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บทคดัย่อ 

แบคทเีรยีปฏปัิกษ์จาํนวน 2 จาก 33 สายพนัธุ ์ถูกคดัเลอืกและรวบรวมมาจากดนิบรเิวณรอบรากของ
ต้นมะนาวอนิทรยี์ เพืAอศกึษาคุณลกัษณะต่าง ๆ โดยสายพนัธุ์ TU-Orga13 และ TU-Orga14 มศีกัยภาพใน
การกระตุน้ใหต้น้มะนาวสะสมกรดซาลซิลิกิสงูสุดเท่ากบั 0.714 และ 0.689 มลิลกิรมั/กรมันํVาหนกัสด หลงัการ
คลุกเมล็ดด้วยเซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสายพนัธุ์ (ความเข้มข้น 1 x 108 cfu/ml) อัตรา 10 
มลิลลิติร : เมลด็ 1 กโิลกรมั ซึAงแตกต่างอย่างมนีัยสาํคญัทางสถติ ิ(P = 0.05) กบัสายพนัธุอ์ืAน ๆ และกรรมวธิี
ควบคุม อกีทั Vงแบคทเีรยีทั Vง 2 สายพนัธุ ์นีV ยงัแสดงบรเิวณยบัยั Vง Xanthomonas axonopodis pv. citri สาเหตุ
โรคแคงเกอร์ของมะนาวได้กว้างทีAสุด ด้วยวธิมีาตรฐาน agar diffusion เท่ากบั 2.00 และ 1.93 เซนติเมตร 
ตามลาํดบั ซึAงแตกต่างอย่างมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(P = 0.05) กบัสายพนัธุอ์ืAน ๆ และกรรมวธิคีวบคุม จากนั Vนจงึ
พัฒนาชีวภัณฑ์อารักขาพืชสูตรใหม่ชนิดผงผสมนํVาจากผงถ่านชีวภาพทีAประกอบด้วยสารพา สารเสริม
ประสทิธภิาพ และแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ TU-Orga13 หรอื TU-Orga14 รวม 6 สูตร ผลการวจิยัพบว่าชวีภณัฑ์
อารกัขาพชืชนิดผงผสมนํVาจากผงถ่านชวีภาพทีAผลติในระดบัอุตสาหกรรมสตูรทีA 3 หรอืเรยีกว่า Formula 3 [ผง
ถ่านชีวภาพ แป้งทลัคมั โดโลไมต์ แคลเซียมคาร์บอเนต คาร์บอกซิเมทิลเซลลูโลส และนํVาสกดัถั Aวเหลอืง 
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ปรมิาณ 500 กรมั ผสมแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ TU-Orga13 (ความเขม้ขน้เชืVอ 1016 cfu/ml) ปรมิาตร 10 มลิลลิติร] 
สามารถคงความมชีวีติรอดของแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ไดด้ทีีAสุดแตกต่างอย่างมนีัยสาํคญัทางสถติ ิ(P = 0.05) กบั
สูตรอืAน ๆ เท่ากบั 2.8 x 1016, 2.8 x 1015, 1.9 x 1013 และ 2.8 x 1010 cfu/g ของชีวภัณฑ์ หลงัเก็บรกัษาไว้ใน
สภาพอุณหภูมหิ้องนาน 1, 3, 6, และ 12 เดอืน ตามลําดบั โดยในสภาพเรอืนปลูกพชืทดลอง Formula 3 มี
ประสทิธภิาพในการลดจาํนวนแผลแคงเกอรบ์นใบมะนาวและลดประมาณประชากร X. axonopodis pv. citri ได้
ดทีีAสดุแตกต่างอย่างมนียัสาํคญัทางสถติ ิ(P = 0.05) โดยปรากฏแคงเกอรเ์ท่ากบั 5 แผล และพบประชากรเชืVอ
โรค 1.13 x 106 cfu/g ของนํVาหนักสดใบมะนาว ยิAงไปกว่านั Vน Formula 3 สามารถชกันําใหต้้นมะนาวสะสมกรด
ซาลซิลิกิไดอ้ย่างรวดเรว็ภายใน 24 ชั Aวโมง หลงัการปลูกเชืVอ X. axonopodis pv. citri เท่ากบั 0.624 มลิลกิรมั/
กรมันํVาหนักสด ตลอดจนพบว่าต้นมะนาวทีAราดดนิด้วย Formula 3 อตัรา 50 กรมั/นํVา 20 ลติร ปรมิาตร 300 
มลิลลิติร/ต้น มกีารสะสมกรดซาลซิลิกิไดม้ากทีAสุดทั Vง 10 วนั ตลอดการทดลอง เมืAอเปรยีบเทยีบกบัสตูรอืAน ๆ 
และกรรมวธิคีวบคุม ในทาํนองเดยีวกนั การราดดนิดว้ย Formula 3 อายุ 1, 3, 6 และ 12 เดอืน ในอตัราดงักล่าว
ขา้งต้น ภายใต้สภาพแปลงปลูกของเกษตรกร สามารถลดความรุนแรงโรคแคงเกอร์ไดด้ทีีAสุดแตกต่างอย่างมี
นยัสาํคญัทางสถติ ิ(P = 0.05) โดยปรากฏแคงเกอร ์5.33, 5.67, 6.00 และ 7.00 แผล ตามลาํดบั สอดคลอ้งกบั
ปรมิาณประชากร X. axonopodis pv. citri บนใบมะนาว ซึAงตรวจพบเท่ากบั 1.12-1.28 x 108 cfu/g ของนํVาหนกั
สดใบมะนาว และสอดคลอ้งกบัปรมิาณการสะสมกรดซาลซิลิกิภายในตน้มะนาวสงูสุดแตกต่างอย่างมนียัสาํคญั
ทางสถิติเท่ากับ 0.654, 0.450, 0.440 และ 0.429 มิลลิกรัม/กรัมนํV าหนักสด ตามลําดับ เมืAอจําแนกชนิด
แบคทเีรยีปฏปัิกษ์ TU-Orga13 ดว้ยวธิมีาตรฐาน ทั Vงในระดบัสณัฐานวทิยา ชวีเคม ีและโมเลกุล พบว่ามคีวาม
เหมอืนคล้ายคลงึกนักบั Bacillus subtilis 100 เปอร์เซน็ต์ ดงันั VนการวจิยันีVจงึแสดงให้เหน็ว่า Bacillus subtilis 
TU-Orga13 ในชวีภณัฑส์ตูรใหม่ Formula 3 มกีารแสดงออกทีAรวดเรว็ในการผลติสารทุตยิภูมแิละกรดซาลซิลิกิ 
เพืAอกระตุน้ใหม้ะนาวตา้นทานต่อการเขา้ทาํลายของ X. axonopodis pv. citri 
 

คาํสาํคญั : เกษตรอนิทรยี;์ ถ่านชวีภาพ; การควบคุมโดยชวีวธิ;ี แบคทเีรยีสาเหตุโรคพชื; กรดซาลซิลิกิ 
 
Abstract 

Two of thirty-three strains of antagonistic bacteria collected from organic lime plant rhizosphere 
were characterized. Strains TU-Orga13 and TU-Orga14 were significantly (P = 0.05) high accumulation 
of salicylic acid within lime plant with 0. 714 and 0. 689 mg/ g fresh weight, respectively, after seed 
treatments with each strain (1 x 108 cfu/ml) ratio 10 ml/ 1 kg seed when compared to other strains and 
controls.  Those two strains also showed the biggest clear zone of Xanthomonas axonopodis pv.  citri, 
the causal agent of canker on lime plant, inhibition with 2.00 and 1.93 cm, respectively, when compared 
to other strains and controls which investigated by agar diffusion.  The development of novel wettable 
powder biopesticides containing carriers, additives and biocontrol agent strains TU-Orga13 and TU-
Orga14 in six formulations under pilot scale production, biochar-carrier based was established. A biochar-
based formulation 3, Formula 3 [ biochar, talcum, dolomite, calcium carbonate, CMC, and soybean 
extract mixed with TU-Orga13 ( 1016 cfu/ml)  ratio 10 ml:  500 g of bioformula]  showed the highest 



ปีที � 7 • ฉบบัที � 5 • ฉบบัเสริม 2561                                                           Thai Journal of Science and Technology 

 493

survival cells of TU-Orga13 with 2.8 x 1016, 2.8 x 1015, 1.9 x 1013, and 2.8 x 1010 cfu/g of biopesticide at 
1, 3, 6, and 12 month-storages, respectively. Subsequently, Formula 3 significantly reduced the number 
of canker on lime plant leaves and significantly reduced the number of X.  axonopodis pv.  citri on lime 
plant leaves after soil drenched ratio 50 g/ 20 L. of water in total volume 300 ml/plant under greenhouse 
conditions with 5.00 sores and 1.13 x 106 cfu/g fresh weight, respectively. Moreover, Formula 3 showed 
the highest accumulation of salicylic acid within 24 h after challenged inoculation with X. axonopodis pv. 
citri with 0.624 mg/g fresh weight. Moreover, lime plant treated with Formula 3 soil drenched as mentioned 
above showed the highest accumulation of salicylic acid within 10 days when compared to other formulas 
and controls under greenhouse conditions.  In the same trend, Formula 3 biopesticide, 1, 3, 6, and 12 
month-storages, soil drenched significantly reduced the number of canker on lime plant leaves with 5.33, 
5.67, 6.00 and 7.00 sores, respectively that correlated with X. axonopodis pv. citri population on leaves 
with 1. 12- 1. 28 x 108 cfu/ g fresh weight and the highest accumulation of salicylic acid within 24 h after 
challenged inoculation with X. axonopodis pv. citri with 0.654, 0.450, 0.440 and 0.429 mg/g fresh weight, 
respectively under farmer field conditions.  Identification of TU- Orga13 by standard methodology of 
morphological, biochemical and molecular levels was showed 100 %  similarity of Bacillus subtilis.  This 
study indicated that Bacillus subtilis TU-Orga13 in novel Formula 3 quickly expressed the secretion of 
secondary metabolites and salicylic acid within lime plant against X. axonopodis pv. citri.  
 

Keywords: organic agriculture; biochar; biological control; plant pathogenic bacteria; salicylic acid  
 
1. คาํนํา 

โรคแคงเกอร์จากแบคทเีรยี Xanthomonas 
axonopodis pv. citri เป็นโรคทีAมีความสําคัญและ
ก่อใหเ้กดิความเสยีหายกบัแหล่งปลูกพชืตระกูลสม้
ทั Aวโลก (Gottwald et al., 2001) รวมทั Vงประเทศไทย 
ซึAงมีรายงานโรคแคงเกอร์ระบาดอย่างกว้างขวาง
อย่างต่อเนืAอง (นลนีิ และคณะ, 2553) ประกอบกบั
ในต่างประเทศออกกฎระเบียบการนําเข้าผลิตผล
พืชต ร ะกู ลส้มทีA ป ร าศจาก โ รคแคง เกอร์  จึง
จํ า เ ป็นต้องมีมาตรการป้องกันกําจัดอย่ า งมี
ประสิทธิภาพ (EPPO/CABI, 2005) โดยเฉพาะ
อย่างยิAง มะนาวซึAงอ่อนแอและง่ายต่อการติดโรค
แคงเกอรม์ากทีAสุด (ณัฏฐมิา, 2550) เชืVอสาเหตุโรค
สามารถเขา้ทําลายไดทุ้กส่วนของต้นมะนาว ไดแ้ก่ 
ลําต้น ใบ กิAง และผล หากมกีารระบาดรุนแรงจะทาํ

ใหใ้บร่วง ต้นโทรม แคระแกรน็ กิAงแหง้ตาย ผลผลติ
ลดลง และต้นตายในทีAสุด (Civerolo,1984) โรคนีV
พบระบาดมากในช่วงฤดูฝน เดือนพฤษภาคมถึง
เดอืนตุลาคม เชืVอสาเหตุโรคแพร่กระจายไปกบัลม 
นํVา นํVาฝน หรอืกิAงพนัธุท์ีAเป็นโรค นอกจากนีVการเขา้
ทําลายของแมลง เช่น หนอนชอนใบ จะทําให้เกิด
แผล ซึAงจะเป็นช่องทางใหเ้ชืVอสาเหตุโรคเขา้ทําลาย
ไดง้่าย (นลนีิ และคณะ, 2553) 

การป้องกนักําจดัสามารถทําได้โดยการใช้
กิAงพนัธุป์ลอดโรค หมั Aนสาํรวจแปลงอย่างสมํAาเสมอ 
โดยเฉพาะระยะแตกใบอ่อน ซึAงเป็นระยะอ่อนแอต่อ
โรค หรอืระยะตดิผลอ่อนซึAงเป็นระยะทีAแมลงพาหะ 
เช่น หนอนชอนใบ มักทําให้เกิดแผลและเป็น
ช่องทางให้เชืVอสาเหตุโรคเขา้ทําลายได้ง่าย ในฤดู
ฝนตอ้งหมั Aนตดัแต่งกิAงแหง้ กิAงทีAเป็นโรค รวมทั Vงเกบ็
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ใบและผลทีAเป็นโรคออกจากบรเิวณแปลงปลูก และ
เผาทําลายนอกแปลง เมืAอวธิกีารดงักล่าวขา้งต้นใช้
ไม่ได้ผลจําเป็นต้องพ่นสารเคมคีอปเปอร์ไฮดรอก-
ไซด์ อัตรา 15-20 กรัม/นํV า 20 ลิตร ทุก 7-10 วัน 
อย่างสมํAาเสมอ (ณัฏฐมิา และคณะ, 2557) อย่างไร
ก็ตาม การใช้สารเคมีมกัไม่ได้ผลเนืAองจากการใช้
สารเคมผีดิวธิแีละผดิเวลา รวมทั VงเชืVอสาเหตุโรคดืVอ
สาร การควบคุมโรคทางเลือกโดยชวีวธิจีงึเป็นอกี
หนึAงแนวทางทีAเกษตรกรและผูบ้รโิภคใหค้วามสนใจ 
เพราะนอกจากความปลอดภัยของผลิตผลแล้วยงั
ปลอดภัยต่อสิAงแวดล้อมอีกด้วย โดย Kalita et al. 
(1996) นักวจิยัชาวอนิเดยีรายงานผลการคดัเลือก
และทดสอบประสทิธภิาพแบคทเีรยีปฏปัิกษ์และรา
ปฏิปักษ์ ในการควบคุม X. axonopodis pv. citri 
สาเหตุโรคแคงเกอร์  พบว่า  Bacillus subtilis มี
ประสิทธิภาพดีทีAสุด (P = 0.05) รองลงมา คือ 
Pseudomonas fluorescens แ ล ะ  Aspergillus ter-
reus ตามลําดับ  และ  Huang และคณะ (2012) 
พ บ ว่ า  B. subtilis ส า ย พัน ธุ์  TKS1-1 แ ล ะ  B. 
amyloliquefaciens สายพันธุ์  WG6-14 สามารถ
ยบัยั Vง X. axonopodis pv. citri ไดด้ทีีAสดุ (P = 0.05) 
สําหรับการควบคุมโรคแคงเกอร์โดยชีววิธีใน
ประเทศไทย จริะเดช (2552) รายงานประสทิธภิาพ
ของราปฏิปักษ์ Trichoderma sp. และแบคทีเรีย
ปฏปัิกษ์ B. cereus ในการควบคุมโรคแคงเกอรข์อง
มะนาวไดเ้ป็นอย่างด ีรวมทั Vง นลนีิ และคณะ (2556) 
รายงานการใชช้วีภณัฑอ์ารกัขาพชื B. subtilis อตัรา 
5 และ 10 กรัม/นํVา 1 ลิตร มีประสิทธิภาพในการ
ควบคุมโรคแคงเกอร์ของมะนาวได้ดีทดัเทียมกบั
สารเคมีคอปเปอร์ไฮดรอกไซด์ (P = 0.05) บ่ง
ชีVให้เหน็ความสําเรจ็ของการใช้ชวีวธิแีละชวีภัณฑ์
อารกัขาพชืควบคุมโรคแคงเกอรข์องมะนาว หากมี
การคัดสรรแบคทีเรียปฏิปักษ์จากธรรมชาติทีA
สามารถยับยั Vงและกระตุ้นภูมิต้านทานของต้น
มะนาวต่อโรคแคงเกอร์ ตลอดจนพัฒนาเป็นชีว-

