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Abstract 
A total of 19 isolates were isolated from soil samples of Phitsanulok Seed Research and Development 

Center and all isolated were tested for inhibiting efficacy against storage fungi Aspergillus flavus and A. niger 
by dual culture bioassay. It was effective in inhibiting both types of storage fungi, namely, isolates PSL 3, PSL 
49, PSL 70, PSL 79, PSL 153, PSL 175, PSL 207 and PSL 423. All isolates were identified by morphological 
characteristics, biochemical tests and molecular showed that PSL 3 isolates were closely related to Bacillus 
amyloliquefaciens, PSL 49 isolates were closely related to B. subtilis, isolates. PSL 70 isolates are close to B. 
amyloliquefaciens, PSL 79 isolates are closely related to B. velezensis, PSL 153 isolates are closely related to 
B. velezensis PSL 175 isolates are closely related to B. amyloliquefaciens, PSL 207 isolates are closely related 
to B. velezensis and PSL 423 isolate is very close to B. subtilis and when the 8 isolates were tested for efficacy 
against A. flavus seed-borne to peanut seeds cultivar Kalasin 2, it was found that all 8 isolates of antagonistic 
bacteria were effectively inhibited between 35-63% of A. flavus on peanut seeds. PSL 3 was significantly 
inhibited (P<0.05). Moreover, there was no significant effect on seed germination in all seed treatments with 
antagonistic bacteria. Therefore 8 isolates are a high potential for further development as a bioproduct for 
pre-planting peanut seed coating to inhibit mold in storage. 
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บทคัดย่อ 

จากการแยกเชื้อแบคทีเรียปฎิปักษ์จากตัวอย่างดินในแปลงทดลองของศูนย์วิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธ์ุพืชพิษณุโลก พบว่า
สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียได้ 19 ไอโซเลต เม่ือนําเชื้อท่ีแยกได้ท้ังหมดไปทดสอบประสิทธิภาพการยับย้ังเชื้อราในโรงเก็บ 
Aspergillus flavus และ A. niger ด้วยการทดสอบด้วยวิธี dual culture bioassay พบว่ามี 8 ไอโซเลตท่ีมีประสิทธิภาพในการ
ยับย้ังเชื้อราในโรงเก็บท้ัง 2 ชนิด ได้แก่ ไอโซเลต PSL 3, PSL 49, PSL 70, PSL 79, PSL 153, PSL 175, PSL 207 และ PSL 
423 และนําไปจําแนกสายพันธ์ุโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีและการใช้คาร์โบไฮเดรตด้วยชุด
ทดสอบสําเร็จรูป API 50 CHB และข้อมูลทางชีวโมเลกุลพบว่าไอโซเลต PSL 3 มีความใกล้เคียงกับ Bacillus amyloliquefaciens  
ไอโซเลต PSL 49 มีความใกล้เคียงกับ B. subtilis ไอโซเลต PSL 70 มีความใกล้เคียงกับ B. amyloliquefaciens  ไอโซเลต PSL 79 
มีความใกล้เคียงกับ B. velezensis ไอโซเลต PSL 153 มีความใกล้เคียงกับ B. velezensis ไอโซเลต PSL 175 มีความใกล้เคียงกับ 
B. amyloliquefaciens ไอโซเลต PSL 207 มีความใกล้เคียงกับ B. velezensis และ ไอโซเลต PSL 423 มีความใกล้เคียงกับ     
B. subtilis และเม่ือนําเชื้อท้ัง 8 ไอโซเลตไปทดสอบประสิทธิภาพการยับย้ังเชื้อรา A. flavus ท่ีติดมากับเมล็ดพันธ์ุถ่ัวลิสงโดยการ
คลุกเมล็ดพันธ์ุถ่ัวลิสงพันธ์ุกาฬสินธ์ุ 2 พบว่าเชื้อแบคทีเรียปฎิปักษ์ท้ัง 8 ไอโซเลตสามารถยับย้ังเชื้อรา A. niger และ A. flavus บน
เมล็ดพันธ์ุได้ดี มีประสิทธิภาพการยับย้ังระหว่าง 35-63% โดยไอโซเลต PSL 3 มีประสิทธิภาพการยับย้ังสูงสุดแตกต่างกันอย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับตัวอย่างเมล็ดพันธ์ุถ่ัวลิสงท่ีไม่ได้คลุกเชื้อ นอกจากน้ีการคลุกเชื้อแบคทีเรียปฎิปักษ์
ท้ัง 8 สายพันธ์ุไม่มีผลต่อความงอกของเมล็ดพันธ์ุ ดังนั้นจึงมีศักยภาพในการพัฒนาไปเป็นชีวภัณฑ์สําหรับการคลุกเมล็ดถ่ัวลิสงก่อน
ปลูกเพ่ือยับย้ังเชื้อราในโรงเก็บ 
คําสําคัญ: เชื้อราในโรงเก็บ ถ่ัวลิสง แบคทีเรียปฎิปักษ์ 
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คํานํา 
คุณภาพเมล็ดพันธ์ุถ่ัวลิสงเป็นสิ่งสําคัญในการเพาะปลูกถ่ัวลิสงของประเทศไทย ปัญหาท่ีสําคัญท่ีส่งผลต่อคุณภาพเมล็ด

