยบัยั้ง A. furcatum 

ไอโซเลต 
เส้นผ่านศูนย์กลางของรา (มิลลิเมตร) 

เปอร์เซ็นต์การยบัยั้ง 
ชุดควบคุม A. furcatum 

D9B56 24 13 45.83% 
E7B71 24 21 12.50% 
E10B77 24 14 41.67% 
G2B101 24 17 29.17% 
A5B5 24 20 16.67% 
B5B15 24 15 37.50% 
C4B25 24 21 12.50% 
G1B100 24 15 37.50% 
A2B2 24 22 8.33% 

A4NB4 24 16 33.33% 
A4B4 24 18 25.00% 
C5B27 24 23 4.17% 
A7B7 24 19 20.83% 

G6B106 24 13 45.83% 
A10B10 24 16 33.33% 

 

  



27 
 

ตารางที่ 4.5 เส้นผ่านศูนย์กลางของบรเิวณยับยั้งและเปอร์เซ็นต์การยบัยั้ง P. palmivora 

ไอโซเลต 
เส้นผ่านศูนย์กลางของรา (มิลลิเมตร) 

เปอร์เซ็นต์การยบัยั้ง 
ชุดควบคุม P. palmivora 

D9B56 29 19 34.48% 
E7B71 29 19 34.48% 
E10B77 29 20 31.03% 
G2B101 29 20 31.03% 
A5B5 29 21 27.59% 
B5B15 29 22 24.14% 
C4B25 29 22 24.14% 
G1B100 29 22 24.14% 
A2B2 29 23 20.69% 

A4NB4 29 23 20.69% 
A4B4 29 25 13.79% 
C5B27 29 25 13.79% 
A7B7 29 26 10.34% 

G6B106 29 27 6.90% 
A10B10 29 27 6.90% 
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ตารางที่ 4.6 เส้นผ่านศูนย์กลางของบรเิวณยับยั้งและเปอร์เซ็นต์การยบัยั้ง F. solani 

ไอโซเลต 
เส้นผ่านศูนย์กลางของรา (มิลลิเมตร) 

เปอร์เซ็นต์การยบัยั้ง 
ชุดควบคุม F. solani 

D9B56 34.3 30 12.54% 
E7B71 34.3 25 27.11% 
E10B77 34.3 26 24.20% 
G2B101 34.3 27 21.28% 
A5B5 34.3 29 15.45% 
B5B15 34.3 30 12.54% 
C4B25 34.3 27 21.28% 
G1B100 34.3 28 18.37% 
A2B2 34.3 31 9.62% 

A4NB4 34.3 30 12.54% 
A4B4 34.3 28 18.37% 
C5B27 34.3 25 27.11% 
A7B7 34.3 27 21.28% 

G6B106 34.3 29 15.45% 
A10B10 34.3 29 15.45% 
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ตารางที่ 4.7 เส้นผ่านศูนย์กลางของบรเิวณยับยั้งและเปอร์เซ็นต์การยบัยั้ง P. oryzae 

ไอโซเลต 
เส้นผ่านศูนย์กลางของรา (มิลลิเมตร) 

เปอร์เซ็นต์การยบัยั้ง 
ชุดควบคุม P. oryzae 

D9B56 29 18 37.93% 
E7B71 29 15 48.28% 
E10B77 29 20 31.03% 
G2B101 29 15 48.28% 
A5B5 29 23 20.69% 
B5B15 29 20 31.03% 
C4B25 29 20 31.03% 
G1B100 29 15 48.28% 
A2B2 29 13 55.17% 

A4NB4 29 17 41.38% 
A4B4 29 19 34.48% 
C5B27 29 17 41.38% 
A7B7 29 15 48.28% 

G6B106 29 18 37.93% 
A10B10 29 12 58.62% 
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รูปท่ี 9 การยับยั้ง C. gloeosporioides ด้วยไอโซเลต D9B56 

 

รูปท่ี 10 การยับยั้ง C. gloeosporioides ด้วยไอโซเลต E7B71 

 

รูปท่ี 11 การยับยั้ง C. gloeosporioides ด้วยไอโซเลต E10B77 
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รูปท่ี 12 การยบัยั้ง C. gloeosporioides ด้วยไอโซเลต G2B101 

 

รูปท่ี 13 การยับยั้ง C. gloeosporioides ด้วยไอโซเลต A5B5 

 

รูปท่ี 14 การยับยั้ง C. gloeosporioides ด้วยไอโซเลต B5B15 
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รูปท่ี 15 การยับยั้ง C. gloeosporioides ด้วยไอโซเลต A4B25 

 

รูปท่ี 16 การยับยั้ง C. gloeosporioides ด้วยไอโซเลต G1B100 

 

รูปท่ี 17 การยับยั้ง C. gloeosporioides ด้วยไอโซเลต A2B2 
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รูปท่ี 18 การยับยั้ง C. gloeosporioides ด้วยไอโซเลต A4NB4 

 

รูปท่ี 19 การยับยั้ง C. gloeosporioides ด้วยไอโซเลต A4B4 

 

รูปท่ี 20 การยับยั้ง C. gloeosporioides ด้วยไอโซเลต C5B27 
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รูปท่ี 21 การยับยั้ง C. gloeosporioides ด้วยไอโซเลต A7B7 

 

รูปท่ี 22 การยับยั้ง C. gloeosporioides ด้วยไอโซเลต G6B106 

 

รูปท่ี 23 การยับยั้ง C. gloeosporioides ด้วยไอโซเลต A10B10 
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รูปท่ี 24 การยับยั้ง F. proliferatum ด้วยไอโซเลต D9B56 

 

รูปท่ี 25 การยับยั้ง F. proliferatum ด้วยไอโซเลต E7B71 

 

รูปท่ี 26 การยับยั้ง F. proliferatum ด้วยไอโซเลต E10B77 
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รูปท่ี 27 การยับยั้ง F. proliferatum ด้วยไอโซเลต G2B101 

 

รูปท่ี 28 การยับยั้ง F. proliferatum ด้วยไอโซเลต A5B5 

 

รูปท่ี 29 การยับยั้ง F. proliferatum ด้วยไอโซเลต B5B15 
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รูปท่ี 30 การยับยั้ง F. proliferatum ด้วยไอโซเลต C4B25 

 

รูปท่ี 31 การยับยั้ง F. proliferatum ด้วยไอโซเลต G1B100 

 

รูปท่ี 32 การยับยั้ง F. proliferatum ด้วยไอโซเลต A2B2 
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รูปท่ี 33 การยับยั้ง F. proliferatum ด้วยไอโซเลต A4NB4 

 

รูปท่ี 34 การยับยั้ง F. proliferatum ด้วยไอโซเลต A4B4 

 

รูปท่ี 35 การยับยั้ง F. proliferatum ด้วยไอโซเลต C5B27 
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รูปท่ี 36 การยับยั้ง F. proliferatum ด้วยไอโซเลต A7B7 

 

รูปท่ี 37 การยับยั้ง F. proliferatum ด้วยไอโซเลต G6B106 

 

รูปท่ี 38 การยับยั้ง F. proliferatum ด้วยไอโซเลต A10B10 
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รูปท่ี 39 การยับยั้ง F. moniliforme ด้วยไอโซเลต D9B56 

 