ภัณฑ์พร้อมใช้จากวสัดุเหลือทิVงทางการเกษตรใน
ระดบัอุตสาหกรรม ทีAมปีระสทิธภิาพในการควบคุม
โรคแคงเกอร ์ในระบบการผลติมะนาวแปลงใหญ่ได้
อย่ างยั Aงยืน จะเ ป็นอีกหนึA งทางเลือกสําหรับ
เกษตรกรทั Aวไปและเกษตรกรอินทรีย์ทีAกําลงัมอง
หาชีวภัณฑ์อารกัขาพืชสําหรับใช้ทั Vงในระบบการ
ผลติมะนาวปลอดภยัและมะนาวอนิทรยี์ทีAสามารถ
ลดปัญหาสิAงแวดล้อม แรงงาน และการดืVอต่อ
สารเคมขีองเชืVอสาเหตุโรคไปในคราวเดยีวกนั 

ซึAงการพฒันาชวีภณัฑอ์ารกัขาพชื สามารถ
พัฒนาได้ 2 แนวทาง ได้แก่ (1) สูตรนํV า (liquid 
formula) และ (2) สตูรผง (powdered  formula) ชวี-
ภณัฑ์อารกัขาพชื สูตรนํVา แบคทเีรยีปฏปัิกษ์จะอยู่
ในรูปเซลลแ์ขวนลอยในตวัทําละลายทีAเป็นนํVา หรอื
อาจอยู่ในตวัทาํละลายทีAไม่ละลาย ความทนทานต่อ
อุณหภูมแิละสารเคมตีํAา อายุสั Vนและตอ้งการการเกบ็
รกัษาในภาชนะบรรจุทีAพเิศษ ต้องมรีะบบการแลก 
เปลีAยนก๊าซและความชืVนทีAเหมาะสม ส่วนสูตรผง 
นิยมใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์ทีAสามารถผลิตสปอร์ได้ 
เช่น Bacillus sp. ผสมกบัสารพาและเตมิสารป้องกนั
เซลล์จากความร้อนในระหว่างกระบวนการทําแหง้ 
ได้แก่ หางนม เจลาติน คาร์บอกซิเมทิลเซลลูโลส
หรือซีเอ็มซี (carboxymethylcellulose, CMC) เป็น
ต้น ซึAงสารทีAเติมลงไปบางชนิดช่วยเพิAมความ 
สามารถของเซลล์ และช่วยใหผ้ลติภณัฑม์คีวามคง
ตวัในระหว่างการเกบ็รกัษา โดยการศกึษาวจิยัครั Vง
นีVเพืAอพฒันาชีวภัณฑ์อารกัขาพืชสูตรใหม่ชนิดผง
ผสมนํVาทีAมีผงถ่านชีวภาพ (biochar) เป็นสารพา 
และเตมิสารเสรมิประสทิธภิาพต่างชนิดกนั เพืAอการ
ผลิตระดับอุตสาหกรรม ภายใต้ความร่วมมือกับ
บรษิัท ใบธง จํากดั สําหรบัใชค้วบคุมโรคแคงเกอร์
ของมะนาวภายใตส้ภาพแปลงเกษตรขนาดใหญ่ ซึAง
ผงถ่านชวีภาพจดัเป็นวสัดุทีAอุดมดว้ยคารบ์อน ผลติ
จากการใหค้วามรอ้นมวลชวีภาพ (biomass) โดยไม่
ใช้ออกซิเจนหรือใช้น้อยมาก ส่งผลให้ผงถ่าน
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ชีวภาพมีรูพรุน ซึAงจะเป็นทีAกักเก็บแบคทีเรีย
ปฏปัิกษ์สาํหรบัทําหน้าทีAครอบครองผวิรากพชืและ
ส่งสัญญาณกระตุ้นภูมิต้านทานโรคพืชทั Vงระบบ 
ตลอดจนทํากจิกรรมสร้างธาตุอาหารพชืหรอืช่วย
ให้ธาตุอาหารเป็นประโยชน์กบัพชื นอกจากนีVรู
พรุนของผงถ่านชวีภาพยงัสามารถเกบ็นํVาและธาตุ
อาหารในดิน เมืAอดินอุดมสมบูรณ์จะส่งผลให้พืช
เจรญิเติบโตได้ดแีละผลผลติเพิAมขึVน อกีทั Vงผงถ่าน
ชีวภาพยังสามารถกักเก็บคาร์บอนในดินและลด
คารบ์อนไดออกไซดใ์นชั Vนบรรยากาศในระยะยาว 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 การแยกและรวบรวมแบคทีเรียที1มี

แนวโน้มเป็นปฏิปักษ์ 
นํ าดินรอบรากต้นมะนาวอินทรีย์ทีA

สมบูรณ์แขง็แรงมาแยกแบคทเีรยีทีAมแีนวโน้มเป็น
ปฏปัิกษ์ด้วยวธิมีาตรฐาน ten-fold  serial  dilution 
(Alcamo, 2001) จากนั VนนําจานอาหารเลีVยงเชืVอ
ทั Vงหมดไปบ่มไวท้ีAอุณหภูมหิอ้ง (33±2 ºC) นาน 48 
ชั Aวโมง สุ่มเกบ็ตวัแทนโคโลนีของแบคทเีรยีทีAเจรญิ
บนผิวหน้าอาหาร nutrient glucose agar (NGA) 
โดยใช้เกณฑ์ลักษณะทางสัณฐานวิทยาโคโลนี 
ได้แก่ ส ี(color) รูปร่าง (shape) ขนาด (size) และ
รูปแบบขอบ (margin) สุ่มเกบ็แบคทเีรยี 3 จาก 10 
โคโลนี ทีAมีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาใกล้เคยีงกนั 
และนําแบคทเีรยีทั Vงหมดไป cross streak บนอาหาร 
NGA จนได้เชืVอบริสุทธิ � และนําไปทดสอบสมบัติ  
แกรมด้ ว ย  potassium hydroxide (KOH) คว าม
เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ และยืนยันด้วยการย้อมสี    
แกรมตามวิธีม าตรฐาน  (Alcamo, 2001) และ
ทดสอบความสามารถของแบคทเีรยีทีAแยกไดใ้นการ
ชักนําการเกิดปฏิกิริยาการตอบสนองอย่างเฉียบ 
พลันบนใบยาสูบ (hypersensitive reaction) เพืAอ
คดัเลือกแบคทเีรยีแกรมลบ ซึAงมีแนวโน้มเป็นเชืVอ
สาเหตุโรคพชืออกจากกลุ่มประชากรตวัอย่าง โดย

วางแผนการทดลองแบบ completely randomized 
designs (CRD) กรรมว ิธ ีละ 5 ซํVา  เริ Aมต ้นเลีVยง
แบคทเีรยีซึAงเป็นประชากรตวัอย่างทุกสายพนัธุใ์น
อาหารเหลว NGB ให้มอีายุ 24 ชั Aวโมง และบ่มเชืVอ
บนเครืAองเขย่า 120 รอบ/นาท ีปรบัความขุน่ดว้ยนํVา
กลั AนนึAงฆ่าเชืVอดว้ยเครืAอง spectrophotometer ใหม้ี
ค่า O.D. ทีAความยาวคลืAน 600 นาโนเมตร เท่ากบั 
0.2 (ความเขม้ขน้เชืVอประมาณ 108 cfu/ml) จากนั Vน
ใชก้ระบอกฉีดยาพลาสตกิขนาดเลก็ (1-2 มลิลลิติร) 
ทีAปลอดเชืVอ โดยไม่ใส่เขม็ฉีดยา ดูดเซลลแ์ขวนลอย
แบคทีเรียสายพนัธุ์ต่าง ๆ ทีAเตรียมไว้ประมาณ 1 
มลิลลิติร ไล่ฟองอากาศออกแลว้ฉีดเขา้สู่ใบของต้น
ยาสูบ (Nicotiana tabacum) ตรวจดูปฏิกิริยาตอบ 
สนองอย่างเฉียบพลนั โดยถ้าเป็นเชืVอสาเหตุโรคพชื
จะเกดิอาการตายของเซลล์ (necrotic) บนใบยาสบู 
ทําให้เห็นเป็นแผลสีนํV าตาลรอบบริเวณทีAฉีดเชืVอ
ภายในระยะเวลา 24-48 ชั Aวโมง ให้มีค่าเท่ากบั 1 
และถ้าไม่เป็นเชืVอสาเหตุโรคพืชจะไม่เกิดอาการ
เซลล์ตายบนใบยาสูบ ให้มีค่าเท่ากบั 0 (Schaad, 
1988) นําข้อมูลทีAได้มาวิเคราะห์ผลและความ
แปรปรวนด้วยวธิ ีANOVA และเปรยีบเทยีบความ
แตกต่าง ค่า เฉลีAยของแ ต่ละสายพันธุ์ โดยวิธี 
Duncan’s new multiple range tests (DMRT) ดว้ย
โปรแกรมสาํเรจ็รปู (ชศูกัดิ �, 2551) 

2.2 คดัเลือกแบคทีเรียที1กระตุ้นให้ระบบ
ภมิูต้านทานของต้นมะนาวผลิตกรดซาลิซิลิก 

คดัเลอืกแบคทเีรยีบรเิวณรอบรากพืชทีA
สามารถกระตุ้นให้ระบบภูมติ้านทานของต้นมะนาว
ผลิตกรดซาลิซิลิก เพืAอยบัยั Vงการเขา้ทําลายของ
เชืVอ X. axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอร์
นั Vน เริAมจากการลา้งเมลด็มะนาวพนัธุแ์ป้นราํไพ ซึAง
เ ป็นพันธุ์ อ่อนแอ (ณัฏฐิมา, 2550) ด้วย clorox 
ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซน็ต์ นาน 2 นาท ีแล้วล้าง
ด้วยนํVากลั AนนึAงฆ่าเชืVอ 3 ครั Vง ผึAงเมลด็พอหมาด ๆ 
คลุกเมลด็ด้วยแบคทเีรยีแต่ละสายพนัธุ์จํานวน 33 
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สายพนัธุ์ ทีAแยกได้จากข้อ 2.1 (ความเข้มข้นสาย
พนัธุ์ละประมาณ 108 cfu/ml) เปรียบเทียบกบัชีว-
ภณัฑอ์ารกัขาพชืทางการคา้ Bacillus subtilis อตัรา 
50 กรมั/นํVา 20 ลติร กรดซาลซิลิกิ ความเขม้ขน้ 2.5 
mM สารเคมคีอปเปอรไ์ฮดรอกไซด ์อตัรา 20 กรมั/
นํV า 20 ลิตร และนํVากลั AนนึAงฆ่าเชืVอ  อัตราเมล็ด  1 

กโิลกรมั/สิAงทดสอบต่าง ๆ  ในแต่ละกรรมวธิปีรมิาตร 
10 มิลลิลิตร และกรรมวิธีทีAไม่มีการจัดการใด ๆ 
รวม 38 กรรมวธิ ีนําเมล็ดมะนาวในแต่ละกรรมวธิ ี
ไปปลูกลงในกระถางพลาสติกขนาด 4 นิVว ทีAบรรจุ
ดินร่วนนึAงฆ่าเชืVอกระถางละ 300 กรัม โดยวาง
แ ผ นการทดลอ งแบบ  CRD ก ร รม ว ธิ ลี ะ  10 
กระถาง (ซํVา) ซํVาละ 6 เมล็ด รดนํVาเช้า-เย็น เมืAอ
เมล็ดงอก ถอนแยกเหลือกระถาง (ซํVา) ละ 3 ต้น 
เก็บรกัษาต้นมะนาวไว้ภายใต้สภาพเรือนปลูกพชื
ทดลอง จนกระทั Aงต้นมะนาวอายุ 15 วนั เกบ็ใบ
มะนาว 0.1 กรมั/ตน้ จากแต่ละกรรมวธิ ีกรรมวธิลีะ 10 
ซํVา ซํVาละ 3 ต้น มาบดใน  homogenization buffer 
[methanol ค ว าม เ ข้ม ข้น  90 เ ป อ ร์ เ ซ็น ต์  (v/v) 
ปรมิาตร 90 มลิลลิติร acetic acid ความเขม้ขน้ 100 
เปอร์เซน็ต์ (v/v) ปรมิาตร 9 มลิลลิติร และนํVากลั Aน
นึA งฆ่าเชืVอปริมาตร 1 มิลลิลิตร] จากนั Vนนําไป
ตกตะกอนด้วยเครืAองหมุนเหวีAยง 8,000 รอบ/นาท ี
ทีAอุณหภูม ิ4 ºC นาน 5 นาท ีดูดส่วนใสปรมิาตร 1 
มิลลิลิตร แล้ว เติม  methanol ความเข้มข้น 90 
เปอรเ์ซน็ต ์(v/v) ปรมิาตร 0.5 มลิลลิติร และเตมิสาร 
0.02 M ferric ammonium sulfate ป ริ ม า ต ร  0.5 
มลิลลิติร บ่มไวส้ภาพอุณหภูมหิอ้ง นาน 5 นาท ีวดัค่า
การดดูกลนืแสงดว้ยเครืAอง spectrophotometer ทีAความ
ยาวคลืAน  530 นาโนเมตร โดยแสดงค่าเป็นมลิลกิรมั/
กรมันํVาหนกัสด (Tatyane et al., 2007) เปรยีบเทยีบ
กบักราฟมาตรฐาน ตามสมการ คอื Y = 0.114X + 
0.049 โดย Y = ปรมิาณการสะสมของกรดซาลซิลิกิ 

และ X = ค่าการดูดกลืนแสงทีAความยาวคลืAน 530 
นาโนเมตร นําขอ้มูลทีAได้มาวเิคราะห์ผลและความ