พันธ์ุคือเชื้อราท่ีติดมากับเมล็ดพันธ์ุ โดยเฉพาะเชื้อรา Aspergillus niger และ A. flavus  ซ่ึงเชื้อราท้ังสองชนิดสามารถเข้าทําลาย
ในช่วงท่ีเก็บรักษาในโรงเก็บและมีผลกระทบต่อคุณภาพเมล็ดพันธ์ุในด้านความงอกและความแข็งแรงของเมล็ดพันธ์ุ นอกจากนี้เชื้อ
รา A. flavus เป็นเชื้อราท่ีมีความสําคัญท่ีมีผลต่อเมล็ดถ่ัวลิสงระหว่างการเก็บรักษา (Amaike and Keller, 2011) หากเชื้อเข้า
ทําลายเมล็ดถ่ัวสามารถทําให้เมล็ดเน่าและลดความมีชีวิตและความงอกของเมล็ดพันธ์ุ (Kumar et al., 2008)  นอกจากน้ีเชื้อยัง
สามารถผลิตสารพิษอะฟลาทอกซินซ่ึงเป็นสารพิษเมตาบอไลต์ทุทิตยภูมิท่ีเชื้อราสร้างข้ึน ซ่ึงเป็นสารพิษท่ีก่อให้เกิดมะเร็งท่ีมี
ความสําคัญท่ีสุด (Krishnamurthy et al., 2008) เชื้อรา  A. flavus สามารถเจริญเติบโต ในเมล็ดถ่ัวลิสงเม่ือมีสภาพความชื้นท่ี
มากกว่า 15% ในระหว่างการเก็บรักษา โดยเชื้อราใช้ประโยชน์จากธาตุคาร์บอนในรูปของน้ําตาล ไนโตรเจนในรูปของกรดอะมิโน 
รวมไปถึงกรดไขมัน (ชัยณรงค์และคณะ, 2563) ปัจจุบันการควบคุมโรคส่วนใหญ่จะใช้สารเคมีทางการเกษตรซ่ึงเกษตรกรนิยมใช้กัน
อย่างมาก เนื่องจากให้ผลในการควบคุมโรคได้อย่างรวดเร็วแต่การใช้สารเคมีมากเกินความจําเป็นนอกจากจะส่งผลต่อต้นทุนการ
ผลิตแล้วยังส่งผลต่อสุขภาพของผู้ใช้ และเป็นมลภาวะต่อสิ่งแวดล้อม รวมถึงกระตุ้นให้เชื้อสาเหตุโรคพืชเกิดการกลายพันธ์ุอีกด้วย 
ดังนั้นแนวทางหน่ึงท่ีจะช่วยลดปัญหาดังกล่าวคือ การควบคุมศัตรูพืชโดยชีววิธี (biological control) ด้วยการใช้เชื้อจุลินทรีย์
ปฏิปักษ์ (antagonistic microorganism) เพ่ือลดหรือทดแทนการใช้สารเคมี นําไปสู่การควบคมุโรคอย่างย่ังยืนต่อไป  