รูปท่ี 40 การยบัยั้ง F. moniliforme ด้วยไอโซเลต E7B71 

 

รูปท่ี 41 การยับยั้ง F. moniliforme ด้วยไอโซเลต E10B77 
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รูปท่ี 42 การยับยั้ง F. moniliforme ด้วยไอโซเลต G2B101 

 

รูปท่ี 43 การยบัยั้ง F. moniliforme ด้วยไอโซเลต A5B5 

 

รูปท่ี 44 การยับยั้ง F. moniliforme ด้วยไอโซเลต B5B15 



42 
 

 

รูปท่ี 45 การยับยั้ง F. moniliforme ด้วยไอโซเลต C4B25 

 

รูปท่ี 46 การยับยั้ง F. moniliforme ด้วยไอโซเลต G1B100 

 

รูปท่ี 47 การยบัยั้ง F. moniliforme ด้วยไอโซเลต A2B2 
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รูปท่ี 48 การยับยั้ง F. moniliforme ด้วยไอโซเลต A4NB4 

 

รูปท่ี 49 การยับยั้ง F. moniliforme ด้วยไอโซเลต A4B4 

 

รูปท่ี 50 การยับยั้ง F. moniliforme ด้วยไอโซเลต C5B27 
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รูปท่ี 51 การยบัยั้ง F. moniliforme ด้วยไอโซเลต A7B7 

 

รูปท่ี 52 การยับยั้ง F. moniliforme ด้วยไอโซเลต G6B106 

 

รูปท่ี 53 การยับยั้ง F. moniliforme ด้วยไอโซเลต A10B10 
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รูปท่ี 54 การยับยั้ง A. furcatum ด้วยไอโซเลต D9B56 

 

รูปท่ี 55 การยับยั้ง A. furcatum ด้วยไอโซเลต E7B71 

 

รูปท่ี 56 การยับยั้ง A. furcatum ด้วยไอโซเลต E10B77 
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รูปท่ี 57 การยับยั้ง A. furcatum ด้วยไอโซเลต G2B101 

 

รูปท่ี 58 การยบัยั้ง A. furcatum ด้วยไอโซเลต A5B5 

 

รูปท่ี 59 การยับยั้ง A. furcatum ด้วยไอโซเลต B5B15 
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รูปท่ี 60 การยบัยั้ง A. furcatum ด้วยไอโซเลต C4B25 

 

รูปท่ี 61 การยับยั้ง A. furcatum ด้วยไอโซเลต G1B100 

 

รูปท่ี 62 การยบัยั้ง A. furcatum ด้วยไอโซเลต A2B2 
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รูปท่ี 63 การยับยั้ง A. furcatum ด้วยไอโซเลต A4NB4 

 

รูปท่ี 64 การยับยั้ง A. furcatum ด้วยไอโซเลต A4B4 

 

รูปท่ี 65 การยับยั้ง A. furcatum ด้วยไอโซเลต C5B27 
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รูปท่ี 66 การยับยั้ง A. furcatum ด้วยไอโซเลต A7B7 

 

รูปท่ี 67 การยับยั้ง A. furcatum ด้วยไอโซเลต G6B106 

 

รูปท่ี 68 การยับยั้ง A. furcatum ด้วยไอโซเลต A10B10 
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รูปท่ี 69 การยับยั้ง P. palmivora ด้วยไอโซเลต D9B56 

 

รูปท่ี 70 การยับยั้ง P. palmivora ด้วยไอโซเลต E7B71 

 

รูปท่ี 71 การยับยั้ง P. palmivora ด้วยไอโซเลต E10B77 
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รูปท่ี 72 การยบัยั้ง P. palmivora ด้วยไอโซเลต G2B101 

 

รูปท่ี 73 การยับยั้ง P. palmivora ด้วยไอโซเลต A5B5 

 

รูปท่ี 74 การยับยั้ง P. palmivora ด้วยไอโซเลต B5B15 
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รูปท่ี 75 การยบัยั้ง P. palmivora ด้วยไอโซเลต C4B25 

 

รูปท่ี 76 การยับยั้ง P. palmivora ด้วยไอโซเลต G1B100 

 

รูปท่ี 77 การยับยั้ง P. palmivora ด้วยไอโซเลต A2B2 
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รูปท่ี 78 การยับยั้ง P. palmivora ด้วยไอโซเลต A4NB4 

 

รูปท่ี 79 การยับยั้ง P. palmivora ด้วยไอโซเลต A4B4 

 

รูปท่ี 80 การยับยั้ง P. palmivora ด้วยไอโซเลต C5B27 
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รูปท่ี 81 การยบัยั้ง P. palmivora ด้วยไอโซเลต A7B7 

 

รูปท่ี 82 การยับยั้ง P. palmivora ด้วยไอโซเลต G6B106 

 

รูปท่ี 83 การยับยั้ง P. palmivora ด้วยไอโซเลต A10B10 
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รูปท่ี 84 การยับยั้ง F. solani ด้วยไอโซเลต D9B56 

 

รูปท่ี 85 การยับยั้ง F. solani ด้วยไอโซเลต E7B71 

 

รูปท่ี 86 การยับยั้ง F. solani ด้วยไอโซเลต E10B77 
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รูปท่ี 87 การยับยั้ง F. solani ด้วยไอโซเลต G2B101 

 

รูปท่ี 88 การยับยั้ง F. solani ด้วยไอโซเลต A5B5 

 

รูปท่ี 89 การยับยั้ง F. solani ด้วยไอโซเลต B5B15 
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รูปท่ี 90 การยับยั้ง F. solani ด้วยไอโซเลต C4B25 

 

รูปท่ี 91 การยับยั้ง F. solani ด้วยไอโซเลต G1B100 

 

รูปท่ี 92 การยับยั้ง F. solani ด้วยไอโซเลต A2B2 
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รูปท่ี 93 การยับยั้ง F. solani ด้วยไอโซเลต A4NB4 

 

รูปท่ี 94 การยับยั้ง F. solani ด้วยไอโซเลต A4B4 

 

รูปท่ี 95 การยับยั้ง F. solani ด้วยไอโซเลต C5B27 
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รูปท่ี 96 การยับยั้ง F. solani ด้วยไอโซเลต A7B7 

 

รูปท่ี 97 การยับยั้ง F. solani ด้วยไอโซเลต G6B106 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 98 การยับยั้ง F. solani ด้วยไอโซเลต A10B10 
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รูปท่ี 99 การยับยั้ง P. oryzae ด้วยไอโซเลต D9B56 

 

รูปท่ี 100 การยับยัง้ P. oryzae ด้วยไอโซเลต E7B71 

 

รูปท่ี 101 การยบัยั้ง P. oryzae ด้วยไอโซเลต E10B77 
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รูปท่ี 102 การยับยั้ง P. oryzae ด้วยไอโซเลต G2B101 

 

รูปท่ี 103 การยับยั้ง P. oryzae ด้วยไอโซเลต A5B5 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 104 การยบัยั้ง P. oryzae ด้วยไอโซเลต B5B15 

 



62 
 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 105 การยับยั้ง P. oryzae ด้วยไอโซเลต C4B25 

 

รูปท่ี 106 การยบัยั้ง P. oryzae ด้วยไอโซเลต G1B100 

 