แปรปรวนด้วยวิธี  ANOVA และเปรียบเทียบ
ประสทิธภิาพแบคทเีรยีทีAแยกไดแ้ต่ละสายพนัธุจ์าก
ความแตกต่างของค่าเฉลีAยการสะสมกรดซาลิซิลิก
ในตน้มะนาว โดยวธิ ีDMRT ดว้ยโปรแกรมสาํเรจ็รปู 
(ชูศักดิ �, 2551) เพืAอคัดเลือกแบคทีเรียสายพนัธุ์ทีA
ก ร ะ ตุ้ น ให้ ร ะบบภู มิต้ านทานของต้นมะนาว
สงัเคราะหก์รดซาลซิลิกิต้านทานต่อการเขา้ทําลาย
ของเชืVอสาเหตุโรคแคงเกอร ์ 

2.3 คดัเลือกแบคทีเรียที1มีแนวโน้มเป็น
ปฏิปักษ์ต่อเชื0อสาเหตโุรคแคงเกอร ์ 

ทดสอบประสทิธิภาพของแบคทเีรยีแต่
ละสายพนัธุ์จํานวน 33 สายพนัธุ์ ทีAแยกได้จากขอ้ 
2.1 ในการยับยั Vง X. axonopodis pv. citri สาเหตุ
โรคแคงเกอร์ของมะนาว (พงศธร, 2560) ด้วยวิธี
มาตรฐาน agar diffusion เปรยีบเทยีบกบัชวีภณัฑ์
อารักขาพืชทางการค้า B. subtilis กรดซาลิซิลิก 
สารเคมีคอปเปอร์ไฮดรอกไซด์ และนํVากลั AนนึAงฆ่า
เชืVอ โดยเลีVยงเชืVอแยกกันระหว่างเชืVอสาเหตุโรค 
แคงเกอร์ และแบคทีเรียทีAมีแนวโน้มเป็นปฏิปักษ์ 
แต่ละสายพนัธุบ์นอาหาร NGA เป็นเวลา 24 ชั Aวโมง 
ใช้ loop ปลอดเชืVอเขีAยโคโลนีแบคทเีรยีแต่ละชนิด 
(แบคทีเรียสาเหตุโรคแคงเกอร์หรือแบคทีเรียทีAมี
แนวโน้มเป็นปฏปัิกษ์) ใส่ลงในนํVากลั AนนึAงฆ่าเชืVอใน
ปรมิาตรตามทีAตอ้งการ ปรบัความขุน่ดว้ยนํVากลั AนนึAง
ฆ่าเชืVอให้มีความเข้มข้นเชืVอประมาณ 108 cfu/ml 
จากนั Vนใช้ micropipette ดูดเซลล์แขวนลอยเชืVอ
สาเหตุโรคแคงเกอรท์ีAเตรยีมไวป้รมิาตร 1 มลิลลิติร 
ผสมลงในขวดทีAบรรจุอาหาร NGA ปริมาตร 20 
มลิลลิติร ทีAหลอมละลายตั VงทิVงไวจ้นกระทั Aงอุณหภูมิ
ประมาณ 45-50 ºC ผสมใหเ้ขา้กนั และเทลงในจาน
อาหารเลีVยงเชืVอทีAผ่านการฆา่เชืVอแลว้ ปล่อยทิVงไวใ้ห้
ผวิหน้าอาหารแหง้ประมาณ 2-3 ชั Aวโมง จงึใช ้cork 
borer ทีAปลอดเชืVอ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5 
เซนตเิมตร ทาํใหเ้กดิหลุมขนาด 0.5 เซนตเิมตร บน
จานเลีVยงเชืVอทีAมอีาหาร NGA ผสมเชืVอสาเหตุโรคทีA
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เตรยีมไว ้จากนั Vนหยดเซลลแ์ขวนลอยแบคทเีรยีทีAมี
แนวโน้มเป็นปฏปัิกษ์แต่ละสายพนัธุจ์าํนวน 33 สาย
พนัธุ ์(ความเข้มข้นประมาณ 108 cfu/ml) หรือชวี-
ภัณฑ์อารกัขาพืชทางการค้า B. subtilis อตัรา 50 
กรมั/นํVา 20 ลิตร หรือกรดซาลิซิลิก ความเข้มข้น 
2.5 mM หรอืสารเคมคีอปเปอร์ไฮดรอกไซด์ อตัรา 
20 กรมั/นํVา 20 ลติร หรอืนํVากลั AนนึAงฆา่เชืVอ ปรมิาตร 
20 ไมโครลติร ลงในหลุมแต่ละหลุม บ่มทีAอุณหภูม ิ
หอ้ง เป็นเวลา 24-48 ชั Aวโมง ตรวจสอบการเกดิบรเิวณ
ยับยั Vง (inhibition zone) บนผิวหน้าอาหารทดสอบ 
โดยคํานวณจากสูตร บรเิวณยบัยั Vง (เซนติเมตร) = 
(ความกว้างบรเิวณยบัยั Vงตามแนวแกน X + ความ
กวา้งบรเิวณยบัยั Vงตามแนวแกน Y) ÷ � 

นําข้อมูลทีAได้มาวิเคราะห์ผลและความ
แปรปรวนด้วยวธิ ีANOVA และเปรยีบเทยีบความ
แตกต่างค่าเฉลีAยของแต่ละสายพนัธุโ์ดยวธิ ีDMRT 
ดว้ยโปรแกรมสาํเรจ็รปู (ชศูกัดิ �, 2551) เพืAอคดัเลอืก
แบคทเีรยีรอบรากพชืทีAทาํหน้าทีA 2 แนวทาง ทั Vงการ
เป็นปฏิปักษ์และการกระตุ้นภูมิต้านทานของต้น
มะนาว เพืAอนําไปจําแนกชนิดในระดับสปีชีส์และ
พฒันาเป็นชวีภณัฑอ์ารกัขาพชืสตูรใหม่ชนิดผงผสม
นํVาจากผงถ่านชวีภาพต่อไป 

2.4 พฒันาชีวภณัฑ์อารกัขาพืชสูตรใหม่
ชนิดผงผสมนํ0าที1ผลิตในระดบัอตุสาหกรรม 

2.4.1 การเตรยีมแบคทเีรยีปฏปัิกษ์  
นํ าแบคที เ รียปฏิปักษ์สายพันธุ์      

TU-Orga13 และ TU-Orga14 ซึAงมปีระสทิธภิาพใน
การเป็นปฏปัิกษ์ฆา่เชืVอสาเหตุโรคแคงเกอรโ์ดยตรง
และกระตุ้นภูมิต้านทานของต้นมะนาวด้วยการ
สะสมกรดซาลซิลิกิ มาเตรยีมเชืVอเริAมตน้สาํหรบัการ
เลีV ย งภายใต้สภาพถังปฏิกร ณ์ชีวภาพระดับ
อุตสาหกรรมขนาด 150 ลติร โดยเริAมจากการเลีVยง 
TU-Orga13 และ TU-Orga14 แยกกันในอาหาร 
NGB ปรมิาตรสายพนัธุ์ละ 1 ลติร เขย่า 120 รอบ/
นาท ีทีAอุณหภูมหิอ้ง เป็นเวลา 24 ชั Aวโมง ปรบัความ

ขุ่นด้วย NGB นึAงฆ่าเชืVอให้มีค่า O.D. ทีAความยาว
คลืAน 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.2 (ความเข ้มข ้น
ประมาณ 108 cfu/ml) จงึย้ายแบคทเีรยีแต่ละสาย
พนัธุล์งถงัปฏกิรณ์ชวีภาพ อตัราสว่น 0.5 เปอรเ์ซน็ต ์
ของอาหารทีAใช้เลีVยงปริมาตร 150 ลิตร ภายใต้
สภาพค่า antifoam ค่าออกซเิจน แสง และคารบ์อน-
ไดออกไซด ์เท่ากบั 1, 41.66 slpm, 0.0 และ 91200 
ppm ตามลาํดบั เป็นเวลา 36 ชั Aวโมง หรอืจนกระทั Aง
มค่ีา O.D. ทีAความยาวคลืAน 600 นาโนเมตร เท่ากบั 
1.0 (ความเขม้ขน้แบคทเีรยีปฏปัิกษ์แต่ละสายพนัธุ์
ประมาณ 1016 cfu/ml)  

2.4.2 การเตรียมสูตรชีวภัณฑ์อารกัขา
พชืสตูรใหม่ ชนิดผงผสมนํVา 

นําผงถ่านชีวภาพ (biochar) แป้ง 
ทัลคัม (talcum) โดโลไมต์ (dolomite) แคลเซียม
คาร์บอเนต (calcium carbonate) คาร์บอกซิเมทิล
เซลลูโลสหรือซีเอ็มซี (carboxymethylcellulose, 
CMC) และนํVาสกดัถั Aวเหลอืง มานึAงฆ่าเชืVอโรคด้วย
เครืAองนึAงฆ่าเชืVอโรคภายใต้สภาพอุณหภูม ิ121 ºC 
ความดนั 15 ปอนด/์ตารางนิVว นาน 15 นาท ี2 ครั Vง 
โดยแต่ละครั Vง ห่างกนั 1 วนั และนําส่วนประกอบ
ต่าง ๆ ทีAผ่านการฆ่าเชืVอโรคแล้วมาผสมกันตาม
อตัราส่วนดงัต่อไปนีV 60 : 20 : 10 : 8 : 2 โดยสูตรทีA 1 
ประกอบด้วยผงถ่านชวีภาพ แป้งทลัคมั แคลเซยีม
คาร์บอเนต ซเีอม็ซ ีและนํVาสกดัถั Aวเหลอืง สูตรทีA 2 
ประกอบด้วยผงถ่านชีวภาพ โดโลไมต์ แคลเซียม
คารบ์อเนต ซเีอม็ซ ีและนํVาสกดัถั Aวเหลอืง และสตูรทีA 
3 ประกอบด้วยผงถ่านชีวภาพ แป้งทลัคมั : โดโล
ไมต์ (1 : 1) แคลเซียมคาร์บอเนต ซีเอ็มซี และนํVา
สกัดถั Aวเหลือง หลังจากนั Vนนําแบคทีเรียปฏิปักษ์  
แต่ละสายพนัธุท์ีAเตรยีมไวใ้นขอ้ 2.4.1 ผสมลงไปใน
สตูรชวีภณัฑท์ีA 1, 2 และ 3 อตัรา 10 มลิลลิติร/สตูร
ชวีภณัฑ ์500 กรมั นําไปผึAงลมรอ้นใหห้มาด นํามา
บรรจุถุงฟอยด ์ปรมิาณ � กโิลกรมั/ถุง วางแผนการ
ทดลองแบบ CRD กรรมวธิลีะ 10 ถุง และเกบ็รกัษา
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ไวภ้ายใตส้ภาพอุณหภูมหิอ้ง เพืAอทดสอบสมบตักิาร
มีชีวิตรอดและประสทิธิภาพของชวีภัณฑ์อารกัขา
พชืสูตรใหม่ โดยนําชวีภณัฑส์ูตรใหม่แต่ละสูตรของ
แบคทเีรยีปฏปัิกษ์แต่ละสายพนัธุท์ีAมอีายุ 1, 3, 6 และ 
12 เดือน มาศึกษาการมีชีวิตรอดของแบคทีเรีย
ปฏปัิกษ์ด้วยวธิมีาตรฐาน  ten-fold  serial  dilution 
(Alcamo, 2001) วิเคราะห์หาความแปรปรวนและ
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลีAยทางสถิติ
โดยวิธี DMRT ด้วยโปรแกรมสําเร็จรูป (ชูศักดิ �, 
2551) เพืAอคดัเลอืกสตูรชวีภณัฑส์ตูรใหม่ทีAคงความ
มชีวีติรอดของแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ไดด้ทีีAสุดในสภาพ
อุณหภูมหิอ้ง  

2.5 ท ด ส อ บ ป ร ะ สิ ท ธิ ภ า พ ชี ว ภัณ ฑ์
อารกัขาพืชสูตรใหม่ชนิดผงผสมนํ0าในเรือน
ปลูกพืชทดลอง 

การทดสอบประสิทธิภาพชีวภัณฑ์
อารกัขาพชืสตูรใหม่ชนิดผงผสมนํVาในเรอืนปลูกพชื
ทดลอง วางแผนการทดลองแบบ CRD กรรมวิธีละ 
10 กระถาง (ซํVา) ซํVาละ 1 กระถาง กระถางละ 1 ต้น 
นําชวีภณัฑส์ตูรใหม่ทั Vง 3 สตูร ของแบคทเีรยีปฏปัิกษ์
ทั Vง 2 สายพันธุ์ ทีAผลิตขึVนในข้อ 4 รวม 6 สูตร มา
ทดสอบประสทิธภิาพในการควบคุมโรคแคงเกอรแ์ละ
กระตุน้ภูมติา้นทานของมะนาวพนัธุแ์ป้นราํไพ อายุ 1 
ปี ด้วยวิธีการราดดิน อัตรา 50 กรัม/นํV า 20 ลิตร 
ปริมาตรกระถางละ 300 มิลลิลิตร เปรียบเทียบกับ
เชืVอสดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ TU-Orga13 ( 1016 
cfu/ml)  อ ตั ร า  50 มิลลิลิตร/นํV า 20 ลิตร เชืVอสด    
TU-Orga14 (1016 cfu/ml) อตัรา 50 มลิลลิติร/นํVา 20 
ลิตร กรดซาลิซิลิก ความเข้มข้น 2.5 mM สารเคมี
คอปเปอร์ไฮดรอกไซด์ อตัรา 20 กรมั/นํVา 20 ลติร 
ชวีภณัฑท์างการคา้ B. subtilis อตัรา 50 กรมั/นํVา 20 
ลิตร ผงถ่านชีวภาพ อตัรา 50 กรมั/นํVา 20 ลิตร นํVา
กลั AนนึAงฆา่เชืVอ ปรมิาตรกระถางละ 300 มลิลลิติร และ
กรรมวธิทีีAไม่มกีารจดัการใด ๆ ซึAงหลงัจากราดดนิ 3 
วนั ด้วยกรรมวธิต่ีาง ๆ ปลูกเชืVอ X. axonopodis pv. 

citri สาเหตุโรคแคงเกอร ์(ความเขม้ขน้ประมาณ 108 
cfu/ml) ด้วยวิธีการฉีดเชืVอโรคเข้าทีAใบ อัตรา 0.5 
มลิลลิติร/ใบ และบ่มไว้ในเรอืนปลูกพชืทดลอง ให้มี
ความชืVนสัมพัทธ์สูงทีAเหมาะสมต่อการเกิดโรค 
(ประมาณ 98-100 %) ประเมนิประสทิธภิาพของชวี-
ภณัฑแ์ต่ละสตูรของแบคทเีรยีปฏปัิกษ์แต่ละสายพนัธุ ์
โดยวเิคราะหก์ารสะสมกรดซาลซิลิกิภายในตน้มะนาว 
เป็นเวลา 10 วนั (เริAมตั Vงแต่การใช้ชีวภัณฑ์ราดดิน
ครั Vงแรก) และวเิคราะห์อตัราการเกดิโรคแคงเกอร์ 7 
วนัหลงัปลูกเชืVอ วิเคราะห์หาความแปรปรวนและ
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลีAยทางสถิติ
โดยวิธี DMRT ด้วยโปรแกรมสําเร็จรูป (ชูศักดิ �, 
2551) เพืAอศกึษาความสมัพนัธร์ะหว่างการสะสมกรด
ซาลซิลิกิและความรุนแรงของโรคแคงเกอร์ในแต่ละ
กรรมวธิ ี