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

1. การทดสอบความสามารถของเชื้อแบคทีเรียปฎิปักษ์ต่อการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา A. niger และ A. flavus   
ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อจุลินทรีย์ท่ีแยกได้จากดินในแปลงทดลองของศูนย์วิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธ์ุพืชพิษณุโลกต่อ

การยับย้ังการเจริญของเชื้อรา A. niger และ A. flavus บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ด้วยวิธี dual culture คัดเลือกเชื้อท่ี มี
ประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของเชื้อราโดยจะมีบริเวณใสๆ (inhibition zone) ของอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  
 
2. การจําแนกเชื้อโดยลักษณะทางสัณฐานวิทยา คุณสมบัติทางชีวเคมีและเทคนิคทางชีวโมเลกุล 

นําแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้ในเบื้องต้นมาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยศึกษารูปร่าง การจัดเรียงตัว และการติดสีแก
รมของแบคทีเรีย ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีและการใช้คาร์โบไฮเดรตด้วยชุดทดสอบสําเร็จรูป API 50 CHB (bioMerieux, 
France) และ เท คนิ ค ท างชี ว โม เล กุ ล โด ย ใช้ ไพ ร เม อ ร์  2 7F (5 'AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3 ') และ  1 522R (5 '- 
AAGGAGGTGATCCRCCGCA -3') ท่ีออกแบบจากบริเวณ 16S ribosomal DNA และนําผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได้มาหาลําดับนิวคลิโอ
ไทด์โดยบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีใต้ นําข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้ไปตรวจสอบกับข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์ท่ีมี
การศึกษาและเป็นฐานข้อมูลสาธารณะของ GenBank  
 
3. การทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีคัดเลือกได้ต่อการยับยั้งเชื้อราในโรงเก็บท่ีติดมากับเมล็ดพันธ์ุถ่ัวลิสงด้วย
วิธีการคลุกเมล็ด 

เตรียมเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีคัดเลือกได้ 8 ไอโซเลต ในอาหารเหลว NB บนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็ว 150 รอบ/นาที เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซีนส วัดความขุ่นด้วยเคร่ืองสเปคโตโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร จากนั้น
เตรียมสารละลายเซลล์ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 108 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ทําการคลุกเมล็ดพันธ์ุถ่ัวลิสงพันธ์ุกาฬสินธ์ุ 2 ด้วย
สารละลายเซลล์ปริมาตร 10 มิลลิลิตรต่อถ่ัวลิสง 1 กิโลกรัม จากนั้นนําเมล็ดพันธ์ุไปผึ่งให้แห้งในตู้ปลอดเชื้อ สุ่มตัวอย่างเมล็ดพันธ์ุ
ไปตรวจสอบการยับย้ังเชื้อราโดยวิธี Agar plate และตรวจสอบคุณภาพ ได้แก่ ความงอก และความแข็งแรง (ISTA, 2021) 

 
ผลการทดลอง 

1. การทดสอบความสามารถของเชื้อแบคทีเรียปฎิปักษ์ต่อการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา A. niger และ A. flavus   
จากการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อจุลินทรีย์ท่ีแยกได้จากดินจํานวน 19 ไอโซเลตต่อการยับย้ังการเจริญของเชื้อรา    

