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Abstract 
Chitinase producing bacteria from soil in shrimp farms were isolated on Chitin selective agar. Five 

isolates of bacteria (A5, A23, C23, E9 and F10) showed a large clear zone on the medium about 1.1-1.6 cm in 
diameter. Chitinase activity of these bacteria was measured, bacterium A23 showed the highest of chitinase 
activity (0.58 Unit/ml). Ability of the selected bacteria against to crown rot pathogens (Colletotrichum musae 
Lasiodiplodia theobromea and Fusarium sp.) of banana cv. Kluai Hom Thong was determined by filter paper disc 
method. Only bacteria A23 inhibited the mycelial growth of C. musae and had higher inhibitory effect to spore 
germination of C. musae than Fusarium sp. and L. theobromea respectively. The structure of pathogenic 
mycelium that mixed with bacteria A23 under microscope showed that the mycelium oasef pathogens was swollen, 
rough and could not proliferate. Thus, this result indicates that bacteria A23 may be used as the antagonistic 
bacteria for controlling crown rot disease on banana cv. Kluai Hom Thong.  
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บทคัดยอ 

การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซมไคติเนสจากดินบริเวณบอกุงบนอาหาร Chitin selective agar 
พบวามีเชื้อแบคทีเรีย 5 ไอโซเลต (A5 A23 C23 E9 และ F10) ที่เจริญบนอาหารแลวทําใหเกิดวงใส (clear zone) ขนาดใหญ
ที่สุด คือมีเสนผานศูนยกลางประมาณ 1.1-1.6 เซนติเมตร เมื่อตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมไคติเนส พบวาแบคทีเรีย A23 มี
กิจกรรมของเอนไซมไคติเนสมากที่สุด (0.58 Unit/ml) การทดสอบความสามารถของเชื้อ แบคทีเรียเหลานี้ในการเปนปฏิปกษ
ตอเชื้อราสาเหตุโรคขั้วหวีเนาของกลวยหอมทอง ไดแก Colletotrichum musae Lasiodiplodia theobromea และ Fusarium 
sp. ดวย Filter paper disc method พบวาแบคทีเรีย A23 สามารถยับยั้งการเจริญทางเสนใยของเชื้อรา C. musae  ไดเพียง
เชื้อเดียว และสามารถยับยั้งการงอกของสปอรเชื้อรา C. musae  ไดดีกวา Fusarium sp. และ L. theobromea ตามลาํดบั เมือ่
ศึกษาลักษณะโครงสรางของเสนใยเชื้อราที่อยูรวมกับแบคทีเรีย A23 ภายใตกลองจุลทรรศน พบวาแบคทีเรีย  A23 มีผลทําให
เสนใยของเชื้อราสาเหตุโรคมีลักษณะบวมพอง ขรุขระ และเสนใยไมยืดยาว ดังนั้นแบคทีเรีย A23 อาจมีความเปนไปไดในการ
นํามาประยุกตใชเปนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเพื่อปองกันโรคขั้วหวีเนาของกลวยหอมทองตอไป 
คําสําคัญ:  กลวยหอมทอง, ไคติเนส, แบคทีเรียปฏิปกษ, โรคขั้วหวีเนา 
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คํานํา 
โรคขั้วหวีเนาในกลวยหอมทองมีสาเหตุจากเชื้อราหลายชนิด เชน Lasiodiplodia theobromae, Collectotrichum 

musae, Fusarium sp. (ดนัย, 2549) การปองกันสวนใหญจะใชสารเคมีกําจัดเชื้อราเปนหลัก ดังนั้นจึงจําเปนตองมีการหาวิธี
ควบคุมโรคหลังการเก็บเกี่ยวที่ปลอดภัยตอมนุษยและส่ิงแวดลอม เชน การใชเอนไซมไคติเนส (Chitinase) หรือสารปฏิชีวนะ
อื่นๆ ที่จุลินทรียผลิตขึ้นเพื่อตอตานเชื้อกอโรค หรือการใชเชื้อจุลินทรีย ปฏิปกษรวมกับการควบคุมวิธีอื่นเพื่อใหผลผลิตคงความ
สมบูรณแข็งแรงยากตอการเขาทําลายของเชื้อสาเหตุโรคดังนั้นในการทดลองนี้จึงไดทําการคัดเลือกเชื้อจุลินทรียที่มีคุณสมบัติ
ผลิตเอนไซมไคติเนสจากดินบอเล้ียงกุงในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคขั้วหวีเนาของกลวยหอมทอง เพื่อนํามาประยุกตใชใน
การควบคุมโรคพืชตอไป 