2.6 ท ด ส อ บ ป ร ะ สิ ท ธิ ภ า พ ชี ว ภัณ ฑ์
อารกัขาพืชสูตรใหม่ชนิดผงผสมนํ0าในแปลง
เกษตรขนาดใหญ่ 

การทดสอบประสิทธิภาพชีวภัณฑ์
อารกัขาพชืสตูรใหม่ชนิดผงผสมนํVาในแปลงเกษตร
ขนาดใหญ่สําหรบัใช้ร่วมในระบบการปลูกมะนาว
อินทรีย์ของเกษตรกร วางแผนการทดลองแบบ 
randomized completely blocks design (RCBD) 
โดยคดัเลอืกชวีภณัฑส์ตูรใหม่จากแบคทเีรยีปฏปัิกษ์
สายพนัธุ์ TU-Orga13 สูตรทีA 3 ซึAงมีประสทิธิภาพดี
ทีAสุดในการควบคุมโรคแคงเกอร์ในสภาพเรอืนปลูก
พชืทดลอง พร้อมศกึษาอายุการเกบ็รกัษาทีA 1, 3, 6 
และ 12 เดอืน ในการควบคุมโรคแคงเกอรแ์ละกระตุน้
ภูมิต้านทานของมะนาวอินทรีย์ในสภาพแปลง
เกษตรกร อําเภอวงันํVาเขยีว จงัหวดันครราชสมีา บน
มะนาวพันธุ์แป้นรําไพ อายุ 1 ปี ด้วยการราดดิน 
อัตรา 50 กรัม/นํV า 20 ลิตร ปริมาตรต้นละ 300 
มิลลิลิตร เปรียบเทียบกับเชืVอสดของแบคทีเรีย
ปฏิ ปั กษ์  TU-Orga13 ( 1016 cfu/ml)  อ ตั ร า  50 
มลิลลิติร/นํVา 20 ลติร กรดซาลซิลิกิ ความเขม้ขน้ 2.5 
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mM อตัรา 50 มิลลิลิตร/นํVา 20 ลิตร สารเคมีคอป
เปอร์ไฮดรอกไซด์ อตัรา 20 กรมั/นํVา 20 ลิตร ชีว
ภัณฑ์ทางการค้า B. subtilis อัตรา 50 กรัม/นํVา 20 
ลิตร ผงถ่านชีวภาพ อตัรา 50 กรมั/นํVา 20 ลิตร นํVา
กลั AนนึAงฆ่าเชืVอ ปริมาตรต้นละ 300 มิลลิลิตร และ
กรรมวธิทีีAไม่มกีารจดัการ ใด ๆ ซึAงหลงัจากราดดนิ 3 
วนั ด้วยกรรมวธิต่ีาง ๆ ปลูกเชืVอ X. axonopodis pv. 
citri สาเหตุโรคแคงเกอร ์(ความเขม้ขน้ประมาณ 108 
cfu/ml) ด้วยวิธีการฉีดใบ อัตรา 0.5 มิลลิลิตร/ใบ 
ประเมินประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์สูตรใหม่จาก
แบคทเีรยีปฏปัิกษ์สายพนัธุ ์TU-Orga13 สตูรทีA 3 ซึAง
ผ่านการเก็บรักษานาน 1, 3, 6 และ 12 เดือน โดย
วิเคราะห์การสะสมกรดซาลิซิลิกภายในต้นมะนาว 
เป็นเวลา 10 วนั (เริAมตั Vงแต่การใช้ชีวภัณฑ์ราดดิน
ครั Vงแรก) และวเิคราะห์อตัราการเกดิโรคแคงเกอร์ 7 
วนัหลงัปลูกเชืVอ วิเคราะห์หาความแปรปรวนและ
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลีAยทางสถิติ
โดยวิธี DMRT ด้วยโปรแกรมสําเร็จรูป (ชูศักดิ �, 
2551) เพืAอศกึษาความสมัพนัธร์ะหว่างการสะสมกรด
ซาลซิลิกิทีAแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ในชวีภณัฑอ์ายุ 1, 3, 6 
และ 12 เดือน กระตุ้นให้มะนาวอินทรีย์ผลิตขึVนกับ
ความรุนแรงของโรคแคงเกอร์ภายใต้สภาพแปลง
เกษตรขนาดใหญ่ เพืAอระบุอายุการเก็บรักษาชีว
ภณัฑแ์บคทเีรยีปฏปัิกษ์และใชเ้ป็นรายละเอยีดของ
ชีวภัณฑ์ก่อนถ่ายทอดองค์ความรู้และเทคโนโลยี
การผลติสูภ่าคอุตสาหกรรมต่อไป 

2.7 การจําแนกชนิดแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
TU-Orga13 

2.7.1 ศกึษาสมบตัทิางสณัฐานวทิยา  
เลีVยงแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ TU-Orga13 

ซึAงมีประสทิธภิาพในการควบคุมโรคแคงเกอร์และ
กระตุ้นภูมิต้านทานของต้นมะนาวได้ดีทีAสุด บน
อาหาร NGA ทีAอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั Aวโมง 
บันทึกลักษณะโคโลนี โดยเปรียบเทียบลักษณะ  
ต่าง ๆ ไดแ้ก่ ส ีและลกัษณะรปูร่างของโคโลนี  

2.7.2 ศึกษาลักษณะทางชีวเคมีบาง
ประการ  

นําแบคทีเรียปฏิปักษ์ TU-Orga13 
บนอาหาร NGA อายุ 24-48 ชั Aวโมง มาทดสอบ
ลกัษณะทางชวีเคมใีนการเกดิปฏกิริยิาต่าง ๆ ไดแ้ก่ 
oxidase test, catalase production, oxygen 
relationship, indole production, motility test, 
citrate utilization, urease test และ starch hydrolysis 
โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD การทดสอบละ 
10 ซํVา วเิคราะหห์าความแปรปรวนและเปรยีบเทยีบ
ความแตกต่างของค่าเฉลีAยทางสถิติโดยวธิ ีDMRT 
ด้วยโปรแกรมสําเร็จรูป และนําข้อมูลทีAวิเคราะห์
ได้มาเปรียบเทียบกับข้อมูลพืVนฐานจากตํารา 
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 
(10th Ed.)   

2.7.3 การจาํแนกระดบั species  
ศึ ก ษ า ล า ย พิ ม พ์ ดี เ อ็ น เ อ ข อ ง

แบคทีเรียปฏิปักษ์ TU-Orga13 โดยใช้ไพรเมอร์
จาํเพาะบรเิวณ 16S rDNA ของแบคทเีรยีแกรมบวก
และแกรมลบ และเพิAมปรมิาณภายใตป้ฏกิริยิาลูกโซ่
โพลเีมอเรส (PCR) ด้วยเทคนิค colony PCR และ
ตรวจวเิคราะห์ขนาดดเีอน็เอทีAเพิAมปรมิาณได้ โดย
นําดีเอ็นเอทีAได้จากปฏิกิริยา PCR มาแยกขนาด
ดว้ยวธิอีเิลก็โตรโฟรซีสีบน 0.8 เปอรเ์ซน็ต ์agarose 
gel ใช้ดเีอน็เอมาตรฐานขนาด 1 kb เป็นตวัเปรยีบ 
เทียบ ตรวจสอบแผ่นเจล โดยนําไปส่องดูภายใต้ 
UV transilluminator ทีAความยาวคลืAน 312 นาโน
เมตร และบนัทกึภาพ และสกดัดเีอน็เอออกจากชิVน
เจลเพืAอส่งวเิคราะห์ลําดบันิวคลโีอไทด์ จากนั Vนนํา  
ลําดับนิวคลีโอไทด์ทีAวิเคราะห์ได้เปรียบเทียบกบั
ฐานขอ้มลูโดยโปรแกรม BLAST 
 

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 
3.1 ผลการแยกและรวบรวมแบคทีเรียที1

มีแนวโน้มเป็นปฏิปักษ์ 
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ผลการแยกแบคทีเรียทีAมีแนวโน้มเป็น
ปฏปัิกษ์จากดนิรอบรากตน้มะนาวอนิทรยีท์ีAสมบูรณ์
แขง็แรง สามารถแยกแบคทเีรยีไดท้ั Vงหมด 110 สาย
พนัธุ์ และสุ่มเก็บแบคทีเรีย 3 จาก 10 โคโลนี ทีAมี
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาใกล้เคียงกนัได้ 33 สาย
พนัธุ์ เมืAอนํามาจดักลุ่มตามลกัษณะสณัฐานวทิยา 
สามารถจดัได ้6 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่ม 1 โคโลนีกลม นูน 
ผิวหน้าเรียบ ขอบเรียบ เป็นมันวาว สีขาวขุ่น 
จํานวน 2 สายพนัธุ ์กลุ่ม 2 โคโลนีกลม นูน ผวิหน้า
ขรุขระ ขอบเรยีบ เป็นมนัวาว สขีาวขุ่น จํานวน 11 
สายพนัธุ ์กลุ่ม 3 โคโลนีกลม นูน ผวิหน้าเรยีบ ขอบ
เรยีบ เป็นมนัวาว สนํีVาตาลอ่อน จาํนวน 8 สายพนัธุ ์
กลุ่ม 4 โคโลนีกลม นูน ผวิหน้าขรุขระ ขอบไม่เรยีบ 
สขีาวขุน่ จาํนวน 5 สายพนัธุ ์กลุ่ม 5 โคโลนีกลม ไม่
นูน ผวิหน้าขรุขระ ขอบเป็นคลืAนเวา้เลก็น้อย สขีาว
ขุ่น จํานวน 4 สายพนัธุ ์และกลุ่ม 6 โคโลนีกลม ไม่
นูน ผวิหน้าเรยีบ มนัวาว ขอบเรยีบ สขีาวใส จาํนวน 
3 สายพันธุ์ โดยแบคทีเรียทั Vง 33 สายพันธุ์ เป็น
แบคทีเรียแกรมบวก [จากการทดสอบด้วย KOH 
ความเขม้ขน้ 3 เปอรเ์ซน็ต ์และการยอ้มสแีกรมตาม
วิธีมาตรฐาน (Alcamo, 2001)] และไม่สามารถชัก
นําให้เกิดปฏิกิริยาการตอบสนองอย่างเฉียบพลนั 
(hypersensitive response, HR) บนใบยาสบู (ไม่ได้
แสดงขอ้มูล) บ่งชีVใหเ้หน็ว่า แบคทเีรยีทีAแยกไดจ้าก
ดนิรอบรากต้นมะนาวอนิทรยีท์ั Vง 33 สายพนัธุ ์นีVไม่
เป็นเชืVอสาเหตุโรคพชื (Schaad  et al., 2001) 

3.2 ผลการคดัเลือกแบคทีเรียที1กระตุ้นให้
ระบบภมิูต้านทานของต้นมะนาวผลิตกรดซาลิ-   
ซิลิก 

ผลการคัดเลือกแบคทีเรียทีAกระตุ้นให้
ระบบภูมติ้านทานของต้นมะนาวผลติกรดซาลซิลิกิ
(salicylic acid, SA) เพืAอยบัยั Vงการเขา้ทาํลายของ
เชืVอสาเหตุโรคแคงเกอร์ พบว่า TU-Orga13 และ 
TU-Orga14 จาก 33 สายพนัธุ ์สามารถกระตุน้ใหต้น้
มะนาวผลติกรดซาลซิลิกิไดส้งูสดุเท่ากบั 0.714 และ 

0.689 มิลลิกรัม/กรัมนํV าหนักสด ตามลําดับ ซึAง
แตกต่างอย่างมนีัยสําคญัทางสถิติ (P = 0.05) เมืAอ
เปรียบเทียบกับสายพันธุ์อืAนและกรรมวิธีควบคุม 
(ตารางทีA 1) ซึAงการผลติกรดซาลซิลิกิภายในพชืเป็น
ระบบภูมิต้านทานของพืชตามธรรมชาติในการ
ปกป้องตัวเองให้รอดพ้นจากสภาวะความเครียด 
ต่าง ๆ เมืAอเชืVอโรคเข้าทําลายพืช พืชจะเกิดการ
ตอบสนองอย่างฉับพลนั (HR) และผลิตกรดซาลิ-  
ซลิกิเพืAอทําหน้าทีAเป็นสญัญาณส่งไปยงัเซลลต่์าง ๆ 
ทั Aวทั Vงต้นพืช กระตุ้นให้ยีนต้านทานโรค (patho-
genicity related gene, PR gene) ผ ลิ ต โ ป ร ตี น
ต้านทานโรค (PR protein) เพืAอทําหน้าทีAเป็นสาร
ควบคุมและฆ่าเชืVอโรคหลาย ๆ ชนิด ทําใหพ้ชืมภีูมิ
ต้านทานรอดพน้จากการเขา้ทําลายของเชืVอโรคพชื
ได้ ซึAงเรียกกระบวนการนีVว่า systemic acquired 
resistance (SAR) ข ณะ ทีA ก า ร ใ ช้ เ ชืV อ ป ฏิ ปั กษ์
โดยเฉพาะเชืVอปฏิปักษ์จากดินรอบรากพืชกระตุ้น
ภูมติ้านทานของพชืผ่านกระบวนการผลติกรดซาล-ิ
ซิลิกและ/หรือกรดจัสโมนิก (jasmonic acid, JA) 
รวมทั Vงสารประกอบต่าง ๆ เป็นอกีหนึAงช่องทางใน
การช่วยใหพ้ชืมภีูมติา้นทานและรอดพน้จากสภาวะ
ความเครียดต่าง ๆ ได้ ซึAงเรียกกระบวนการนีVว่า 
induced systemic resistance (ISR) โดย Bacillus 
spp. ถูกสันนิษฐานว่ามีส่วนร่วมในกิจกรรมต้าน 
ทานต่อเชืVอโรคพืชและการกระตุ้นให้พืชผลิตกรด 
ซาลิซิลิก ซึAงนําไปสู่การสะสมสารประกอบต่าง ๆ 
ในระบบภูมิต้านทานของพืช ได้แก่ chitinases, 
beta-1,3-1,4-glucanase และ lipopeptides (Alvarez 
et al., 1998; Zhang et al., 2015; Xu et al., 2016) 
เช่นเดียวกับ Wang and Li (2012) รายงานว่า B. 
amyloliquefaciens SQRT3 ทีAแยกได้จากดินรอบ
รากมะเขอืเทศสามารถลดความรุนแรงโรคเหีAยวได้ 
61 เปอร์เซ็นต์ และพบการแสดงออกของยีนทีA
เกีAยวขอ้งกบัการสง่สญัสญัญาณในกระบวนการผลติ
กรดซาลิซิลิกและกรดจสัโมนิกเพิAมขึVนเมืAอเปรียบ 
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เทยีบกบักรรมวธิคีวบคุม (SAR/ISR) สอดคลอ้งกบั
รายงานของ Métraux และคณะ (2005) ซึAงพบว่าใน
ใบพืชทีAถูกกระตุ้นให้มีภูมิต้านทานต่อการเข้า
ทําลายของเชืVอโรคพชืจะมกีรดซาลซิลิกิ และ/หรอื 
กรดจสัโมนิกสูงกว่าในพชืปกติ บ่งชีVให้เหน็ว่ากรด
ซาลิซิลิกและกรดจัสโมนิกจัดเป็นโมเลกุลทีAมี
บทบาทสําคญัในการกระตุ้นภูมติ้านทานทั Vงระบบ