รูปท่ี 107 การยับยั้ง P. oryzae ด้วยไอโซเลต A2B2 
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รูปท่ี 108 การยับยั้ง P. oryzae ด้วยไอโซเลต A4NB4 

 

รูปท่ี 109 การยับยัง้ P. oryzae ด้วยไอโซเลต A4B4 

 

รูปท่ี 110 การยบัยั้ง P. oryzae ด้วยไอโซเลต C5B27 
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รูปท่ี 111 การยับยั้ง P. oryzae ด้วยไอโซเลต A7B7 

 

รูปท่ี 112 การยบัยั้ง P. oryzae ด้วยไอโซเลต G6B106 

 

รูปท่ี 113 การยบัยั้ง P. oryzae ด้วยไอโซเลต A10B10 
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ตารางที่ 4.8 การเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การยบัยั้งราทัง้หมดโดยแบคทีเรีย 15 ไอโซเลต 

รา 

 

 

 

ไอโซเลต 

เปอร์เซ็นต์การยบัยั้งรา 

C.
 gl

oe
os

po
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ide
s 

F. 
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tu

m
 

F. 
m
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ilif

or
m

e 

A.
 fu

rc
at

um
 

P. 
pa

lm
ivo

ra
 

F. 
so
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ni 

P. 
or

yz
ae

 

D9B56 27.03% 22.87% 27.91% 45.83% 34.48% 12.54% 37.93% 
E7B71 10.81% 20.11% 20.93% 12.50% 34.48% 27.11% 48.28% 
E10B77 24.32% 9.09% 25.58% 41.67% 31.03% 24.20% 31.03% 
G2B101 24.32% 22.87% 25.58% 29.17% 31.03% 21.28% 48.28% 

A5B5 16.22% 20.11% 20.93% 16.67% 27.59% 15.45% 20.69% 
B5B15 35.14% 20.11% 27.91% 37.50% 24.14% 12.54% 31.03% 
C4B25 18.92% 39.39% 23.26% 12.50% 24.14% 21.28% 31.03% 
G1B100 13.51% 22.87% 23.26% 37.50% 24.14% 18.37% 48.28% 
A2B2 21.62% 14.60% 20.93% 8.33% 20.69% 9.62% 55.17% 
A4NB4 18.92% 28.37% 23.26% 33.33% 20.69% 12.54% 41.38% 
A4B4 21.62% 14.60% 25.58% 25.00% 13.79% 18.37% 34.48% 
C5B27 18.92% 22.87% 25.58% 4.17% 13.79% 27.11% 41.38% 
A7B7 18.92% 22.87% 25.58% 20.83% 10.34% 21.28% 48.28% 

G6B106 35.14% 17.36% 30.23% 45.83% 6.90% 15.45% 37.93% 
A10B10 27.03% 11.85% 18.60% 33.33% 6.90% 15.45% 58.62% 

 

จากตารางที่ 4.8 แสดงการเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชโดยแบคทีเรีย 15 

ไอโซเลต   เมื่อพิจารณาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งของแบคทีเรียทั้ง 15 ไอโซเลตในราแต่ละชนิด พบว่า 

C. gloeosporioides ถูกยับยั้งโดยไอโซเลต B5B15 และไอโซเลต G6B106 ได้มากที่สุด มีเปอร์เซ็นต์การ

ยับยั้งเท่ากับ 35.14%   ไอโซเลตที่ยับยั้งได้รองลงมา คือ D9B56 และ A10B10 โดยสามารถยับยั้งได้ 

27.03%   ส่วนไอโซเลต E10B77 และไอโซเลต G2B101 สามารถยับยั้งได้เป็นอันดับที่3 ซึ่งยับยั้งได้ 

24.32%   ในการยับยั้ง F. proliferatum พบว่าไอโซเลตที่ยับยั้งได้มากที่สุด คือ C4B25 โดยสามารถ
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ยับยั้งได้ถึง 39.39% รองลงมาเป็นไอโซเลต A4NB4 ซึ่งยับยั้งได้ 28.37% และไอโซเลตที่ยับยั้งได้ 22.87% 

ได้แก่ D9B56, G2B101, G1B100, C5B27 และ A7B7   การยับยั้ง F. moniliforme พบว่า ไอโซเลต 

G6B106 สามารถยับยั้งได้ 30.23% ซึ่งเป็นไอโซเลตที่ยับยั้งได้มากที่สุด ไอโซเลต D9B56 และไอโซเลต 

B5B15 สามารถยับยั้งได้ 27.91%   ส่วนไอโซเลต E10B77, G2B101, A4B4, C5B27 และ A7B7 สามารถ

ยับยั้งได้ 25.58%   เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง A. furcatum โดยไอโซเลต D9B56 และไอโซเลต G6B106 

สามารถยับยั้งได้ถึง 45.83%, ไอโซเลต E10B77 ยับยั้งได้ 41.67% และไอโซเลต B5B15 และไอโซเลต 

G1B100 ยับยั้งได้ 37.50%   ในการยับยั้ง P. palmivora พบว่า ไอโซเลต D9B56 และไอโซเลต E7B71 

สามารถยับยั้งได้มากที่สุด รองลงมาเป็นไอโซเลต E10B77 และไอโซเลต G2B101 และล าดับถัดมาเป็นไอ

โซเลต A5B5 โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง คือ 34.48, 31.03 และ 27.59% ตามล าดับ   ใน F. solani มี

เปอร์เซ็นต์การยับยั้งโดยไอโซเลต E7B71 และไอโซเลต C5B27 เป็น 27.11% เปอร์เซ็นต์   การยับยั้งโดย

ไอโซเลต E10B77 เป็น 24.20% และเปอร์เซ็นต์การยับยั้งโดยไอโซเลต G2B101, C4B25 และA7B7 เป็น 

27.28%   ส่วนใน P. oryzae  พบว่า ไอโซเลต A10B10 เป็นไอโซเลตที่ยับยั้งได้มากที่สุดโดยสามารถ

ยับยั้งได้มากถึง 58.62% ไอโซเลต A2B2 สามารถยับยั้งได้รองลงมา 55.17% และไอโซเลตที่ยับยั้งได้ 

48.28% มีไอโซเลต E7B71, G2B101, G1B100 และ A7B7 

 

 จากการเปรียบเทียบความสามารถในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชโดยแบคทีเรียทั้ง 15 ไอโซเลต ซึ่ง

พิจารณาจากจ านวนชนิดของราที่แบคทีเรียสามารถยับยั้งได้ โดยในราแต่ชนิดมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูง

เป็น 3 อันดับแรก พบว่า ไอโซเลต G2B101 สามารถยับยั้งราก่อโรคพืชที่ใช้ในการทดสอบโดยมีเปอร์เซ็นต์

การยับยั้งสูงถึง 6 ชนิด รองลงเป็นไอโซเลต D9B56 และไอโซเลต E10B77 สามารถยับยั้งราก่อโรคพืชที่ใช้

ในการทดสอบโดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูง 5 ชนิด   ไอโซเลต A7B7 สามารถยับยั้งราก่อโรคพืชที่ใช้ใน

การทดสอบโดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูง  4 ชนิด ไอโซเลต E7B71, B5B15, G1B100, C5B27 และ 

G6B106 สามารถยับยั้งราก่อโรคพืชที่ใช้ในการทดสอบโดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูง 3 ชนิด ส่วนไอโซเลต 