A. niger และ A. flavus บนอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ด้วยวิธี dual culture พบว่ามี 8 ไอโซเลตที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังเชื้อรา
ท้ัง 2 ชนิด ได้แก่ ไอโซเลต PSL 3, PSL 49, PSL 70, PSL 79, PSL 153, PSL 175, PSL 207 และ PSL 423 ซ่ึงจะมีลักษณะท่ี
เส้นใยของเชื้อราไม่สามารถเจริญได้ในบริเวณท่ีมีการนําเชื้อแบคทีเรียปฎิปักษ์มาทดสอบท้ัง 4 ด้าน (Figure 1) จึงทําการคัดเลือก
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เชื้อท้ัง 8 ไอโซเลตไปจําแนกชนิดและทดสอบประสิทธิภาพการยับย้ังเชื้อรา A. niger และ A. flavus ท่ีติดมากับเมล็ดพันธ์ุถ่ัวลิสง
ด้วยวิธีการคลุกเมล็ดต่อไป 

 
2. การจําแนกเชื้อโดยลักษณะทางสัณฐานวิทยา คุณสมบัติทางชีวเคมีและเทคนิคทางชีวโมเลกุล 

จากการนําเชื้อท่ีคัดเลือกได้ 8 ไอโซเลตไปจําแนกสายพันธ์ุโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ทดสอบคุณสมบัติทาง
ชีวเคมีและการใช้คาร์โบไฮเดรตด้วยชุดทดสอบสําเร็จรูป API 50 CHB และข้อมูลทางชีวโมเลกุลพบว่าไอโซเลต PSL 3 มีความ
ใกล้เคียงกับ B. amyloliquefaciens, ไอโซเลต PSL 49 มีความใกล้เคียงกับ B. subtilis, ไอโซเลต PSL 70 มีความใกล้เคียงกับ  
B. amyloliquefaciens, ไอโซเลต PSL 79 มีความใกล้ เคียงกับ  B. velezensis, ไอโซเลต PSL 153 มีความใกล้ เคียงกับ 
B. velezensis, ไอโซเลต PSL 175 มีความใกล้ เคียงกับ  B. amyloliquefaciens, ไอโซเลต PSL 207 มีความใกล้เคียงกับ  
B. velezensis และ ไอโซเลต PSL 423 มีความใกล้เคียงกับ B. subtilis  
 
3. การทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีคัดเลือกได้ต่อการยับยั้งเชื้อราในโรงเก็บท่ีติดมากับเมล็ดพันธ์ุถ่ัวลิสงด้วย
วิธีการคลุกเมล็ด 

จากการทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีคัดเลือกได้ต่อการยับย้ังเชื้อราในโรงเก็บท่ีติดมากับเมล็ดพันธ์ุถ่ัวลิสง
พันธ์ุกาฬสินธ์ุ 2  ด้วยวิธีการคลุกเมล็ดด้วยเชื้อปฎิปักษ์จํานวน 8 ไอโซเลต ได้แก่ ไอโซเลต PSL 3, PSL 49, PSL 70, PSL 79, PSL 
153, PSL 175, PSL 207 และ PSL 423 เปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีไม่มีการคลุกเชื้อ พบว่าเชื้อแบคทีเรียปฎิปักษ์ท้ัง 8 ไอโซเลต
สามารถยับย้ังเชื้อรา A. flavus บนเมล็ดพันธ์ุได้ดี มีประสิทธิภาพการยับย้ังระหว่าง 35-63% โดยไอโซเลต PSL 3 มีประสิทธิภาพ
การยับย้ังสูงสุดแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับตัวอย่างเมล็ดพันธ์ุถ่ัวลิสงท่ีไม่ได้คลุกเชื้อ นอกจากนี้การคลุก
เชื้อแบคทีเรียปฎิปักษ์ท้ัง 8 สายพันธ์ุไม่มีผลต่อความงอกและความแข็งแรงของเมล็ดพันธ์ุ โดยเมล็ดพันธ์ุมีความงอกระหว่าง 35-45 
เปอร์เซ็นต์ และความแข็งแรงระหว่าง 21-29 เปอร์เซ็นต์ ท้ังนี้เมล็ดพันธ์ุถ่ัวลิสงท่ีนํามาทดลองเป็นเมล็ดพันธ์ุท่ีมีอายุการเก็บรักษา
มากกว่า 1 ปี มีความงอกและความแข็งแรงตํ่าแต่มีเชื้อราในโรงเก็บในปริมาณสูง จึงนํามาใช้ในการทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ในการยับย้ังเชื้อราในโรงเก็บในสภาพจริง 