ข อ ง พื ช  (SAR/ISR) ซึA ง ผ ล ก า ร วิ จั ย พ บ ว่ า              
TU-Orga13 และ TU-Orga14 สามารถกระตุ้นให้ต้น
มะนาวผลติกรดซาลซิลิกิไดด้ทีีAสุด แสดงใหเ้หน็ว่ามี
แนวโน้มเป็นเชืVอปฏิปักษ์ทีAสามารถกระตุ้นภูมิ
ต้านทานของพชืใหต้้นมะนาวต้านทานต่อเชืVอสาเหตุ
โรคแคงเกอรไ์ด ้

 
ตารางที1 1  ประสทิธภิาพของแบคทเีรยีทีAแยกไดจ้ากดนิรอบรากตน้มะนาวอนิทรยีใ์นการกระตุ้นใหต้น้มะนาว

ผลติกรดซาลซิลิกิ1/  
 

กรรมวธิ ี

ปรมิาณกรด                    
ซาลซิลิกิในพชื 
(มลิลกิรมั/กรมั
นํVาหนกัสด) 

กรรมวธิ ี

ปรมิาณกรด                          
ซาลซิลิกิในพชื 
(มลิลกิรมั/กรมั 
นํVาหนกัสด) 

กรรมวธิ ี

ปรมิาณกรด                       
ซาลซิลิกิในพชื 
(มลิลกิรมั/กรมั
นํVาหนกัสด) 

TU-Orga1 0.504d TU-Orga12 0.487d TU-Orga23 0.493d 
TU-Orga2 0.519de TU-Orga13 0.714f TU-Orga24 0.492d 
TU-Orga3 0.518de TU-Orga14 0.689f TU-Orga25 0.482d 
TU-Orga4 0.505d TU-Orga15 0.476cd TU-Orga26 0.482d 
TU-Orga5 0.461cd TU-Orga16 0.290a TU-Orga27 0.512de 
TU-Orga6 0.521de TU-Orga17 0.503d TU-Orga28 0.491d 
TU-Orga7 0.587e TU-Orga18 0.456cd TU-Orga29 0.483d 
TU-Orga8 0.484d TU-Orga19 0.496d TU-Orga30 0.372b 
TU-Orga9 0.523de TU-Orga20 0.500d TU-Orga31 0.397bc 
TU-Orga10 0.348ab TU-Orga21 0.470cd TU-Orga32 0.523de 
TU-Orga11 0.479d TU-Orga22 0.486d TU-Orga33 0.518de 

นํVากลั AนนึAงฆา่เชืVอ 0.500d กรดซาลซิลิกิ 0.488d - - 
ชวีภณัฑอ์ารกัขา
พชืทางการคา้ 0.499d 

คอปเปอร-์ 
ไฮดรอกไซด ์ 0.490d 

กรรมวธิทีีAไมม่ ี
การจดัการใด ๆ 0.278a  

1/อกัษรภาษาองักฤษตวัพมิพเ์ลก็ทีAแสดงในแต่ละคอลมัน์ บ่งชีVความแตกต่างทางสถติทิีAระดบัความเชืAอมั Aน 95 เปอรเ์ซน็ต ์โดย
การวเิคราะหแ์บบ Duncan’s new multiple range test (DMRT) 
 

3.3 ผ ล ก า ร คัด เ ลื อ ก แ บ ค ที เ รี ย ที1 มี
แ น ว โ น้ ม เ ป็ น ป ฏิ ปั ก ษ์ ต่ อ เ ชื0 อ ส า เ ห ตุ โ ร ค            
แคงเกอร ์ 

ผ ลกา รทดสอบปร ะสทิ ธ ภิ าพของ
แบคทเีรยีทีAมแีนวโน้มเป็นปฏปัิกษ์ทั Vง 33 สายพนัธุ ์
พบว่า TU-Orga13 และ TU-Orga14 มปีระสทิธภิาพ
ในการยบัยั VงเชืVอสาเหตุโรคแคงเกอรส์งูสุดแตกต่าง

อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P = 0.05) โดยแสดง
บรเิวณยบัยั VงเชืVอสาเหตุโรคแคงเกอร์ (clear zone) 
เท่ากับ 2.00 และ 1.93 เซนติเมตร ตามลําดับ 
ร อ ง ล ง ม า  คื อ  TU-Orga26  TU-Orga31 แ ล ะ          
TU-Orga25 โดยแสดงบริเวณยบัยั VงเชืVอสาเหตุโรค
แคงเกอร์เท่ากบั 1.57, 1.33 และ 1.13 เซนติเมตร 
ตามลาํดบั (ตารางทีA 2) โดยบรเิวณยบัยั VงเชืVอโรคบน
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อาหารเลีVยง เชืVอ  เกิดจากความสามารถของ
แบคทเีรยีปฏปัิกษ์ทีAสามารถผลติสารปฏชิวีนะหรอื
สารทุติยภูมิ (secondary metabolite) ทําลายเชืVอ
โรคได้โดยตรง ซึAงขึVนอยู่กบัชนิดและสายพนัธุ์ของ
จุลินทรีย์ จดัเป็นหนึAงในกลไกการควบคุมโรคพืช
โดยชวีวธิ ีซึAงมรีายงาน Bacillus spp. สามารถผลติ
สารปฏิชีวนะได้หลายชนิด เช่น bacillomycin, 
iturin, basilysin, fengimysin แ ล ะ  mycosubtilin 
(Peng and Mustafa, 2003) สอดคลอ้งกบั อมรรตัน์ 
และคณะ (2560) ทีAรายงานประสิทธิภาพของ 
Bacillus spp. PSD-2 ในการยบัยั Vงการเจรญิของ X. 
axonopodis pv. citri ได้สูงสุดถึง 85.29 เปอร์เซน็ต์ 
เมืAอเทยีบกบัคอปเปอร์ออกซีAคลอไรด์ ทีAยบัยั Vงการ
เจรญิไดส้งูสุดเพยีง 58.33 เปอรเ์ซน็ต์ เช่นเดยีวกบั 
Das และคณะ (2014) ทีAศึกษาการใช้ B. subtilis   

S-12 ในการควบคุมโรคแคงเกอร์ของมะนาวโดย
การพ่นเพียงครั Vงเดียวให้ผลในการลดโรคถึง 10 
เปอรเ์ซน็ต์ และ Zhang และคณะ (2015) พบว่า B. 
amyloliquefaciens GB1 มีความสามารถผลิตสาร
ปฏชิวีนะทีAเป็นปฏปัิกษ์กบัเชืVอสาเหตุโรคแคงเกอร ์
เช่นเดียวกบัการศึกษาของ Fan และคณะ (2017) 
พบว่า  B. subtilis 9407 มีศักยภาพในการผลิต 
fengycin ซึAงมีบทบาทสําคญัในการควบคุมโรคผล
เน่าของแอปเปิVล ซึAงผลการวจิยัพบว่า TU-Orga13 
และ TU-Orga14 สามารถแสดงการยบัยั VงเชืVอสาเหตุ
โรคแคงเกอรไ์ดด้ทีีAสดุ แสดงใหเ้หน็ว่าทั Vง 2 สายพนัธุ ์
มีแนวโน้มเป็นเชืVอปฏิปักษ์ทีAสามารถผลิตสาร
ปฏชิวีนะและ/หรอืสารทุตยิภูมคิวบคุมเชืVอสาเหตุโรค
แคงเกอรใ์นสภาพธรรมชาตไิด ้ 

 
ตารางที1 2  ประสทิธภิาพของแบคทเีรยีทีAแยกไดจ้ากดนิรอบรากต้นมะนาวอนิทรยีใ์นการผลติสารปฏชิวีนะ

ยบัยั Vงการเจรญิของ Xanthomonas axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอรข์องมะนาว1/  
 

กรรมวธิ ี
บรเิวณยบัยั Vง 
(เซนตเิมตร) 

กรรมวธิ ี
บรเิวณยบัยั Vง 
(เซนตเิมตร) 

กรรมวธิ ี
บรเิวณยบัยั Vง 
(เซนตเิมตร) 

TU-Orga1 0.00a TU-Orga12 0.00a TU-Orga23 0.00a 
TU-Orga2 0.00a TU-Orga13 2.00d TU-Orga24 1.17b 
TU-Orga3 0.00a TU-Orga14 1.93d TU-Orga25 1.13bc 
TU-Orga4 0.00a TU-Orga15 0.00a TU-Orga26 1.57c 
TU-Orga5 0.00a TU-Orga16 0.00a TU-Orga27 1.10b 
TU-Orga6 0.00a TU-Orga17 0.00a TU-Orga28 1.07b 
TU-Orga7 0.00a TU-Orga18 0.00a TU-Orga29 1.00b 
TU-Orga8 0.00a TU-Orga19 0.00a TU-Orga30 1.20b 
TU-Orga9 0.00a TU-Orga20 0.00a TU-Orga31 1.33bc 
TU-Orga10 1.00b TU-Orga21 0.00a TU-Orga32 1.10b 
TU-Orga11 0.00a TU-Orga22 0.00a TU-Orga33 1.03b 

นํVากลั AนนึAงฆา่เชืVอ 0.00a กรดซาลซิลิกิ 1.57c - - 
ชวีภณัฑอ์ารกัขา
พชืทางการคา้ 

1.10b 
คอปเปอร-์ 

ไฮดรอกไซด ์
1.07b 

กรรมวธิทีีAไมม่ ี
การจดัการใด ๆ 

0.00a 

1/อกัษรภาษาองักฤษตวัพมิพเ์ลก็ทีAแสดงในแต่ละคอลมัน์ บ่งชีVความแตกต่างทางสถติทิีAระดบัความเชืAอมั Aน 95 เปอรเ์ซน็ต ์โดย
การวเิคราะหแ์บบ DMRT 
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3.4 ผลการพัฒนาชีวภัณฑ์อารกัขาพืช
สู ต ร ใ ห ม่ ช นิ ด ผ ง ผ ส ม นํ0 า ที1 ผ ลิ ต ใ น ร ะ ดับ
อตุสาหกรรม 

ผลของการพัฒนาชีวภัณฑ์อารักขาพืช
สูตรใหม่ช นิดผงผสมนํV าจาก TU-Orga13 และ       
TU-Orga14 สายพันธุ์ละ 3 สูตร รวม 6 สูตร และ
ทดสอบความมชีวีติรอดของแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ในแต่
ละสตูรทีAอายุการเกบ็รกัษา 1, 3, 6 และ 12 เดอืน ใน
สภาพอุณหภูมิห้อง พบว่า Formula 3 (ผงถ่าน
ชีวภาพ แป้งทัลคัม : โดโลไมต์ (1 : 1) แคลเซียม
คาร์บอเนต ซีเอ็มซี และนํVาสกัดถั Aวเหลือง (อัตรา
ส่วนผสมอยู่ ในระหว่างการจดสิทธิบัตร) ผสม     
TU-Orga13 ความเขม้ขน้เชืVอ 1016 cfu/ml อตัราสตูร
ชีวภัณฑ์ 500 กรัม /TU-Orga13 10 มิลลิลิตร) มี
อตัราการรอดชวีติของ TU-Orga13 สงูสดุเมืAอเปรยีบ 
เทยีบกบัสูตรอืAนแตกต่างอย่างมนีัยสําคญัทางสถติ ิ
(P = 0.05) โดยมีจํานวนเซลล์ TU-Orga13 เท่ากบั 
2.8 x 1016, 2.8 x 1015, 1.9 x 1013 แ ล ะ  2.8 x 1010 
cfu/g ของชวีภณัฑ ์ทีAอายุการเกบ็รกัษา 1, 3, 6 และ 
12 เดอืน ตามลําดบั (ตารางทีA 3) เนืAองจากในสูตร
ชวีภณัฑนี์Vประกอบดว้ยผงถ่านชวีภาพ แป้งทลัคมั : 
โดโลไมต ์(1 : 1), แคลเซยีมคารบ์อเนต ซเีอม็ซ ีและ
นํVาสกดัถั Aวเหลอืง โดยสารพา สารเหนียว และสาร
เสริมประสิทธิภาพทีAเติมลงไปช่วยปกป้องเซลล์
แบคทเีรยีปฏปัิกษ์และเพิAมความสามารถของเซลล์ 
รวมทั Vงช่วยให้ผลิตภัณฑ์มีความคงตัวในระหว่าง
การเก็บรักษา โดยเฉพาะลักษณะและสมบตัิทาง
เคมแีละฟิสกิสข์องผงถ่านชวีภาพ ซึAงลกัษณะความ
เ ป็นรูพ รุนจะช่ วยกัก เก็บ นํV าและอาหารของ
แ บ ค ที เ รี ย ป ฏิ ปั กษ์  ร ว ม ทั Vง เ ป็ นทีA อ ยู่ ใ ห้กับ              
TU-Orga13 ทีAมคีวามคล้ายคลงึกบัแหล่งทีAอยู่อาศยั
ในสภาพธรรมชาติ สอดคล้องกบั Pahari และคณะ 
(2017) รายงานการใช้ผงถ่านชีวภาพเป็นสารพา
สามารถช่วยยดือายุของชวีภณัฑ ์Bacillus spp. ให้
มีอัตราการรอดชีวิตในดินทีAปลูกถั Aวเขียว 6.63± 

0.29 x 105 cfu/g ของดนิ หลงัการใช ้120 วนั การใช้
สารพาแป้งทัลคัม  โดโลไมต์  และแคลเซียม
คารบ์อเนต ซึAงเป็นสารอนินทรยีท์ีAแบคทเีรยีปฏปัิกษ์
สามารถใช้เป็นแหล่งทีAอยู่เหมาะแก่การมชีวีติรอด 
เนืAองจากช่วยเพิAมความทนทานต่อการเปลีAยนแปลง
จากความร้อนได้ดี อีกทั Vงสารคาร์บอกซิเมทิล
เซลลูโลสหรอืซเีอม็ซ ียงัเป็นสารช่วยปกป้องเซลล์
แบคทีเรียปฏิปักษ์ให้มีความแขง็แรงทนต่อสภาพ 
แวดล้อมทีAเปลีAยนแปลงไป เช่นเดียวกับ Amalraj 
และคณะ (2013) รายงานผลของสารเสรมิและสาร
ลดแรงตึงผิว ได้แก่ polyvinylpyrrolidone (PVP) 2 
เปอร์ เ ซ็นต์  ค า ร์บอกซิ เ มทิล เซลลู โ ล ส  0.1 
เปอร์เซ็นต์ และ polysorbate ความเข้มข้น 0.025 
เปอร์เซ็นต์ ในการยืดอายุการเก็บรักษาชีวภัณฑ์
จาก Bacillus sp. ในสภาพอุณหภูม ิ30 ºC ได้นาน 
480 วนั ซึAงพบ Bacillus sp. ทีAมชีวีติเท่ากบั 5.6 x 107 
cfu/g อกีทั Vงในสตูรชวีภณัฑท์ีAประสบความสาํเรจ็ใน
การวจิยันีVยงัมสีารอาหารเสรมิประสทิธภิาพ ไดแ้ก่ 
นํVาสกัดถั Aวเหลือง ทําหน้าทีAเป็นแหล่งอาหารและ
พลังงานให้แก่แบคทีเรียปฏิปักษ์ เช่น คาร์บอน 
ไนโตรเจน และสารอาหารรองต่าง ๆ (ชยัสทิธิ � และ
คณะ, 2550) 