C4B25 และไอโซเลต A10B10 สามารถยับยั้งราก่อโรคพืชที่ใช้ในการทดสอบโดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งสูง 

2 ชนิด และไอโซเลตที่สามารถยับยั้งราก่อโรคพืชที่ใช้ในการทดสอบโดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งราที่สูงเพียง

ชนิดเดียว ได้แก่ ไอโซเลต A5B5, A2B2, A4NB4 และ A4B4 

 จากการพิจารณาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งราแต่ละชนิดที่ก่อโรคในพืชโดยแบคทีเรียทั้ง 15 ไอโซเลต 

และจ านวนชนิดของราที่แบคทีเรียทั้ง 15 ไอโซเลตสามารถยับยั้งได้ พบว่า ไอโซเลต E10B77 เป็นหนึ่งใน

ไอโซเลตที่มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชได้ค่อนข้างสูง โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งราก่อโรคพืชสูง
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เป็น 3 อันดับแรก ในรา 5 ชนิด  ถึงแม้จะมีเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้ง F. proliferatum ได้ค่อนข้างต่ า   

ดังนั้นจึงได้น าไอโซเลต E10B77 ไปพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียในข้ันต่อไป 

 

4.3 การพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช 

4.3.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

จากการศึกษาลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง LB เป็นเวลา 10 ช่ัวโมง พบว่า ไอโซเลต 

E10B77 มีลักษณะโคโลนีค่อนข้างกลม สีครีมขุ่น ผิวหน้าเรียบวาว ดังแสดงในรูปที่ 114   จาก

การศึกษาลักษณะรูปร่างของเซลล์โดยการย้อมสีแกรม แล้วตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ ได้ผล

ดังแสดงในรูปที่ 115 ซึ่งจะเห็นได้ว่า ไอโซเลต E10B77 ย้อมติดสีแกรมบวก มีลักษณะรูปร่างเป็น

ท่อน และจากการตรวจสอบการสร้างสปอร์พบว่า ไอโซเลต E10B77 สามารถสร้างสปอร์ได้ ดัง

รูปที่ 116 

 

รูปท่ี 114 ลักษณะโคโลนีของไอโซเลต E10B77 ที่เลี้ยงบนอาหารแข็ง LB เป็นเวลา 10 ช่ัวโมง 
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รูปท่ี 115 ลักษณะรปูร่างของเซลล์ไอโซเลต E10B77 จากการย้อมสีแกรม (1,000X) 

 

รูปท่ี 116 การย้อมเอนโดสปอร์ของไอโซเลต E10B77 (1,000X) 

 

4.3.2 ผลการท าปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

จากการเพิ่มจ านวนยีนบริเวณ 16S rDNA ของไอโซเลต E10B77 ซึ่งไพรเมอร์ที่ใช้ในปฏิกิริยา

ลูกโซ่พอลิเมอเรส คือ 27F และ1492R  แล้วน าผลิตภัณฑ์ PCR ที่ ได้ไปตรวจสอบโดยอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ได้ผลดังรูปที่ 117 ซึ่งจากรูปจะเห็นได้ว่า ผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้ มีขนาดประมาณ 

1,500 คู่เบส เมื่อเทียบกับ DNA มาตรฐาน   หลังจากนั้นส่งผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอที่ได้ไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 

ซึ่งผลของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ แสดงดังในภาคผนวก ค1 โดยมีความยาวของล าดับนิวคลีโอไทด์เท่ากับ 

1,538 เบส   เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปเทียบกับฐานข้อมูล Genbank ด้วยโปรแกรม BLASTN เพื่อ

ระบุเอกลักษณ์ของไอโซเลต E10B77 พบว่า ไอโซเลต E10B77 มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ใกล้เคียงกับ 

Bacillus subtilis K1 (EU056572.2), Bacillus siamensis RS8 (LR535796.1) แ ล ะ  Bacillus 
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amyloliquefaciens Z17-2 (MK271286.1) ถึง 99.93% (ภาคผนวก ค2) จึงสามารถระบุได้เบื้องต้นว่า 

ไอโซเลต E10B77 จัดอยู่ในกลุ่มของ Bacillus subtilis species complex 

 

 
รูปท่ี 117 ผลิตภัณฑ์ PCR ของไอโซเลต E10B77 จากการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

โดยช่องที่ 1 และ 2 คือ ผลิตภัณฑ์ PCR ของไอโซเลต E10B77, ช่องที่ 3 คือ 1kb DNA Ladder 

รูปด้านซ้ายคือ ขนาดของช้ินส่วน DNA ใน 1kb DNA Ladder 

 

4.4 การทดสอบความสามารถของไอโซเลต E10B77 ในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช โดย

วิธีการกรองผ่าน Millipore filter แล้วผสมกับอาหารแข็ง 

 จากการน าส่วนน้ าใสของไอโซเลต E10B77 ที่ผ่านการกรองแล้วมาผสมกับอาหารแข็ง PDA ใน

อัตราส่วน 1:1 โดยใช้ส่วนน้ าใสของไอโซเลต E10B77 5 มิลลิลิตรผสมกับอาหารแข็ง 5 มิลลิลิตร และการ

ทดสอบกับ P. palmivora ใช้ส่วนน้ าใสของไอโซเลต E10B77 5 มิลลิลิตรผสมกับอาหารแข็ง V8 5 

มิลลิลิตร จากนั้นเทลงจานเพาะเช้ือ แล้วตั้งทิ้งไว้ในอาหารแข็ง จากนั้นเจาะช้ินวุ้นของราที่ใช้ในการ

ทดสอบมาวางไว้ตรงกลางจานเพาะเช้ือ บ่มจานเพาะเช้ือทดสอบที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3-5 วัน ท าการ

ทดลอง 3 ซ้ า จากนั้นสังเกตบริเวณยับยั้งของราที่ใช้ในการทดสอบเปรียบเทียบกับชุดควบคุม วัดขนาดเส้น

ผ่านศูนย์กลางการเจริญของรา หน่วยเป็นมิลลิเมตร และน าไปค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งราที่ก่อโรค

ในพืช พบว่า เมื่อผสมส่วนน้ าใสของไอโซเลต E10B77 กับอาหารแข็ง สามารถยับยั้ง P. oryzae ได้มาก

ที่สุด โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 51.95% รองลงมาเป็น F. moniliforme มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง

เท่ากับ 34.62%, A. furcatum มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 29.82%, F. solani มีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง

เท่ ากับ  27.66%, P. palmivora มี เปอร์ เซ็นต์การยับยั้ ง เท่ ากับ  21.14%, C. gloeosporioides มี

1 3 2 
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เปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 20.77% และมียับยั้ง F. proliferatum ได้น้อยที่สุด โดยมีเปอร์เซ็นต์การ

ยับยั้งเท่ากับ 12.77% ดังแสดงในตารางที่ 4.9 และภาพการทดสอบการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช โดยใช้

ส่วนน้ าใสของไอโซเลต E10B77 ที่ผ่านการกรองแล้ว ผสมกับอาหารแข็ง ดังแสดงในรูปที่ 118 – 124 

 

ตารางท่ี 4.9 เส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งและเปอร์เซ็นต์การยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช โดยใช้ส่วนน้ า