 
อุปกรณและวิธีการ 

1.  การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติผลิตเอนไซมไคติเนสจากดนิบริเวณบอเล้ียงกุง 
เก็บตัวอยางดินจากบอเล้ียงกุง บานคลองสวน จังหวัดสมุทรปราการ จํานวน 7 บอ มาแยกเชื้อแบคทีเรียดวยวิธีการ 

spread plate ในอาหาร nutrient agar (NA) บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง แลวใชไมจิ้มฟนปลอด
เชื้อแตะบนโคโลนีเดี่ยวแลวนําไปแตะบนอาหาร chitin selective agar (อภิญญา และคณะ, 2543) และทําการวัดขนาดเสน
ผานศูนยกลางของวงใสในหนวยเซนติเมตร  

 
2. การศึกษากิจกรรมของเอนไซมไคติเนสของแบคทีเรียที่คัดเลือกได 

นําเชื้อแบคทีเรียที่สรางวงใสมาเลี้ยงในอาหารเหลว Enzyme production medium (EPM) (Monika และคณะ, 
1993) นําไปบมบนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 วัน จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 
รอบ/นาที ดวยเครื่องปนเหวี่ยง (รุน RC 5C PLUS) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เก็บสารละลายสวนใสที่ได
ไปตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซมไคติเนสตามวิธีของ Miller (1995) และปริมาณโปรตีนตามวิธี Bradford (1976) รายงาน
กิจกรรมของเอนไซมไคติเนสในหนวย Unit/ml 

 
3. การทดสอบประสิทธิภาพเช้ือแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติผลิตเอนไซมไคติเนสตอการเจริญทางเสนใยและการงอก
ของสปอรเช้ือราสาเหตุโรคขัว้หวีเนา 

นําแบคทีเรียที่คัดแยกไดมาทดสอบการเปนปฏิปกษตอการเจริญทางเสนใยของเชื้อรา C. musae L. theobromae 
และ Fusarium sp. ดวยวิธี Filter paper disc (Dhingra และ Sinclair, 1995) และตอการงอกของสปอร โดยนําสปอร
แขวนลอยของเชื้อราที่ความเขมขน 2x105 spore/ml ผสมกับน้ํากลั่น (ชุดควบคุม) หรือเชื้อแบคทีเรีย A23 ที่ความเขมขน 
5x108 cell/ml ในอัตราสวน 1:3 จากนั้นบมที่อุณหภูมิหองบนเครื่องเขยาความเร็ว 150 รอบ/นาที ตรวจนับจํานวนสปอรของเชื้อ
ราที่งอกภายใตกลองจุลทรรศนชนิด Compound microscope ที่กําลังขยาย 400 เทา หลังจากบมนาน 0 6 12 18 24 และ 30 
ชั่วโมง และรายงานผลเปนเปอรเซ็นตการงอกของสปอรเชื้อรา 