 
วิจารณ์ผล 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฎิปักษ์ท่ีแยกได้ต่อการยับย้ังการเจริญของเชื้อรา A. niger และ A. 
flavus  พบว่าเป็นเชื้อกลุ่ม Bacillus 3 ชนิดคือ B. subtilis B. amyloliquefaciens และ B. velezensis ซ่ึงกลไกในของเชื้อ
ปฏิปักษ์ในการควบคุมเชื้อ A. niger และ A. flavus นั้น คือการสร้างสารปฎิชีวนะที่เป็นกลุ่มสาร lipopeptides แต่อาจจะเป็นคน
ละชนิดกันจึงทําให้ประสิทธิภาพการยับย้ังมีความแตกต่างกัน มีรายงานการผลิตสารปฎิชีวนะของเชื้อ B. subtilis จะเป็นชนิด 
iturins และ fengycins ขณะท่ีเชื้อ B. amyloliquefaciens จะผลิตสาร difficidin และ bacilysin ท่ีมีประสิทธิภาพในการยับย้ัง
เชื้อได้หลายชนิด (Wu et al., 2015) นอกจากน้ี B. velezensis มีรายงานผลิต cyclic lipopeptides หลายชนิด เช่น surfactin, 
bacillomycin-D, fengycin, และ bacillibactin รวมท้ังสารกลุ่ม polyketides เช่น macrolactin, bacillaene และ difficidin 
ซ่ึงสารเมตาบอไลต์ทุทิตยภูมิท่ีผลิตได้เหล่านี้สามารถกระตุ้นการต้านทานโรคในพืชได้ด้วย (trigger induced systemic)  

 
สรุป 

เชื้อท่ีแยกได้ท่ีมีประสิทธิภาพในการยับย้ังเชื้อราในโรงเก็บท้ัง 2 ชนิด ได้แก่ ไอโซเลต PSL 3, PSL 49, PSL 70, PSL 79, 
PSL 153, PSL 175, PSL 207 และ PSL 423 และจากการจําแนกสายพันธ์ุท่ีคัดเลือกได้โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีและการใช้คาร์โบไฮเดรตด้วยชุดทดสอบสําเร็จรูป API 50 CHB และข้อมูลทางชีวโมเลกุลสามารถ
จําแนกได้เป็น 3 ชนิดคือ B. subtilis ได้แก่ ไอโซเลต PSL49 และ PSL423, B. amyloliquefaciens ได้แก่ ไอโซเลต PSL70 และ 
PSL175 และ B. velezensis ได้แก่ ไอโซเลต PSL3, PSL79, PSL153 และ PSL207 เชื้อแบคทีเรียปฎิปักษ์ท้ัง 8 ไอโซเลตสามารถ
ยับย้ังเชื้อรา A. flavus บนเมล็ดพันธ์ุได้ดี มีประสิทธิภาพการยับย้ังระหว่าง 35-63% โดยไอโซเลต PSL 3 มีประสิทธิภาพการยับย้ัง
สูงสุดแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับตัวอย่างเมล็ดพันธ์ุถ่ัวลิสงท่ีไม่ได้คลุกเชื้อ นอกจากน้ีการคลุกเชื้อ
แบคทีเรียปฎิปักษ์ท้ัง 8 สายพันธ์ุไม่มีผลต่อความงอกและความแข็งแรงของเมล็ดพันธ์ุ 
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Figure 1  Inhibitory effects of antagonistic bacteria on the inhibition of fungal growth of A. niger and A. flavus 

in comparison with the non-treated control. Mycelial growth of fungal pathogens on potatoes 
dextrose agar plates was recorded 14 days after incubation at 25°C. 

 