ใสของไอโซเลต E10B77 ที่ผ่านการกรองแล้ว มาผสมกับอาหารแข็ง 

ราที่ใช้ในการทดสอบ ค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางของรา (มิลลิเมตร) เปอร์เซ็นต์การยบัยั้ง 

ชุดควบคุม ชุดทดสอบ 

C. gloeosporioides 43.33±0.58 34.33±3.06 20.77% 

F. proliferatum 31.33±0.58 27.33±0.58 12.77% 

F. moniliforme 34.67±0.58 22.67±0.58 34.62% 

A. furcatum 19.00±1.00 13.33±0.58 29.82% 

P. palmivora 41.00±1.00 32.33±0.58 21.14% 

F. solani 31.33±1.15 22.67±3.51 27.66% 

P. oryzae 25.67±1.15 12.33±0.58 51.95% 
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รูปท่ี 118 การยับยัง้ C. gloeosporioides โดยใช้ส่วนน้ าใสของไอโซเลต E10B77 

รูปท่ี 119 การยบัยั้ง F. proliferatum โดยใช้ส่วนน้ าใสของไอโซเลต E10B77 

 

 

 

 

รูปท่ี 120 การยบัยั้ง F. moniliforme โดยใช้ส่วนน้ าใสของไอโซเลต E10B77 

รูปท่ี 121 การยบัยั้ง A. furcatum โดยใช้ส่วนน้ าใสของไอโซเลต E10B77 
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รูปท่ี 122 การยบัยั้ง P. palmivora โดยใช้ส่วนน้ าใสของไอโซเลต E10B77 

 

 

 

 

รูปท่ี 123 การยบัยั้ง F. solani โดยใช้ส่วนน้ าใสของไอโซเลต E10B77 

 

 

 

 

รูปท่ี 124 การยบัยั้ง P. oryzae โดยใช้ส่วนน้ าใสของไอโซเลต E10B77 
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บทท่ี 5 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

จากการคัดแยกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชจากตัวอย่างดินทั้ง 13 

ตัวอย่าง พบว่า ได้แบคทีเรียทั้งหมด 141 ไอโซเลต โดยเป็นแบคทีเรียที่เจริญปกติ ที่เมื่อบ่มเพลทที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ช่ัวโมง มีขนาดโคโลนีประมาณ 0.1 ถึง 0.5 เซนติเมตร และได้

แบคทีเรียที่เจริญเร็ว 66 ไอโซเลต ที่เมื่อบ่มเพลทที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ช่ัวโมงแล้ว มี

ขนาดโคโลนีใหญ่เต็มเพลท   จากนั้นเมื่อน าแบคทีเรียไปทดสอบความสามารถในการยับยั้งราที่ก่อโรคใน

พืช ผลปรากฏว่ามีแบคทีเรียเพียง 87 ไอโซเลตเท่านั้นที่สามารถเจริญได้ จึงน าแบคทีเรียเหล่าน้ีไปทดสอบ

ความสามารถในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชต่อไป 

 

จากการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียทั้ง 87 ไอโซเลตในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช ซึ่ง

ได้แก่ A. furcatum, C. gloeosporioides, F. moniliforme, F. proliferatum, F. solani. P. oryzae 

และ P. palmivora พบว่า มีแบคทีเรียเพียง 15 ไอโซเลตเท่านั้น ที่สามารถยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชที่ใช้ใน

การทดสอบทั้งหมดได้ จึงได้มีการเปรียบเทียบความสามารถในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชของแบคทเีรยีทัง้ 

15 ไอโซเลต โดยพิจารณาจากเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช และจ านวนชนิดของราที่แบคทีเรีย

สามารถยับยั้งได้ ซึ่งได้เลือกแบคทีเรียเพียง 1 ไอโซเลตจาก 15 ไอโซเลต เพื่อน าไปพิสูจน์เอกลักษณ์ของ

แบคทีเรียต่อไป 

 

งานวิจัยมากมายไดป้ระสบความส าเร็จในการแยกและคัดกรองแบคทีเรียที่มีฤทธ์ิในการยับยั้งราที่

ก่อโรคในพืชจากตัวอย่างดินที่เก็บจากบริเวณรากพืช ตัวอย่างเช่น งานวิจัยของ Guevara-Avendano 

และคณะ สามารถแยกแบคทีเรีย 5 ไอโซเลต ได้จากดินบริเวณรากต้นอะโวคาโด ซึ่งเมื่อระบุเอกลักษณ์

ของแบคทีเรีย โดยวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA แล้ว พบว่าใกล้เคียงกับ B. subtilis 

และ B. amyloliquefaciens และมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ Fusarium euwallaceae, 

Graphium euwallaceae และ Graphium sp ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคยอดตาย (Fusarium dieback) 

ของต้นอะโวคาโดได้ และยังพบว่ามีไอโซเลตที่ถูกระบุเอกลักษณ์ว่าใกล้เคียงกับ Bacillus mycoides ที่
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สามารถยับยั้งการเจริญของ Phytophthora cinnamomi ซึ่งเป็นสาเหตุของโรครากเน่า (Phytophthora 

root rot) ของต้นอะโวคาโดได้อีกด้วย (Guevara-Avendano และคณะ, 2018) 

 

ไอโซเลต E10B77 เป็นหนึ่งในแบคทีเรียที่มีความสามารถในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชที่ใช้ในการ

ทดสอบทั้งหมดได้ โดยมีเปอร์เซ็นการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชค่อนข้างสูง อีกทั้งยังมีเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้ง

ราที่ก่อโรคในพืชสูงเป็น 3 อันดับแรก ในรา 6 ชนิด คือ A. furcatum, P. palmivora, P. oryzae, 

F. moniliforme, C. gloeosporioides และ F. solani โดยมีเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้งเท่ากับ  41.67, 

31.03, 31.03, 25.58, 24.32, และ 24.20% ตามล าดับ แต่มีเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้ง F. proliferatum ที่

ค่อนข้างต่ า โดยยับยั้งได้เพียง 9.09%   ดังนั้นจึงได้เลือกน าไอโซเลตนี้ไปพิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรีย 

โดยจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา ซึ่งได้แก่ การศึกษาลักษณะโคโลนี การศึกษาลักษณะรูปร่าง

ของเซลล์โดยการย้อมสีแกรม และการตรวจสอบการสร้างสปอร์ พบว่าไอโซเลต E10B77 มีลักษณะโคโลนี

ค่อนข้างกลม สีครีมขุ่น ผิวหน้าเรียบ วาว มีลักษณะรูปร่างของเซลล์เป็นท่อน ย้อมติดสีแกรมบวก และ

สามารถสร้างเอนโดสปอร์ได้ ซึ่งเป็นลักษณะทั่วไปของแบคทีเรียในสกุล Bacillus 

 

จากการเพิ่มจ านวนยีนบริเวณ 16S rDNA ของไอโซเลต E10B77 โดยไพรเมอร์ที่ใช้ในปฏิกิริยา

ลูกโซ่พอลิเมอเรส คือ 27F และ1492R แล้วตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้โดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเร

ซิส พบว่า ผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้ มีขนาดประมาณ 1,500 คู่เบส เมื่อเทียบกับเอ็นเอมาตรฐาน   จากการ

