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โรคใบจุดนูนเกิดจำก Xanthomonas axonopodis pv. glycines (Xag) จัดเป็นโรคส ำคัญของถั่วเหลืองฝักสด 
ที่ใช้เชื้อแบคทเีรีย 4 ชนิด (BCA) ควบคุมได้ คือ Bacillus amyloliquefaciens KPS46, Paenibacillus pabuli SW01/4, 
Pseudomonas fluorescens SP007s และ Serratia marcescens SPt360 โดยศึกษำกำรเพิ่มประสิทธิภำพกำรใช้เชื้อ BCA 
ดังกล่ำวเป็นแบบผสมรวมทัง้หมด 15 คู่ผสม พบว่ำคู่ผสมระหว่ำงเช้ือ 2 สำยพันธ์ุคือ KPS46+SP007s ให้ผลดใีนกำร
ยับยั้งเช้ือ Xag (เส้นผ่ำศนูย์กลำงบริเวณยับยั้ง 1.9 ซม.) และส่งเสริมกำรเจริญเตบิโตของพืช (83.3%) ซ่ึงดีกว่ำกำรใช้
เชื้อ 2 สำยพันธ์ุนี้แบบเดี่ยว รวมทัง้ดีกว่ำสำยพันธ์ุคู่ผสมอื่น (P=0.05) และได้ทดสอบอัตรำส่วนผสมที่ประชำกรเช้ือ
ระหว่ำง KPS46 : SP007s เพิ่มสูงขึ้นเพียงพอตอ่กำรควบคุมโรค พบว่ำที่อัตรำ 9:1 ประชำกรเชื้อทั้ง 2 ชนิด มีกำร
เพิ่มขึ้นเท่ำกับและ/หรือมำกกว่ำกำรเลี้ยงเช้ือเดี่ยวแยกกันหลงัจำกบม่เชื้อ 48 ช่ัวโมงทั้งในอำหำรเลี้ยงเชื้อและบนผิวใบ
ถั่วเหลือง ในขณะทีป่ระชำกรของเช้ือโรค Xag จะลดลง (P=0.05) เมื่อปลูกเชื้อบนต้นพืชร่วมกับเช้ือผสม BCA หรือ
เมื่อเลี้ยงเชื้อโรคในน้ ำคัน้จำกใบพืชที่มีกำรปลูกเชื้อ BCA ผสม เมื่อน ำสำรกรองเซลล์จำกกำรเลี้ยงเช้ือผสมระหว่ำง 
KPS46+SP007s ไปแยกชนิดด้วย Thin - layer chromatography จะได้ชนิดสำรยับยั้งเช้ือโรคเพิ่มขึ้น (4 แถบ ที่ค่ำ Rf 
0.21, 0.37, 0.47 และ 0.82) ซ่ึงมำกกว่ำสำรที่ได้จำกกำรเลี้ยงเช้ือแบบเดี่ยวแยกกัน (3 แถบทีค่่ำ Rf ของ KPS46 0.25, 
0.33 และ 0.37 และค่ำ Rf ของ SP007s 0.21, 0.33 และ 0.66) แสดงว่ำกำรเลี้ยงเช้ือ BCA ผสมจะช่วยกระตุ้นใหเ้กิดกำร
ผลิตสำรยับยั้งเช้ือโรคที่ส ำคัญออกมำ ทั้งนี้เช้ือ BCA ผสมมีกำรผลิตสำรยับยั้งเช้ือโรค และส่งเสริมกำรเจริญเตบิโตพืช
เพิ่มขึ้น ตลอดจนกำรครอบครองผิวใบที่สัมพันธ์กับกำรยับยัง้กำรเจริญของเช้ือโรค Xag 