3.5 ผลการทดสอบประสิทธิภาพชีวภณัฑ์
อารกัขาพืชสูตรใหม่ชนิดผงผสมนํ0าในเรือน
ปลูกพืชทดลอง 

3.5.1 ผลการทดสอบประสิทธิภาพชีว-
ภัณฑ์อารักขาพืชสูตรใหม่ชนิดผงผสมนํVาในการ
ควบคุมโรคแคงเกอรใ์นเรอืนปลูกพชืทดลอง พบว่า 
ชีวภัณฑ์อารักขาพืชสูตรใหม่ชนิดผงผสมนํV า  
Formula 1 [ผงถ่านชีวภาพ แป้งทลัคมั แคลเซียม
คาร์บอเนต ซีเอ็มซี และนํV าสกัดถั Aวเหลือง ผสม
แบคทีเรียปฏิปักษ์ TU-Orga13 (ความเข้มข้นเชืVอ 
1016 cfu/ml) อั ต ร า สู ต ร ชี ว ภัณ ฑ์  500 ก รั ม /            
TU-Orga13 10 มิ ล ลิ ลิ ต ร ] Formula 2 [ผ ง ถ่ าน
ชวีภาพ โดโลไมต ์แคลเซยีมคารบ์อเนต ซเีอม็ซ ีและ  
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ตารางที1 3  สมบตัขิองชวีภณัฑอ์ารกัขาพชืสตูรใหม่ชนิดผงผสมนํVาต่อปรมิาณเซลลแ์บคทเีรยีทีAมชีวีติหลงัการ
เกบ็รกัษาในสภาพอุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 1, 3, 6 และ 12 เดอืน1/ 

 

สตูรชวีภณัฑ2์/ 
ปรมิาณแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ทีAมชีวีติในชวีภณัฑแ์ต่ละสตูร (cfu/g)  

1 เดอืน 3 เดอืน 6 เดอืน 12 เดอืน 
Formula 1 1.5 x 1016 c 1.2 x 1013a 2.8 x 106a 1.6 x 105a 

Formula 2 1.1 x 1015 a 1.0 x 1012a 1.1 x 106a 1.0 x 104a 

Formula 3 2.8 x 1016 d 2.8 x 1015b 1.9 x 1013b 2.8 x 1010b 

Formula 4 1.3 x 1016 b 1.2 x 1013a 1.0 x 106a 2.8 x 104a 

Formula 5 1.1 x 1015 a 1.0 x 1011a 2.4 x 105a 0a 

Formula 6 1.1 x 1014 a 1.0 x 1011a 1.5 x 104a 0a 

1/อกัษรภาษาองักฤษตวัพมิพ์เลก็ทีAแสดงในแต่ละคอลมัน์ บ่งชีVความแตกต่างทางสถิติทีAระดบัความเชืAอมั Aน 95 
เปอรเ์ซน็ต ์โดยการวเิคราะหแ์บบ DMRT 
2/Formula 1 หมายถงึ สตูรทีA 1 ผงถ่านชวีภาพ แป้งทลัคมั แคลเซยีมคารบ์อเนต ซเีอม็ซ ีและนํVาสกดัถั Aวเหลอืง 
ผสมแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ TU-Orga13 (ความเขม้ขน้เชืVอ 1016 cfu/ml) อตัราสตูรชวีภณัฑ ์500 กรมั/TU-Orga13 
10 มลิลลิติร; Formula 2 หมายถงึ สูตรทีA 2 ผงถ่านชวีภาพ โดโลไมต์ แคลเซยีมคาร์บอเนต ซเีอม็ซ ีและนํVา
สกดัถั Aวเหลอืง ผสมแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ TU-Orga13 (ความเขม้ขน้เชืVอ 1016 cfu/ml) อตัราสูตรชวีภณัฑ์ 500 
กรมั/TU-Orga13 10 มิลลิลิตร; Formula 3 หมายถึง สูตรทีA 3 ผงถ่านชวีภาพ แป้งทลัคมั : โดโลไมต์ (1 : 1) 
แคลเซยีมคาร์บอเนต ซเีอม็ซ ีและนํVาสกดัถั Aวเหลอืง ผสมแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ TU-Orga13 (ความเขม้ขน้เชืVอ 
1016 cfu/ml) อตัราสูตรชีวภัณฑ์ 500 กรมั/TU-Orga13 10 มิลลิลิตร; Formula 4 หมายถึง สูตรทีA 1 ผงถ่าน
ชวีภาพ แป้งทลัคมั แคลเซยีมคารบ์อเนต ซเีอม็ซ ีและนํVาสกดัถั Aวเหลอืง ผสมแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ TU-Orga14 
(ความเขม้ขน้เชืVอ 1016 cfu/ml) อตัราสูตรชวีภณัฑ์ 500 กรมั/TU-Orga14 10 มลิลลิติร; Formula 5 หมายถงึ 
สตูรทีA 2 ผงถ่านชวีภาพ โดโลไมต ์แคลเซยีมคารบ์อเนต ซเีอม็ซ ีและนํVาสกดัถั Aวเหลอืง ผสมแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ 
TU-Orga14 (ความเขม้ขน้เชืVอ 1016 cfu/ml) อตัราสตูรชวีภณัฑ ์500 กรมั/TU-Orga14 10 มลิลลิติรว Formula 
6 หมายถงึ สตูรทีA 3 ผงถ่านชวีภาพ แป้งทลัคมั : โดโลไมต์ (1 : 1) แคลเซยีมคารบ์อเนต ซเีอม็ซ ีและนํVาสกดั
ถั Aวเหลอืง ผสมแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ TU-Orga14 (ความเขม้ขน้เชืVอ 1016 cfu/ml) อตัราสูตรชวีภณัฑ ์500 กรมั/
TU-Orga14 10 มลิลลิติร 
 
นํV า สกัด ถั Aว เ ห ลือ ง  ผ สม แ บ ค ที เ รี ย ป ฏิ ปั กษ์               
TU-Orga13 (ความเข้มข้นเชืVอ 1016 cfu/ml) อัตรา
สูตรชีวภัณฑ์ 500 กรัม/TU-Orga13 10 มิลลิลิตร] 
และ Formula 3 [ผงถ่านชวีภาพ แป้งทลัคมั : โดโล-
ไมต์ (1 : 1) แคลเซียมคาร์บอเนต ซีเอ็มซี และนํVา
สกดัถั Aวเหลอืง ผสมแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ TU-Orga13 
(ความเขม้ขน้เชืVอ 1016 cfu/ml) อตัราสูตรชวีภณัฑ์ 
500 กรมั/TU-Orga13 10 มลิลลิติร] มปีระสทิธภิาพ

ในการควบคุมโรคแคงเกอร์ได้ดีทีAสุดไม่แตกต่าง
อย่างมนีัยสาํคญัทางสถติ ิ(P = 0.05) ซึAงกนัและกนั 
และทัดเทียมกับการใช้เชืVอสด TU-Orga13 และ   
TU-Orga14 แต่แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ
กับกรรมวิธีควบคุม (P = 0.05) โดย Formula 1, 
Formula 2 และ Formula 3 ปรากฏจาํนวนแผลแคง
เกอรเ์ท่ากบั 5.4, 4.6 และ 5.0 แผล ตามลําดบั จาก
การปลูกเชืVอสาเหตุโรคแคงเกอร์ด้วยวธิกีารฉีดเชืVอ
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โรค (ความเข้มข้นประมาณ 108 cfu/ml) เข้าทีAใบ 
อตัรา 0.5 มิลลิลิตร/ใบ (ตารางทีA 4) เมืAอพิจารณา
ความกว้างของบริเวณสีเหลืองทีAล้อมรอบแผล 
(halo) ทีAปรากฏ พบว่า Formula 3 มีความกว้าง
ของบริเวณสเีหลืองทีAล้อมรอบแผลตํAาทีAสุดเท่ากบั 
0.54 เซนติ เมตร  ทัด เทียมกับการ ใช้ เชืV อสด          
TU-Orga13 และ TU-Orga14 แต่แตกต่างอย่างมี
นัยสําคญัทางสถิติกบักรรมวิธีควบคุม (P = 0.05) 

(ตารางทีA 4) และเมืAอพิจารณาปริมาณเชืVอ X. 
axonopodis pv. citri บนใบมะนาวหลงัการปลูกเชืVอ
สาเหตุโรคแคงเกอร์ 7 วัน พบว่า Formula 1-6 มี
ประสทิธภิาพในการลดจํานวนประชากรเชืVอสาเหตุ
โรคได้ทดัเทียมกนั 1.13 x 106 ถึง 1.96 x 106 cfu/g 
นํVาหนกัสดพชื ซึAงแตกต่างอย่างมนียัสาํคญัทางสถติิ
กบักรรมวธิคีวบคุม (P = 0.05) (ตารางทีA 4) 

 
ตารางที1 4  จาํนวนแผล ความกวา้งบรเิวณสเีหลอืงทีAลอ้มรอบแผล (halo) และปรมิาณเชืVอสาเหตุโรคแคงเกอร์

บนใบมะนาวหลงัการปลกูเชืVอโรค 7 วนั ในสภาพเรอืนปลกูพชืทดลอง1/ 
 

กรรมวธิ2ี/ จาํนวนแผล 
ความกวา้งแผล 
(เซนตเิมตร) 

ปรมิาณเชืVอสาเหตุโรคแคงเกอร ์
(cfu/g นํVาหนกัสดพชื) 

Formula 1 5.40abc 0.68b 1.96 x 106a 

Formula 2 4.60ab 0.70b 1.96 x 106a 
Formula 3 5.00ab 0.54a 1.13 x 106a 

Formula 4 7.40bcd 0.70b 1.94 x 106a 

Formula 5 8.40cd 0.69b 1.63 x 106a 

Formula 6 8.80cd 0.71b 1.31 x 106a 

นํVากลั AนนึAงฆา่เชืVอ 32.00g 1.22d 1.33 x 107b 

กรดซาลซิลิกิ  15.00e 0.70b 2.47 x 106a 

สารเคมคีอปเปอรไ์ฮดรอกไซด ์ 25.20f 0.89c 1.14 x 107b 

ชวีภณัฑท์างการคา้ Bacillus subtilis 16.20e 0.72b 2.77 x 106a 

เชืVอสดของแบคทเีรยี TU-Orga13 3.00a 0.55a 1.17 x 106a 

เชืVอสดของแบคทเีรยี TU-Orga14 5.20abc 0.57a 1.23 x 106a 

ไบโอชารเ์พยีงอย่างเดยีว 31.00g 1.18d 1.25 x 107b 

กรรมวธิทีีAไมม่กีารจดัการใด ๆ 35.00g 1.25d 1.46 x 107b 

1/อกัษรภาษาองักฤษตวัพมิพ์เลก็ทีAแสดงในแต่ละคอลมัน์ บ่งชีVความแตกต่างทางสถิติทีAระดบัความเชืAอมั Aน 95 
เปอรเ์ซน็ต ์โดยการวเิคราะหแ์บบ DMRT 
2/รายละเอยีดกรรมวธิดีงัแสดงในตารางทีA 3  
 

ผลการศึกษาดงักล่าว แสดงให้เหน็
ว่า Formula 3 มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรค
แคงเกอรไ์ดด้ทีีAสดุแตกต่างอย่างมนียัสาํคญัทางสถติ ิ
(P = 0.05) เมืAอเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม 

พจิารณาจากจํานวนแผล ความกว้างของบรเิวณสี
เหลอืงทีAล้อมรอบแผล และปรมิาณเชืVอโรคมคีวาม 
สมัพนัธก์นั แสดงใหถ้งึความเหมาะสมระหว่างสูตร
ชวีภณัฑแ์ละแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ TU-Orga13 ซึAงสตูร
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ชวีภณัฑท์าํหน้าทีAปกป้องเซลลแ์บคทเีรยีปฏปัิกษ์ให้
รอดชวีติไดด้แีละส่งเสรมิใหแ้บคทเีรยีปฏปัิกษ์แสดง 
ออกได้เต็มศักยภาพ ลดปริมาณเชืVอโรคและลด
ความรุนแรงโรคแตกต่างอย่างมนีัยสําคญัทางสถติิ
กับกรรมวิธีควบคุม (P=0.05) โดยกระบวนการทีA
แบคทีเรยีปฏปัิกษ์มปีฏสิมัพนัธ์กบัพืชนั Vนอาจด้วย
ทางตรงหรอืทางออ้ม ไดแ้ก่ การเป็นปฏปัิกษ์กบัเชืVอ
โดยตรงโดยทีAแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ผลติสารปฏชิวีนะ 
และ/หรือ สารทุติยภูมิทําลายเชืVอสาเหตุโรคแคง
เกอรไ์ดโ้ดยตรงเช่นเดยีวกบั นลนีิ และคณะ (2553) 
รายงานว่า B. subtilis WD 20 สามารถผลิตสาร
ทุ ติ ยภู มิ  (secondary metabolite) ซึA ง เ ป็ นสา รทีA
สามารถยบัยั VงการเจรญิของเชืVอสาเหตุโรคแคงเกอร์
ในส้ม โอ  สํ าหรับการทีA แบคที เ รียปฏิ ปั กษ์ มี
ปฏสิมัพนัธก์บัพชืทางออ้มนั Vน คอื ชวีภณัฑส์ามารถ
กระตุ้นใหพ้ชืเกดิการสะสมสารประกอบทุตยิภูมใิน
พชื ซึAงเป็นพษิกบัเซลลข์องเชืVอโรคไดด้เีช่นเดยีวกนั 
สอดคล้องกบั Clarke และคณะ (2000) รายงานว่า
กรดซาลิซิลิกมีหน้าทีAกระตุ้นการทํางานของยีน 
Npr1 ทีAเกีAยวขอ้งกบัโปรตนีความตา้นทานในการส่ง
สัญญาณภูมิต้านทานพืชทั Vงระบบ (SAR) โดย
กระตุ้นให้มีการผลิตโปรตีน และสารชีวเคมีทีA
สามารถยับยั Vงการเข้าทําลายของเชืVอโรคได้ 
นอกจากนีVบริเวณเนืVอเยืAอพืชทีAมีกรดซาลิซิลิกยงั
สามารถกระตุ้นให้เกิดการผลิตสารทุติยภูมิชนิด 
ต่าง ๆ เช่น สารต้านอนุมูลอสิระ (total antioxidant 
capacity) หรอืเอนไซมใ์นระบบการตา้นอนุมลูอสิระ 
ไ ด้ แ ก่  catalase, peroxidase แ ล ะ  superoxide 
dismutase ซึAงจะเข้ามาช่วยในกระบวนการกําจดั
อนุมูลอิสระทีAเกิดจากสภาพเครียดต่าง ๆ ของพชื 
ตลอดจนช่วยลดอันตรายและความเสียหายทีAจะ
เกิดขึVนจากการเข้าทําลายของเชืVอสาเหตุโรค 
(สรุสัวด,ี 2555) 