ระบุเอกลักษณ์ของไอโซเลต E10B77 โดยส่งดีเอ็นเอที่ได้ไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์แล้วน าไปเปรียบเทียบ

กับฐานข้อมูล Genbank ด้วยโปรแกรม BLASTN พบว่า ไอโซเลต E10B77 มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่

ใ ก ล้ เ คี ย ง กั บ  B.  subtilis K1 ( EU0 5 6 5 7 2 . 2 ) , B.  siamensis RS8 ( LR535796.1)  แ ล ะ  

B. amyloliquefaciens Z17-2 (MK271286.1) ถึง 99.93% ซึ่งถึงแม้จะมีเปอร์เซ็นต์ความใกล้เคียงสูง

มาก แต่เป็นที่ทราบกันว่าแบคทีเรียเหล่านี้ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่มของ B. subtilis species complex นั้น ไม่

สามารถระบุเอกลักษณ์ได้ด้วยการหาล าดับบริเวณ 16S rDNA เพียงอย่างเดียว และจ าเป็นต้องใช้ล าดับ

ของ house keeping ยีนหลายโลคัส (multilocus sequence analysis) มาช่วยในการจัดจ าแนก (Fan 

และคณะ, 2017a; Fritze, 2004)   ดังนั้นในเบื้องต้นจึงบอกได้เพียงว่า ไอโซเลต E10B77 จัดอยู่ในกลุ่ม

ของ B. subtilis species complex เท่านั้น 
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จากการทดสอบความสามารถในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช โดยวิธีการกรองผ่าน Millipore 

filter แล้วใช้ส่วนน้ าใสของไอโซเลต E10B77 ที่ผ่านการกรองแล้วผสมกับอาหารแข็ง ในอัตราส่วน 1:1 

พบว่า ส่วนน้ าใสของไอโซเลต E10B77 สามารถยับยั้ง P. oryzae ได้มากที่สุด โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง

เ ท่ ากั บ  51.95% สามาร ถยับยั้ ง  F. moniliforme, A. furcatum, F. solani, P. palmivora แล ะ  

C. gloeosporioides ได้รองลงมา ตามล าดับ โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 34.62, 29.82, 27.66, 

21.14 และ 20.77% ตามล าดับ และมีเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้ง F. proliferatum ได้น้อยที่สุด โดยมี

เปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 12.77% จากการทดสอบจึงบอกได้ว่า ไอโซเลต E10B77 มีความสามารถใน

การสร้างสารต้านราและสามารถหลั่งสารต้านราที่สร้างข้ึนออกมานอกเซลล์ได้ แต่ไม่สามารถระบุได้ว่า 

สารต้านราที่ไอโซเลต E10B77 สร้างข้ึนแล้วหลั่งออกมานอกเซลล์ เป็นสารประเภทใด มีกลไกในการ

ควบคุมราที่ก่อโรคในพืชอย่างไร จึงต้องมีการศึกษาต่อไป 

 

จากการเปรียบเทียบความสามารถของไอโซเลต E10B77 ในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช โดย

วิธีการขีดและวิธีการใช้ส่วนน้ าใสที่กรองผ่าน Millipore filter แล้วผสมกับอาหารแข็ง กับงานวิจัยของ

ธนวรรณ เติมทรัพย์อนันต์ (2562) ซึ่งได้เลือกไอโซเลต D9B56 และไอโซเลต G6B106 มาทดสอบ

ความสามารถในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช ผลปรากฏว่า ไอโซเลต D9B56 และไอโซเลต G6B106 มี

ความสามารถในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชโดยวิธีการขีดได้ดีกว่าไอโซเลต E10B77 เมื่อพิจารณาจาก

เปอร์เซ็นต์ในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืช และจ านวนชนิดของราที่แบคทีเรียสามารถยับยั้งได้ และจากการ

เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชโดยการใช้ส่วนน้ าใสที่ผ่านการกรองแล้วผสมกับ

อาหารแข็งของไอโซเลตทั้งสามไอโซเลต พบว่า ไอโซเลต D9B56 มีความสามารถในการยับยั้งราที่ก่อโรค

ในพืชได้มากที่สุด รองลงมาคือ ไอโซเลต G6B106 และไอโซเลต E10B77   อย่างไรก็ตามถึงแม้ไอโซเลต 

E10B77 จะมีความสามารถในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชได้น้อยกว่าไอโซเลต D9B56 และไอโซเลต 

G6B106 แต่ไอโซเลต E10B77 มีความสามารถในการยับยั้ง F. solani ได้มากที่สุด และมีเปอร์เซ็นต์ใน

การยับยั้งสูงที่สุด ในการทดสอบโดยวิธีการขีด และมีความสามารถในการยับยั้ง F. moniliforme ได้มาก

ที่สุด และมีเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้งสูงที่สุด ในการทดสอบโดยการใช้ส่วนน้ าใสที่ผ่านการกรองแล้วผสมกับ

อาหารแข็ง ดังนั้น ไอโซเลต E10B77 จึงถือว่าเป็นอีกหนึ่งไอโซเลตที่สามารถใช้เป็นตัวควบคุมทางชีวภาพ

ได้ เนื่องจากมีประสิทธิภาพในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชที่ใช้ในการทดสอบทั้งหมดได้ และมีเปอร์เซ็นต์ใน

การยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชได้ค่อนข้างสูง จึงควรมีการศึกษาต่อไป 
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งานวิจัยก่อนหน้านี้ มีการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชได้โดย

ใช้เทคนิคแตกต่างกันไป เช่น วิธีการขีด ตัวอย่างเช่น B. amyloliquefaciens Y1 สามารถยับยั้งการเจริญ

ของ Fusarium graminearum ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคยอดไหม้ในข้าว (head blight) ได้ โดยสามารถ

ยับยั้งการเจริญได้มากกว่า 50% และวิธีนี้ยังสามารถใช้ทดสอบกับกรณีที่แบคทีเรียผลิตสารยับยั้งในกลุ่ม

สารประกอบอินทรีย์ระเหยง่ายได้อีกด้วย (Jamal และคณะ, 2017)   อีกเทคนิคที่ใช้ทดสอบประสิทธิภาพ

การยับยั้งได้ในเชิงปริมาณมากขึ้น เป็นการใช้ส่วนน้ าใสของแบคทีเรียที่ผ่านการกรองแล้วมาผสมกบัอาหาร

แข็งที่อุ่นไว้ ตัวอย่างเช่น การน าส่วนน้ าใส่ที่ผ่านการกรองแล้วของ B. amyloliquefaciens CNU114001 

ไปผสมกับอาหารแข็ง PDA แล้วทดสอบกับราโรคพืชหลายชนิด ได้แก่ Alternaria panax, B. cinerea, 

Corynespora cassiicola, Collectotrichum orbiculare, Penicillium digitatum, Fusarium 

oxysporum, Pyricular grisea และ Sclerotinia sclerotiorum โดยการน าช้ินวุ้นของมาวางไว้บน

อาหารเลี้ยงเช้ือที่ผสมกับส่วนน้ าใสจากแบคทีเรีย พบว่าสามารถแสดงเปอร์เซ็นต์ในการยับยั้งการเจริญ

ของเส้นใยราได้ละเอียดค่อนข้างสูง (Ji และคณะ, 2013) 