 
ผลการทดลองและวิจารณ 

เชื้อแบคทีเรียจากดินบริเวณบอเล้ียงกุงจํานวน 223 ไอโซเลต มีเพียง 21 ไอโซเลต ที่สามารถผลิตเอนไซมไคติเนสใน
อาหาร Chitin selective agar โดยพบวาแบคทีเรียจํานวน 5 ไอโซเลต ไดแกแบคทีเรีย A5, A23, C23, E10 และ F9 สรางวงใส 
(clear zone) ขนาดเสนผานศูนยกลางใหญกวาไอโซเลตอื่นๆ (1.1-1.6 เซนติเมตร) (ไมไดแสดงขอมูล) เมื่อทําการวัดกิจกรรม
ของเอนไซมไคติเนสของแบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลต พบวาแบคทีเรีย A23 มีกิจกรรมของเอนไซมมากที่สุดคือ 0.58 Unit/ml 
รองลงมาไดแกแบคทีเรีย A5 E10 C23 และ F9 (0.39 0.38 0.35 และ 0.15 Unit/ml) (ไมไดแสดงขอมูล) สําหรับการทดสอบ
ประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติผลิตเอนไซมไคติเนสตอการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคขั้วหวีเนาดวยวิธี Filter paper 
disc บนอาหาร PDA พบวาแบคทีเรีย A23 สามารถยับยั้งการเจริญทางเสนใยของเชื้อรา C. musae ไดโดยมีขนาดเสนผาน
ศูนยกลางของวงใสรอบ paper disc เทากับ 1.75 เซนติเมตร แตไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา L. theobromae และ  
Fusarium sp. ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองของ อภิญญา และคณะ (2543) พบวาเชื้อ Bacillus cereus H11 ซึ่งผลิต
เอนไซม chitinase ไดสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา C. gloeosporiodes ไดแตไมสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา F. 
solani ได นอกจากนี้การที่แบคทีเรีย A23 สามารถยับยั้ง C. musae ไดดี อาจเนื่องจากแบคทีเรีย A23 สามารถผลิตสารเมตา
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โบไลตที่มีผลยับยั้งการเจริญของ C. musae ไดดี Wen-Teish และคณะ (2006) พบวาเชื้อ Bacillus cereus  สามารถยับยั้ง
การงอกของสปอรและการเจริญของเสนใย F. oxysporum F. solani และ P. ultimum ได ซึ่งอาจจะเปนผลมาจากเอนไซมไค
ติเนสที่เชื้อสรางขึ้นเพื่อยอยเสนใยของเชื้อราสาเหตุโรค หรือเกิดจากการทํางานของเอนไซมไคติเนสรวมกับสารอื่นๆ เชน สาร
ปฏิชีวนะ Zwittermicin A (Silo-Suh และคณะ, 1998) นอกจากนี้ยังมีเอนไซมชนิดอื่นที่สามารถสรางสารทําลายผนังเซลลของ 
เชื้อราได เชน กลูแคนเนส โปรติเอส และ เซลลูเลส   สวนแบคทีเรีย A5 C23 E10 และ F9 นั้นไมสามารถยับยั้งการเจริญของ
เชื้อราสาเหตุโรคทั้งสามชนิดได โดยไมพบวงใสรอบๆ paper disc อภิญญา (2543) ระบุวาผลการยับยั้งเชื้อราที่แตกตางกัน
อาจเนื่องจากเชื้อราแตละชนิดมีโครงสรางในการสืบพันธุแตกตางกัน และเมื่อศึกษาผลของแบคทีเรีย A23 ตอการยับยั้งการ
งอกของสปอรเชื้อราสาเหตุโรคขั้วหวีเนา พบวาแบคทีเรีย A23 สามารถยับยั้งการงอกของสปอรเชื้อราทั้งสามชนิดไดเมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (น้ํากลั่น) (p ≤ 0.01)  โดยสามารถยับยั้งการงอกของ C. musae ไดดีที่สุด ในขณะที่สปอรของเชื้อรา C. 
musae L. theobromae และ Fusarium sp. ที่เล้ียงในน้ํากลั่นมีเปอรเซ็นตการงอกเทากับ 100% ในชั่งโมงที่ 30 18 และ 24 แต
เมื่อเชื้อราเหลานี้อยูในสภาพที่มีแบคทีเรีย A23 รวมดวย พบวา สปอรของเชื้อราเหลานี้มีการงอกเทากับ 44.33% 64% และ 
65% ตามลําดับ (รูปที่ 2) จากการศึกษาลักษณะของเสนใยเชื้อราสาเหตุโรคที่เล้ียงรวมกับแบคทีเรียปฏิปกษภายใตกลอง
จุลทรรศน พบวาเสนใยมีลักษณะบวม ขรุขระ ไมยืดยาวออกไป และมีเซลลของเชื้อแบคทีเรีย A23 เจริญอยูรอบๆ เสนใยของ
เชื้อรามากมาย (รูปที่ 1) เชนเดียวกับ Wen-Tao และคณะ (2007) พบวาเสนใยของเชื้อรา Botrytis cinerea มีการบวมพอง ขด
งอ และไมเจริญยืดยาวออกไปเมื่อเล้ียงในอาหารที่ผสมไคโตซาน 

 
 
 
 
                                     

 
 
 
 
Fig. 1 Effect of bacteria isolate A23 on fungal mycelium of L. theobromae (A) mycelium of L. theobromae grew 

on PDA (Control) (B, C) mycelium of L. theobromae grew together with bacteria isolate A23 
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 Fig. 2 Effect of bacteria isolate A23 on spore germination of C. musae (A) Fusarium sp. (B) and  
  L. theobromae (C)  (p ≤ 0.01)   
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