3.5.2 ผลการวิเคราะห์กรดซาลิซิลิกใน
ต้นมะนาวหลงัการกระตุ้นพชืดว้ยชวีภณัฑส์ตูรใหม่

ในสภาพเรือนปลูกพืชทดลอง พบว่า Formula 3 
[ผงถ่านชีวภาพ แป้งทัลคัม : โดโลไมต์ (1 : 1), 
แคลเซยีมคารบ์อเนต ซเีอม็ซ ีและนํVาสกดัถั Aวเหลอืง 
ผสมแบคทีเรียปฏิปักษ์ TU-Orga13 (ความเข้มขน้
เชืVอ 1016 cfu/ml) อัตราสูตรชีวภัณฑ์ 500 กรัม/   
TU-Orga13 10 มิลลิลิตร] มีประสิทธิภาพในการ
กระตุ้นใหต้้นมะนาวพนัธุ์แป้นรําไพสะสมกรดซาล-ิ 
ซลิกิภายในต้นพชืสูงสุดอย่างรวดเรว็ภายใน 3 วนั 
เท่ากบั 0.624 มลิลกิรมั/กรมันํVาหนกัสด ซึAงทดัเทยีม
กบัเชืVอสดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ TU-Orga13 เชืVอ
สดของแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ TU-Orga14 แต่แตกต่าง
อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติกับกรรมวิธีอืAน ๆ และ
กรรมวิธีควบคุม (P = 0.05) (รูปทีA  1) ซึAงการทีA
มะนาวสะสมกรดซาลิซิลิกสูงสุดในวนัทีA 3 นีV เพืAอ
ยบัยั Vงการเขา้ทาํลายของเชืVอสาเหตุโรคแคงเกอร ์ซึAง
มีการปลูกเชืVอในวันเดียวกัน แสดงให้เห็นว่าชีว-
ภณัฑส์ตูรใหม่นีVสามารถกระตุ้นใหพ้ชืเพิAมการสะสม
ของกรดซาลิซิลิกให้มะนาวต้านทานต่อการเข้า
ทําลายของเชืVอสาเหตุโรคแคงเกอรไ์ด ้ซึAงสอดคลอ้ง
กบัผลการวจิยัขา้งต้นในขอ้ 3.2 และสอดคล้องกบั 
กฤตเิดช และดุสติ (2559) รายงานประสทิธภิาพ B. 
subtilis TU-Orga1 ซึAงสามารถใชก้ระตุ้นใหพ้ชืผลติ
สารต่าง ๆ ในระบบภูมิต้านทานพืชได้ ได้แก่ 
salicylic acid, beta-1,3-glucanase, peroxidase, 
phenolic, guaiacol และ peroxidase โดยเอนไซม์
บางชนิดทีAกล่าวมาขา้งตน้เกีAยวขอ้งกบักระบวนการ
ผลิต phytoalexin และโปรตีนต้านทานโรค (PR 
protein) ซึAงมคีวามเป็นพษิสูงต่อเชืVอสาเหตุโรคพชื 
Bradley และคณะ (1992) รายงานว่ากรดซาลซิลิกิ 
จะกระตุ้นการเชืAอมต่อของโปรตีนทีAเป็นโครงสร้าง
ของผนงัเซลลพ์ชื ซึAงเป็นสารตั Vงตน้ในการสงัเคราะห์
ลกินิน ซึAงจะส่งผลใหผ้นังเซลล์มคีวามแขง็แรงมาก
ขึVน และทนต่อการเขา้ทําลายของเชืVอสาเหตุโรคได้ 
โดยระดบัของกรดซาลซิลิกิภายในเนืVอเยืAอจะสูงขึVน 
เมืAอพชืถูกเชืVอโรคเขา้ทาํลาย ซึAงมผีลใหพ้ชืตา้นทาน
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ต่อการเขา้ทําลายของเชืVอโรคพชืไดห้ลายชนิด โดย
กรดซาลิซิลิกจะส่งสญัญาณอย่างรวดเรว็ไปยงัยนี
อืAน ๆ ทีAเกีAยวขอ้งเพืAอชกันําพชืให้เกดิระบบ  SAR 
หรอื ISR ซึAงโดยทั Aวไป ยนีต้านทานโรค (PR gene) 

มกัแสดงออกโดยผ่านการทํางานของกรดซาลซิลิกิ 
เพืAอผลติสารประกอบและโปรตีนทีAมสีมบตัิต่อต้าน
เชืVอโรค (Glazebrook, 2005; Yasuda et al., 2008) 

 

 
รปูที1 1  ผลการวเิคราะหก์รดซาลซิลิกิในต้นมะนาวหลงัการกระตุ้นพชืด้วยชวีภณัฑส์ูตรใหม่ชนิดผงผสมนํVา 

อตัรา 50 กรมั/นํVา 20 ลติร เปรียบเทียบกบัเชืVอสดของแบคทเีรียปฏปัิกษ์ TU-Orga13 (1016 cfu/ml) 
อตัรา 50 มลิลลิติร/นํVา 20 ลติร เชืVอสด TU-Orga14 (1016 cfu/ml) อตัรา 50 มลิลลิติร/นํVา 20 ลติร กรด
ซาล-ิ ซลิกิ ความเขม้ขน้ 2.5 mM สารเคมคีอปเปอรไ์ฮดรอกไซด ์อตัรา 20 กรมั/นํVา 20 ลติร ชวีภณัฑ์
ทางการคา้ Bacillus subtilis อตัรา 50 กรมั/นํVา 20 ลติร ผงถ่านชวีภาพ อตัรา 50 กรมั/นํVา 20 ลติร นํVา
กลั AนนึAงฆ่าเชืVอ ปรมิาตรกระถางละ 300 มลิลลิติร และกรรมวธิทีีAไม่มกีารจดัการใด ๆ ในสภาพเรอืน
ปลกูพชืทดลอง 

  
3.6 ท ด ส อ บ ป ร ะ สิ ท ธิ ภ า พ ชี ว ภัณ ฑ์

อารกัขาพืชสูตรใหม่ชนิดผงผสมนํ0าในแปลง
เกษตรขนาดใหญ่ 

3.6.1 ผลการทดสอบประสิทธิภาพชีว-
ภณัฑอ์ารกัขาพชืสตูรใหม่ชนิดผงผสมนํVา Formula 

3 [ผงถ่านชีวภาพ แป้งทัลคัม : โดโลไมต์ (1 : 1), 
แคลเซยีมคารบ์อเนต ซเีอม็ซ ีและนํVาสกดัถั Aวเหลอืง 
ผสมแบคทีเรียปฏิปักษ์ TU-Orga13 (ความเข้มขน้
เชืVอ 1016 cfu/ml) อัตราสูตรชีวภัณฑ์ 500 กรัม/   
TU-Orga13 10 มลิลลิติร] อายุ 1, 3, 6 และ 12 เดอืน 



Thai Journal of Science and Technology                                                        ปีที � 7 • ฉบบัที � 5 • ฉบบัเสริม 2561 

 508

ในการควบคุมโรคแคงเกอรใ์นแปลงเกษตรกรขนาด
ใหญ่ พบว่าผลการวิเคราะห์อัตราการเกิดโรค       
แคงเกอร์ 7 วนัหลงัปลูกเชืVอพบว่าชวีภณัฑอ์ารกัขา
พชืสตูรใหม่ Formula 3 อายุ 1, 3, 6 และ 12 เดอืน 
มปีระสทิธภิาพในการควบคุมโรคแคงเกอรไ์ดด้ทีีAสดุ
ในทุกตวัชีVวดัไม่แตกต่างอย่างมนีัยสําคญัทางสถติิ
ซึA งกันและกัน และทัดเทียมกับการใช้เชืVอสด       
TU-Orga13 แต่แตกต่างอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ
กับกรรมวิธีควบคุม (P = 0.05) โดย Formula 3 
อายุ 1, 3, 6 และ 12 เดอืน ปรากฏจาํนวนแผลแคง-
เกอร์หลังการปลูกเชืVอสาเหตุโรคแคงเกอร์ ด้วย
วิธีการฉีดเชืVอโรค (ความเข้มข้นประมาณ 108 
cfu/ml) เขา้ทีAใบ อตัรา 0.5 มลิลลิติร/ใบ เท่ากบั 5.33, 
5.67, 6.00 และ 7.00 แผล ตามลําดบั (ตารางทีA 5) 
เมืAอพิจารณาความกว้างของบริเวณสีเหลืองทีA
ล้อมรอบแผล (halo) ทีAปรากฏ พบว่า Formula 3 
อายุ 1, 3, 6 และ 12 เดอืน มคีวามกวา้งของบรเิวณ
สเีหลอืงทีAลอ้มรอบแผลตํAาทีAสุด เท่ากบั 0.53, 0.56, 
0.57 และ 0.59 เซนตเิมตร ตามลําดบั ทดัเทยีมกบั
การใช้เชืVอสด TU-Orga13 แต่แตกต่างอย่างมี
นัยสําคญัทางสถิติกบักรรมวิธีควบคุม (P = 0.05) 
(ตารางทีA 5) และเมืAอพจิารณาปรมิาณเชืVอ X. axo-
nopodis pv. citri สาเหตุโรคบนใบมะนาวหลงัการ
ปลูกเชืVอสาเหตุโรคแคงเกอร ์7 วนั พบว่า Formula 
3 อายุ 1, 3, 6 และ 12 เดอืน มปีระสทิธภิาพในการ
ลดจํานวนประชากรเชืVอสาเหตุโรคได้ทดัเทยีมกนั 
1.12-1.28 x 108 cfu/g นํV าหนักสดพืช ซึAงแตกต่าง
อย่างมนีัยสําคญัทางสถิติกบักรรมวธิคีวบคุม (P = 
0.05) (ตารางทีA 5) ถึงอย่างไรก็ตามในเดือนทีA 12 
ความมชีวีติรอดของแบคทเีรยีปฏปัิกษ์มแีนวโน้มลด
ลดได ้เนืAองจากระยะเวลาในการเกบ็ทีAผ่านไปทาํให้
แบคทีเรียบางส่วนสูญเสียความมีชีวิต เนืAองจาก
ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการสร้าง 
endospore (Fan et al., 2017) สอดคล้องกบั กฤติ
เดช และดุสติ (2559) ทีAศกึษาความมชีวีติรอดของ 

B. subtilis TU-Orga1จากการผสมสารพา kaolin : 
potassium humate : glucose : FeSO4 ส าม า รถ
เก็บรักษาชีวภัณฑ์ในสภาพอุณหภูมิห้อง (28-33 
°C) นาน 12 และ 24 เดือน เช่นเดียวกบั ณัฏฐิมา 
และคณะ (2557) รายงานผลการศกึษาการพฒันา
ชีวภัณฑ์แบคทีเรีย B. subtilis สายพันธุ์ BS-DOA 
24 สามารถเกบ็รกัษาความมชีวีติรอดของ BS-DOA 
24 ไดเ้ป็นเวลา 12 เดอืน ในสภาพอุณหภูมหิอ้ง 

3.6.2 ผลการวเิคราะหก์รดซาลซิลิกิในต้น
มะนาวหลงัการกระตุ้นพชืด้วยชวีภณัฑ์สูตรใหม่ใน
แปลงเกษตรขนาดใหญ่ พบว่า Formula 3 อายุ 1 
เดือน มีประสิทธิภาพในการกระตุ้นให้ต้นมะนาว
พันธุ์แป้นรําไพสะสมกรดซาลิซิลิกภายในต้นพืช
สูงสุดอย่างรวดเร็วภายใน 3 วัน เท่ากับ 0.654 
มลิลกิรมั/กรมันํVาหนักสดพชื ซึAงทดัเทยีมกบัเชืVอสด
ของแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ TU-Orga13 แต่แตกต่างอยา่ง
มีนัยสําคญัทางสถิติกบักรรมวธิอีืAน ๆ และกรรมวิธี
ควบคุม (P = 0.05) (รูปทีA 2) รองลงมา คอื Formula 
3 อายุ 3, 6 และ 12 เดอืน ซึAงมปีระสทิธภิาพในการ
ชกันําให้ต้นมะนาวพนัธุ์แป้นรําไพสะสมกรดซาล-ิ  
ซิลิกภายในต้นพืชสูงสุดอย่างรวดเร็วภายใน 3 วนั 
เช่นเดยีวกนัเท่ากบั 0.45, 0.44 และ 0.43 มลิลกิรมั/
กรมันํVาหนักสดพืช ตามลําดบั ซึAงแตกต่างอย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติกับกรรมวิธีอืAน ๆ และกรรมวิธี
ควบคุม (P = 0.05) (รูปทีA 2) โดยการทีAมะนาวสะสม
กรดซาลิซิลิกสูงสุดในวนัทีA 3 นีV เพืAอยบัยั Vงการเข้า
ทําลายของเชืVอสาเหตุโรคแคงเกอร ์ซึAงมกีารปลูกเชืVอ
ในวนัเดยีวกนั ยิAงไปกว่านั Vน Formula 3 ทีAมอีายุการ
เกบ็รกัษาแตกต่างกนั 1, 3, 6 และ 12 เดอืน ยงัชกั
นําให้ต้นมะนาวสะสม กรดซาลิซิลิกภายในต้นพืช
สู งสุดทัดเทียมกับ เชืV อสดแบคที เรียปฏิปักษ์            
TU-Orga13 แต่แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ
กับกรรมวิธีอืAน ๆ และกรรมวิธีควบคุม (P = 0.05) 
ตลอดการทดลองอีกด้วย ทั VงนีVการกระตุ้นพืชด้วย  
ชวีภณัฑส์ตูรใหม่มผีลต่อการสะสมกรดซาลซิลิกิ ซึAง 



ปีที � 7 • ฉบบัที � 5 • ฉบบัเสริม 2561                                                           Thai Journal of Science and Technology 

 509

ตารางที1 5  จํานวนแผล ความกว้างบรเิวณสเีหลอืงทีAล้อมรอบแผล (halo) และปรมิาณเชืVอสาเหตุโรคบนใบ
มะนาวหลงัการปลกูเชืVอสาเหตุโรคแคงเกอร ์7 วนั ในสภาพแปลงเกษตรขนาดใหญ่1/ 

 