 

งานวิจัยในครั้งนี้พบว่า ไอโซเลต E10B77 มีความสามารถในการยับยั้งราที่ก่อโรคในพืชที่ใช้ใน

การทดสอบทั้งหมดได้ทั้งวิธีการขีด และวิธีการกรองผ่าน Millipore filter แล้วผสมกับอาหารแข็ง และ

ให้ผลพบว่า ไอโซเลต E10B77 ผลิตสารที่มีฤทธ์ิยับยั้งราออกมานอกเซลล์ และมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง

ราแต่ละชนิดได้แตกต่างกัน และเนื่องจาก ไอโซเลต E10B77 อยู่ในกลุ่มของ B. subtilis species 

complex ดังนั้นจึงมีศักยภาพในการน าไปใช้เพื่อการควบคุมทางชีวภาพส าหรับราที่ก่อโรคในพืชได้อย่าง

ปลอดภัยต่อไป เพราะแบคทีเรียพวก B. subtilis จัดอยู่ในกลุ่มของแบคทีเรียที่ทราบว่ามีความปลอดภัย 

(Generally Recognized as Safe, GRAS) (Sewalt และคณะ, 2016)   แต่อย่างไรยังคงต้องมีการศึกษา

ต่อไปว่า แบคทีเรียและสารออกฤทธ์ทางชีวภาพที่แบคทีเรียนี้ผลิตข้ึนเป็นสารประเภทใด มีกลไกในการ

ควบคุมอย่างไร เป็นพิษหรือส่งผลกระทบต่อพืชและสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ หรือไม่ หากไม่ส่งผลกระทบต่อพืชและ

สิ่งมีชีวิต และมีประสิทธิภาพในการควบคุมราที่ก่อโรคในพืชได้ดีแล้ว จึงน าแบคทีเรียหรือสารออกฤทธ์ิทาง

ชีวภาพจากแบคทีเรียไปใช้ประโยชน์ต่อไป 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/fusarium-graminearum
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ภาคผนวก ก 

ข้อมูลตัวอย่างดิน 13 ตัวอย่าง 

ตัวอย่างท่ี บริเวณรากพืชท่ีเก็บดิน ลักษณะของดิน 

1 ต้นมะนาว ดินร่วนเม็ดละเอียด  สีน้ าตาลแดง ไม่รากพืชผสม 

2 ต้นหม่อน ดินร่วนเป็นเม็ดเกาะกันเป็นก้อนแข็ง สีน้ าตาลแดง มรีากพืชปนเล็กน้อย 

3 ต้นองุ่น ดินร่วนเป็นผงละเอียด สีน้ าตาลด าเข้ม มีรากพืชเลก็น้อย 
4 ต้นมะขามเทศ ดินร่วนเป็นเม็ดแข็ง จบักันเป็นก้อนขนาดใหญ่ สีน้ าตาลแดง มีเศษใบไม้ปน

เล็กนอ้ย  

5 ต้นมะม่วง ดินร่วนเป็นเม็ด จับกันเป็นก้อนแข็ง ค่อนข้างช้ืน สีน้ าตาลแดง ไม่มีรากพืช 
6 ต้นกล้วย ดินร่วนเป็นเม็ด  สีน้ าตาลเข้ม มีเศษใบไมป้นเล็กน้อย 

7 ต้นลิ้นจี ่ ดินร่วนเม็ดละเอียด มีความช้ืนมาก สีน้ าตาลแดง มีเศษใบไม้ปนเล็กน้อย 

8 ต้นตีนเป็ด ดินร่วนกึ่งเหนียว เนื้อดินแน่นละเอียด เกาะเป็นก้อน  มีเศษใบไม้ปนเล็กน้อย 
9 ต้นมะขามหวาน ดินเหนียว เนื้อดินละเอียด สีน้ าตาลแดง  มีเศษใบไมป้นเล็กน้อย 

10 ต้นขนุน ดินเป็นเม็ดเกาะกันเป็นก้อน สีน้ าตาลเข้ม มเีศษใบไม้ปนเลก็น้อย 

11 ต้นสัก ดินร่วนกึ่งเหนียว เนื้อดินละเอียด สีน้ าตาลแดง ไม่มรีากพืช 

12 ต้นมะม่วงหาวมะนาวโห ่ ดินร่วน เนื้อดินละเอียด สีน้ าตาล มรีากพืชเล็กนอ้ย 

13 ดินปลูกผักสลัด ดินร่วน เนื้อดินละเอียด ค่อนข้างแห้ง สีน้ าตาลด า มีเศษใยมะพร้าว 
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ภาคผนวก ข 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 

1. อาหารแข็ง Luria-Bertani Agar (LB)  

Tryptone                                                                                  10   กรัม 

Yeast extract                                                                              5   กรัม 

NaCl                                                                                        10   กรัม 

Agar                                                                                         15   กรัม 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดตามล าดับในน้ าปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมให้เข้า

กัน แล้วเติมน้ าปลอดประจุจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความ

ดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

2. อาหารแข็ง Luria-Bertani Agar 0.5X (LB 0.5X)  

Tryptone                                                                                   5   กรัม 

Yeast extract                                                                             2.5 กรัม 

NaCl                                                                                          5   กรัม 

Agar                                                                                        15   กรัม 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดตามล าดับในน้ าปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมให้เข้า

กัน แล้วเติมน้ าปลอดประจุจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความ

ดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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3. อาหารแข็ง Potato Dextrose Agar (PDA) 

อาหารส าเร็จรูป Potato Dextrose broth                                         24   กรัม 

Agar                                                                                      15   กรัม 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดตามล าดับในน้ าปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมให้เข้า

กัน แล้วเติมน้ าปลอดประจุจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความ

ดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

4. อาหารแข็ง V8 Agar 

น้ าผัก V8                                                                          163   มิลลลิิตร 

น้ าปลอดประจุ                                                                     190  มิลลลิิตร 

แคลเซียมคาร์บอเนต                                                             0.146     กรัม 

Agar                                                                                     3     กรัม 

น าน้ าผัก V8 ปริมาตร 163 มิลลิลิตร ไปปั่นเหว่ียงให้ตกตะกอน ดูดส่วนน้ า V8 มา 146 

มิลลิลิตรผสมกับแคลเซียมคาร์บอเนต 0.146 กรัม  น า V8 ที่เติมแคลเซียมคาร์บอเนตแล้วมา 10 

มิลลิลิตร แล้วเติมน้ าปลอดประจุ 190 มิลลิลิตร เติมผงวุ้น  จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดัน

ไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

 

5. อาหารเหลว Luria-Bertani Broth (LB) 

Tryptone                                                                               10   กรัม 

Yeast extract                                                                            5   กรัม

NaCl                                                                                     10   กรัม 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดตามล าดับในน้ าปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมให้เข้า

กัน แล้วเติมน้ าปลอดประจุจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความ

ดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ค 

สารท่ีใช้ในการตรวจสอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

1. อะกาโรสเจล 

ผงอะกาโรสเจล                                                                         0.18  กรัม 

บัฟเฟอร ์1X TAE                                                                    20 มิลลลิิตร 

ละลายผงอะกาโรสเจลใน 1X TAE บัฟเฟอร์ ผสมให้เข้ากันก่อนน าไปอุ่นให้เจลละลาย

แต่อย่าให้เจลเดือด จากนั้นน าไปเทลงในถาดแม่พิมพ์ส าหรับข้ึนเจล ระวังอย่าให้มีฟอง และตั้งไว้

จนอะกาโรสแข็งตัว 

 

2. บัฟเฟอร์ 1X Tris-acetate (TAE) 

Trizma base                                                                       121      กรมั 

กรดอะซิติกเข้มข้น                                                                 28.55    กรัม

สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์                                             50 มิลลลิิตร 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดตาล าดับในน้ าปลอดประจุปริมาตร 300 มิลลิลิตร แล้วเติมน้ า

ปลอดประจุจนมีปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์

ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
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ภาคผนวก ง 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 

1. ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ16S rDNA ของไอโซเลต E10B77 

 
GCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG

GGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAA

CCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGC

TAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC

ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACG

AAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGG

GAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC

TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGG

CTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAAC

TGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT

GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGG

GAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGT

TTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTG

AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC

GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCA

GAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG

AGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAA

CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAC

AATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTC

GGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGC

GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAG

TCGGTGAGGTAACCTTTA 
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2. ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของไอโซเลต E10B77 เทียบกับ

ฐานข้อมูลใน Genbank ด้วยโปรแกรม BLASTN 

 

Bacillus subtilis isolate K1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 

Sequence ID: EU056572.2 

 

Query  1     GCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAA  60 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  50    GCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAA  109 

 

Query  61    CACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGA  120 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  110   CACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGA  169 

 

Query  121   TGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATG  180 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  170   TGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATG  229 

 

Query  181   GACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGC  240 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  230   GACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGC  289 

 

Query  241   CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG  300 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  290   CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG  349 

 

Query  301   GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTG  360 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  350   GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTG  409 

 

Query  361   ATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAG  420 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  410   ATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAG  469 

 

Query  421   GGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG  480 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  470   GGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG  529 

Score Expect Identities Gaps Strand 

2588 bits (1401) 0.0 1403/1404 (99.93%) 0/1404 (0%) Plus/Plus 
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Query  481   GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGT  540 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  530   GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGT  589 

 

Query  541   TTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGA  600 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  590   TTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGA  649 

 

Query  601   ACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT  660 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  650   ACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT  709 

 

Query  661   GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAG  720 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  710   GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAG  769 

 

Query  721   CGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA  780 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  770   CGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA  829 

 

Query  781   GTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG  840 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  830   GTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG  889 

 

Query  841   AGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC  900 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  890   AGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC  949 

 

Query  901   ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAAT  960 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  950   ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAAT  1009 

 

Query  961   CCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG  1020 

             |||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1010  CCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG  1069 

 

Query  1021  CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGC  1080 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1070  CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGC  1129 

 

Query  1081  CAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT  1140 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct  1130  CAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT  1189 

 

Query  1141  GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAAC  1200 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1190  GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAAC  1249 

 

Query  1201  AAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCG  1260 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1250  AAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCG  1309 

 

Query  1261  CAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGC  1320 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1310  CAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGC  1369 

 

Query  1321  GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACAC  1380 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1370  GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACAC  1429 

 

Query  1381  CCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTA  1404 

             |||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1430  CCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTA  1453 
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Bacillus siamensis partial 16S rRNA gene, isolate RS8 

Sequence ID: LR535796.1 

 

Query  1     GCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAA  60 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  34    GCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAA  93 

 

Query  61    CACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGA  120 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  94    CACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGA  153 

 

Query  121   TGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATG  180 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  154   TGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATG  213 

 

Query  181   GACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGC  240 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  214   GACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGC  273 

 

Query  241   CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG  300 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  274   CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG  333 

 

Query  301   GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTG  360 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  334   GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTG  393 

 

Query  361   ATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAG  420 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  394   ATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAG  453 

 

Query  421   GGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG  480 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  454   GGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG  513 

Query  481   GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGT  540 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  514   GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGT  573 

Score Expect Identities Gaps Strand 

2588 bits (1401) 0.0 1403/1404 (99.93%) 0/1404 (0%) Plus/Plus 
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Query  541   TTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGA  600 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  574   TTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGA  633 

 

Query  601   ACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT  660 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  634   ACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT  693 

 

Query  661   GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAG  720 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  694   GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAG  753 

 

Query  721   CGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA  780 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  754   CGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA  813 

 

Query  781   GTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG  840 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  814   GTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG  873 

 

Query  841   AGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC  900 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  874   AGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC  933 

 

Query  901   ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAAT  960 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  934   ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAAT  993 

 

Query  961   CCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG  1020 

             |||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  994   CCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG  1053 

 

Query  1021  CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGC  1080 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1054  CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGC  1113 

 

Query  1081  CAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT  1140 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1114  CAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT  1173 

 

Query  1141  GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAAC  1200 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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Sbjct  1174  GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAAC  1233 

 

Query  1201  AAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCG  1260 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1234  AAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCG  1293 

 

Query  1261  CAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGC  1320 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1294  CAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGC  1353 

 

Query  1321  GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACAC  1380 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1354  GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACAC  1413 

 

Query  1381  CCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTA  1404 

             |||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1414  CCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTA  1437 
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Bacillus amyloliquefaciens strain Z17-2 16S ribosomal RNA gene, partial 

sequence 

Sequence ID: MK271286.1 

 

Query  1     GCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAA  60 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  19    GCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAA  78 

 

Query  61    CACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGA  120 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  79    CACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGA  138 

 

Query  121   TGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATG  180 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  139   TGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATG  198 

 

Query  181   GACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGC  240 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  199   GACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGC  258 

 

Query  241   CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG  300 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  259   CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAG  318 

 

Query  301   GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTG  360 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  319   GCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTG  378 

 

Query  361   ATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAG  420 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  379   ATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAG  438 

 

Query  421   GGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG  480 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  439   GGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG  498 

 

Query  481   GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGT  540 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Score Expect Identities Gaps Strand 

2588 bits (1401) 0.0 1403/1404 (99.93%) 0/1404 (0%) Plus/Plus 
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Sbjct  499   GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGT  558 

 

Query  541   TTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGA  600 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  559   TTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGA  618 

 

Query  601   ACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT  660 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  619   ACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGT  678 

 

Query  661   GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAG  720 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  679   GGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAG  738 

 

Query  721   CGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA  780 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  739   CGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA  798 

 

Query  781   GTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG  840 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  799   GTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG  858 

 

Query  841   AGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC  900 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  859   AGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC  918 

 

Query  901   ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAAT  960 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  919   ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAAT  978 

 

Query  961   CCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG  1020 

             |||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  979   CCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAG  1038 

 

Query  1021  CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGC  1080 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1039  CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGC  1098 

 

Query  1081  CAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT  1140 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1099  CAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT  1158 

 

Query  1141  GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAAC  1200 
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             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1159  GACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAAC  1218 

 

Query  1201  AAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCG  1260 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1219  AAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCG  1278 

 

Query  1261  CAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGC  1320 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1279  CAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGC  1338 

 

Query  1321  GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACAC  1380 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1339  GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACAC  1398 

 

Query  1381  CCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTA  1404 

             |||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1399  CCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTA  1422 
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