กรรมวธิ2ี/ จาํนวนแผล 
ความกวา้งแผล 

(ซม.) 
ปรมิาณเชืVอสาเหตุโรคแคงเกอร ์

(cfu/g นํVาหนกัสดพชื) 
Formula 3 อายุ 1 เดอืน 5.33a 0.53a 1.12 x 108a 
Formula 3 อายุ 3 เดอืน 5.67a 0.56a 1.12 x 108a 
Formula 3 อายุ 6 เดอืน 6.00a 0.57a 1.14 x 108a 
Formula 3 อายุ 12 เดอืน 7.00a 0.59a 1.28 x 108ab 
นํVากลั AนนึAงฆา่เชืVอ 34.00d 1.43d 1.26 x 109d 
กรดซาลซิลิกิ 14.33b 0.75b 1.98 x 108b 
สารเคมคีอปเปอรไ์ฮดรอกไซด ์ 17.67c 0.93c 2.92 x 108 c 
ชวีภณัฑท์างการคา้ Bacillus subtilis  15.67bc 0.85c 1.98 x 108 b 
เชืVอสดของแบคทเีรยี TU-Orga13 6.00a 0.57a 1.11 x 108 a 
ไบโอชารเ์พยีงอย่างเดยีว 32.00d 1.38d 2.12 x 109e 
กรรมวธิทีีAไมม่กีารจดัการใด ๆ 36.00d 1.45d 1.32 x 109d 
1/อกัษรภาษาองักฤษตวัพมิพเ์ลก็ทีAแสดงในแต่ละคอลมัน์ บ่งชีVความแตกต่างทางสถติทิีAระดบัความเชืAอมั Aน 95 
เปอรเ์ซน็ต ์โดยการวเิคราะหแ์บบ DMRT 
2/ Formula 3 หมายถงึ สตูรทีA 3 ผงถ่านชวีภาพ, แป้งทลัคมั:โดโลไมต ์(1:1), แคลเซยีมคารบ์อเนต, ซเีอม็ซ ี
และนํVาสกดัถั Aวเหลือง ผสมแบคทีเรียปฏิปักษ์ TU-Orga13 (ความเข้มข้นเชืVอ 1016 cfu/ml) อตัราสูตรชวี
ภณัฑ ์500 กรมั/TU-Orga13 10 มลิลลิติร 

เป็นสารในกระบวนการปกป้องตนเองของพืช 
สอดคล้องกับรายงานของ จริงแท้ (2549) และ 
Schmid และคณะ (1990) ว่ ากรดซาลิซิลิกเป็น
โมเลกุลสญัญาณชนิดหนึAงในพชื ซึAงชกันําพชืใหเ้กดิ
ระบบภูมิต้านทานป้องกันตนเอง ผ่านทางการ
แสดงออกของยีนและการสร้างสารทีAเกีAยวข้อง
หลงัจากทีAพืชถูกกระตุ้นด้วยชีวภัณฑ์ (SAR/ISR) 
สอดคล้องกับ อุไรวรรณ และคณะ (2560) ศึกษา
การสะสมกรดซาลซิลิกิในยางพาราหลงัการปลกูเชืVอ 
Phytophthora palmi-vora พบว่าปริมาณกรดซาล-ิ
ซลิกิในใบยางพารา เริAมตน้มค่ีาตํAา และเพิAมขึVนอย่าง
รวดเรว็หลงัจากไดร้บัเชืVอ P. palmivola โดยปรมิาณ
สงูสดุทีAตรวจพบในช่วงระยะเวลาทีAศกึษา คอื ทีAเวลา 

12 ชั Aวโมง แล้วลดลงทีAเวลา 24 ชั Aวโมง จากนั Vน
เพิAมขึVนสงูอกีครั VงทีAเวลา 48 ชั Aวโมง การศกึษาวจิยันีV
แสดงให้เห็นว่าพืชสามารถผลิตกรดซาลิซิลิกเพืAอ
ปกป้องตนเองได ้โดยเฉพาะในระหว่างกระบวนการ
เกิดโรคพืช (pathogenicity process) เพืAอปกป้อง
ตนเองให้รอดพ้นจากการเข้าทําลายของเชืVอโรค 
และโดยเฉพาะอย่างยิAงการกระตุ้นภูมติ้านทานพชื
ด้วยชีวภัณฑ์อารกัขาพืชชนิดใหม่ Formula 3 จดั 
เป็นการเตรียมความพร้อมให้กบัต้นพืช (priming) 
ใหม้กีารผลติกรดซาลซิลิกิกระตุน้ภูมติา้นทานพชืทั Vง
ระบบ (SAR/ISR) ให้มีความต้านทานต่อการเข้า
ทําลายของเชืVอแบคทีเรีย Xanthomonas axono-
podis pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอร์ของมะนาวได้
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อย่างมปีระสทิธภิาพ อกีทั Vงชวีภณัฑส์ตูรใหม่นีVยงัมี
อายุการเกบ็รกัษาได้นาน 12 เดอืน โดยทีAปรมิาณ
เซลล์แบคทเีรยีทีAมชีวีติเท่ากบั 2.8 x 1010 cfu/g ซึAง
สูงกว่ามาตรฐานชีวภัณฑ์ทีAกําหนด โดยต้องมี

ปริมาณเซลล์แบคทีเรียทีAมีชีวิต 107 cfu/g ขึVนไป 
แสดงใหเ้หน็ศกัยภาพของชวีภณัฑอ์ารกัขาพชืสูตร
ใหม่นีVในการถ่ายทอดองคค์วามรูแ้ละเทคโนโลยกีาร
ผลติสูภ่าคอุตสาหกรรมต่อไป 

 

 
 
รปูที1 2  ผลการวเิคราะหก์รดซาลซิลิกิในต้นมะนาวหลงัการกระตุ้นพชืด้วยชวีภณัฑส์ูตรใหม่ชนิดผงผสมนํVา 

Formula 3 อายุ 1, 3, 6 และ 12 เดอืน อตัรา 50 กรมั/นํVา 20 ลติร เปรยีบเทยีบกบัเชืVอสดของแบคทเีรยี
ปฏปัิกษ์ TU-Orga13 (1016 cfu/ml) อตัรา 50 มลิลลิติร/นํVา 20 ลติร กรดซาลซิลิกิ ความเขม้ขน้ 2.5 
mM สารเคมคีอปเปอรไ์ฮดรอกไซด ์อตัรา 20 กรมั/นํVา 20 ลติร ชวีภณัฑท์างการคา้ Bacillus subtilis 
อตัรา 50 กรมั/นํVา 20 ลติร ผงถ่านชวีภาพ อตัรา 50 กรมั/นํVา 20 ลติร นํVากลั AนนึAงฆ่าเชืVอ ปรมิาตรต้นละ 
300 มลิลลิติร และกรรมวธิทีีAไม่มกีารจดัการใด ๆ ในสภาพแปลงเกษตรขนาดใหญ่

 
3.7 ผลการจาํแนกชนิดแบคทีเรียปฏิปักษ์ 

TU-Orga13 
ผลการศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐาน

วิทยาของแบคทีเรียปฏิปักษ์ TU-Orga13 พบว่ามี
ลกัษณะโคโลนีสขีาว ผวิดา้น รปูร่างไม่แน่นอน ขอบ
หยัก  เมืA อทดสอบ Gram reaction และ  Gram’s 
stain พบว่าเป็นแบคทีเรียแกรมบวก เจริญใต้ผิว 

หน้าอาหารลงมาเล็กน้อยจดัเป็น microaerophilic 
(Schaad et al., 2001) สํ า ห รับ ผ ลก า รท ดสอบ
ลักษณะทางชีวเคมีบางประการ พบว่าแบคทีเรีย
ชนิดนีVมีรูปร่างเป็นท่อน ผลิต endospore และมี 
endospore อยู่ตรงกลางเซลล ์ใชอ้อกซเิจน สามารถ
ย่อยแป้ง ผลติ catalase ผลติอนิโดล (indole) จาก 
tryptophan ตลอดจนสามารถเคลืAอนทีAในอาหาร
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ทดสอบได้ และไม่เกิดปฏิกิริยาเซลล์ตายอย่าง
เฉียบพลนับนยาสูบ (HR) หลงัการทดสอบ 24-48 
ชั Aวโมง (Schaad et al., 2001) เมืAอนําลกัษณะทาง
สณัฐานวทิยา สรรีวทิยา และสมบตัทิางชวีเคมขีอง
แบคทเีรยีปฏปัิกษ์ TU-Orga13 มาเปรยีบเทยีบกบั
ข้ อ มู ล ใ น  Bergey’s Manual of Determinative 

Bacteriology (��th Ed.) พบว่า TU-Orga13 มสีมบตัิ
คลา้ยคลงึ Bacillus subtilis group (ตารางทีA 6) ทั VงนีV
เพืAอให้การจําแนกชนิดมคีวามถูกต้องมากยิAงขึVนจะ
ยืนยันผลการจําแนกชนิดแบคทีเรียปฏิปักษ์        
TU-Orga13 ดว้ยเทคนิคดา้นโมเลกุล 

 
ตารางที1 6  สมบตัทิางสรรีวทิยาและชวีเคมบีางประการของแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ TU-Orga13 
 

การทดสอบ 
ชนิดแบคทเีรยี 1/ 

TU-Orga132/ Bacillus amyloliquefaciens Bacillus subtilis Bacillus licheniformis 
1. Gram reaction Positive Positive Positive Positive 
2. Cell morphology Bacilli Bacilli Bacilli Bacilli 
3. Endospore production  + + + + 
4. Endospore morphology  Central Central Central Central 
5. Catalase production + + + + 
6. Oxygen relationship  A A A F 
7. Motility test  + + + + 
8. Urease test + + + + 
9. Starch hydrolysis + + + + 
10. Indole production + + + + 

1/ + = positive reaction; - = negative reaction; A = aerobe และ F = facultative 
2/ แบคทีเรียปฏิปักษ์ TU-Orga13 ทีAมีประสทิธิภาพดทีีAสุดในการส่งเสริมการเจริญเติบโตและควบคุมโรคแคงเกอร์ของ
มะนาว ซึAงคดัเลอืกไดจ้ากการศกึษาวจิยัครั VงนีV 
 

ซึAงผลการจําแนกชนิดแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ 
TU-Orga13 ด้วยไพรเมอร์ทีAมคีวามจําเพาะเจาะจง
กับ บ ริ เ ว ณ  16S rDNA ข อ ง แ บ ค ที เ รี ยทั Aว ไป 
(universal primer) พบว่าไพรเมอรด์งักล่าวสามารถ
เพิAมป ริม าณดี เ อ็น เ อ ใ นส่ วน  16S rDNA ของ
แบคทเีรยีปฏปัิกษ์ TU-Orga13 โดยพบแถบดเีอน็เอ
ขนาด 595-bp ตรงตามขนาดทีAได้ออกแบบไว ้และ
เมืAอแยกสกดัแถบดเีอน็เอนีVไปวเิคราะหล์าํดบันิวคล-ี
โอไทดด์ว้ยวธิ ีsequence analysis (Macrogen) และ
ลําดบันิวคลีโอไทด์ทีAได้เมืAอเปรียบเทียบกบัลําดบั   
นิวคลโีอไทดท์ีAมใีนฐานขอ้มลูโดยโปรแกรม BLAST 
พบว่ าแบคทีเ รียปฏิปักษ์  TU-Orga13 มีความ

เหมอืนกบั B. subtilis 100 เปอร์เซน็ต์ ตามด้วย B. 
licheniformis แ ล ะ  B. amyloliquefaciens โ ด ย มี
เ ปอร์ เ ซ็นต์ ค ว าม เหมือน เท่ ากับ  98 และ  97 
เปอรเ์ซน็ต์ ตามลําดบั ดงันั Vนจากผลการจาํแนกโดย
วิธีมาตรฐานและการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณ 16S rDNA (Schaad et al., 2001) สรุปได้
ว่ าแบคทีเ รียปฏิปักษ์  TU-Orga13 คือ  Bacillus 
subtilis 
 

4. สรปุ 
แบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์  TU-Orga13 

และ TU-Orga14 จากดนิรอบรากมะนาวอนิทรยี ์มี
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ศกัยภาพในการเป็นเชืVอปฏปัิกษ์สาํหรบัควบคุมโรค
แคงเกอรข์องมะนาวได ้2 แนวทาง ไดแ้ก่ การผลติ
สารปฏชิวีนะและ/หรอืสารทุตยิภูมยิบัยั VงเชืVอสาเหตุ
โรคได้โดยตรง (antibiosis) และการชักนําให้ต้น
มะนาวผลติกรดซาลซิลิกิต้านทานต่อเชืVอสาเหตุโรค 
(ISR) เมืAอพฒันาชวีภณัฑอ์ารกัขาพชืสตูรใหม่ชนิด
ผงผสมนํVา จากเชืVอปฏปัิกษ์แต่ละสายพนัธุด์งักล่าว
ขา้งต้นในระดบัอุตสาหกรรม พบว่า TU-Orga13 มี
ความเหมาะสมต่อการพัฒนาชีวภัณฑ์สูตรใหม่ 
Formula 3 [ผงถ่านชีวภาพ, แป้งทัลคมั:โดโลไมต์ 
(1:1), แคลเซยีมคารบ์อเนต, ซเีอม็ซ ีและนํVาสกดัถั Aว
เหลือง ผสมแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ TU-Orga13 (ความ
เข้มข้นเชืVอ 1016 cfu/ml) อัตราสูตรชีวภัณฑ์ 500 
กรมั/ TU-Orga13 10 มิลลิลิตร] โดยสามารถตรวจ
พบเซลล์ทีAมีชีวิตของ TU-Orga13 เท่ากับ 2.8 x 
1016 cfu/ g ห ลั ง ก ร ะ บ ว น ก า ร ผ ลิ ต ใ น ร ะ ดับ
อุตสาหกรรม และชีวภณัฑ์สูตรใหม่นีVสามารถเกบ็
รกัษาไวใ้นสภาพอุณหภูมหิอ้งไดน้าน 12 เดอืน ซึAง
พบเซลล์ทีAมีชีวิตของ TU-Orga13 เท่ากับ 2.8 x 
1010 cfu/g เมืAอนําชวีภณัฑส์ตูรนีVราดดนิทีAใชป้ลกูตน้
มะนาว อัตรา 50 กรัม/นํVา 20 ลิตร ปริมาตร 300 
มิลลิลิตร/ต้น จะทําให้ต้นมะนาวผลิตกรดซาลิซิลิ
กต้านทานต่อเชืVอสาเหตุโรคแคงเกอร์ได้ดแีตกต่าง
อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติกับกรรมวิธีควบคุม 
(P=0.05) และหลงัจําแนกเชืVอปฏปัิกษ์ TU-Orga13 
ด้วยลกัษณะทางสณัฐานวิทยา ชีวเคมี และระดบั
โมเลกุลด้วยวิธีมาตรฐาน พบว่า TU-Orga13 มี
ความเหมือน 100 เปอร์เซ็นต์กบั Bacillus subtilis 
ทั Vงในระดบัสณัฐานวทิยา ชวีเคม ีและระดบัโมเลกุล 
แสดงให้เหน็ว่า ชวีภณัฑ์อารกัขาพชืสูตรใหม่ชนิด
ผงผสมนํVาทีAม ีB.subtilis TU-Orga13 เป็นแบคทเีรยี
ออกฤทธิ � ซึAงผลิตในระดับอุตสาหกรรมและเป็น
ผลติผลจากการวจิยัครั VงนีV สามารถนําไปใชร้าดดนิทีA
ใช้ปลูกต้นมะนาวด้วยอตัราการใช้ 50 กรมั/นํVา 20 
ลติร เพืAอควบคุมโรคแคงเกอรใ์นสภาพแปลงเกษตร

ขนาดใหญ่ และสามารถขยายกาํลงัการผลติในระดบั
อุตสาหกรรมเพืAอการคา้และการตลาดต่อไป   
5. กิตติกรรมประกาศ 

ขอขอบคุณ ทุนสนับสนุนการวิจัยจาก
กองทุนวิจัยคณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
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ในการวจิยัครั VงนีV 
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