 
 เมื่อน ำเชื้อผสมพัฒนำกำรใช้สำรพำที่แตกต่ำงหลำกหลำยได้ผลิตภัณฑ์ใหม่ 2 ชนิดคือ อำหำรเลี้ยงเช้ือเพิ่ม
ปริมำณ VS Medium (ประกอบดว้ยกำกถ่ัวเหลือง : กำก Vinasses  อัตรำ 1:1) ; และ ชีวผลิตภัณฑ์ส ำเร็จรูปพร้อมใช้ 
ISR-BP Mixture (ประกอบด้วย kaolin: น้ ำตำลทรำย: SiO2: CMC: CaCO3: FeSO4:deshecofix อัตรำ 70: 15 : 5 :5 : 1 : 
2 : 2) ที่มีประสิทธิภำพสูงสุดในกำรเพิ่มประชำกรเชื้อ; และกำรยับยั้งโรค ตำมล ำดับ โดยเมื่อทดสอบในโรงเรือนและ
สภำพไร่ที่ใช้ ISR-BP Mixture (เก็บไว้นำน 6 เดือน) คลุกเมล็ดและพ่นใบเป็นระยะ 3 ครั้ง จะลดกำรระบำดโรค 
(AUDPC) ได้ 86 และ 85% ตำมล ำดับ และเพิ่มผลผลติถั่วเหลืองฝักสดจำกไร่ 69 %  ผลกำรทดลองช้ีว่ำ สูตรส ำเร็จ
เชื้อผสมลดโรคใบจุดนนูที่เกดิจำก Xag ได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ ซ่ึงอำจเกี่ยวข้องกบัแบคทเีรีย 2 สำยพันธุ์ ที่มีกลไก
ส่งเสริมกำรเจริญเติบโตพืช ผลิตสำรยับยั้งโรค และกำรแข่งขันชนะเช้ือโรค รวมทั้งผลิตภัณฑ์ส ำเร็จรูปที่พัฒนำจำก
วัสดุรำคำถูกได้อย่ำงมีศักยภำพ ซ่ึงจะเป็นประโยชน์ตอ่กำรผลิตเปน็กำรค้ำระดับอตุสำหกรรมต่อไป 
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Four-bacterial strains Bacillus amyloliquefaciens KPS46,  Paenibacillus pabuli SW01/4, Pseudomonas 
fluorescens SP007s, and Serratia marcescens SPt360 are biological control agents (BCA) that suppress bacterial        
pustule, one of serious diseases of green soybean caused by Xanthomonas axonopodis pv. glycines (Xag). To increase 
control efficacy, the possible strain mixtures were studied with total 15 combinations. A combination of the two              
strains, KPS46+SP007s gave significantly (P=0.05) better suppression against Xag (1.9 cm in diameter of inhibition       
zone) and revealed better promotion of plant growth (83.3%) than each of the two strains used individually, and than       
other strain mixtures. High population density of strain mixture between KPS46:SP007s as required for disease control 
revealed with 9:1 ratio that was equivalent to or higher than each strain population cultured individually on both             
medium and soybean leaves after 48 h incubation. Pathogenic Xag was significantly reduced (P=0.05) when co-       
inoculated with the mixed BCA KPS46+SP007s or co-cultured with the sap extracted from treated plants. Thin-layer 
chromatography extraction of their cell-free culture filtrates provided a greater number of biologically effective bands 
obtained from KPS46+SP007s mixture (4 bands of corresponded Rf value of 0.21, 0.37, 0.47, and 0.82) compared to            
each individual strains separated (3 bands of KPS46 Rf value of 0.25, 0.33, and 0.37; and SP007s Rf value of 0.21,                
0.33, 0.66) that indicated activation of major metabolites produced after the strains were co-cultured. Secondary           
metabolites production, increased plant growth enhancement, and colonization on leaf surface by strain mixture 
KPS46+SP007s, were correlated with antibacterial activity against Xag growth. 
  

Different growth media and bioproducts of strain mixture developed with various carriers exhibited two-       
novel formulations named VS Medium (contained soybean meal : vinasses 1:1); and ISR-BP Mixture (kaolin : sucrose : 
SiO2 : CMC : CaCO3 : FeSO4 : desheofix =70  : 15 : 5 : 5 : 1 : 2 : 2) that were the most effective for increased BCA 
population; and disease suppression respectively. In greenhouse and field experiments, ISR-BP Mixture of 12 month old 
shelf life used as seed treatment and 3-foliar spray intervals reduced area under disease progress curve (AUDPC) with          
86 and 85% respectively and increased 69% yield obtained from field trials. These results suggest that bacterial pustule 
caused by Xag is effectively reduced by formulated product sustained a mixture of these two BCA strains that the 
mechanism involved may include plant growth promotion, antibiosis, and competition. The growth medium and  
bioproduct developed are the potential benefit for utilizing commercially available further with inexpensive            
ingredients. 
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49 

6 กำรต้ำนทำนต่อสำรปฏิชีวนะของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ ์ 52 
7 ประสิทธิภำพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์ในกำรผลติสำรยับยั้งเชื้อ

สำเหตุโรคใบจุดนูนเมื่อทดสอบด้วยวิธี paper disc 
 

54 
8 ประสิทธิภำพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์ในกำรเจริญร่วมกัน

บนผิวหน้ำอำหำรทดสอบด้วยวิธีกำรต่ำงๆ 
 

56 
9 ประชำกรเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์ที่เลี้ยงแบบเดี่ยวและแบบผสม

ในอำหำรเหลว NB และประสิทธิภำพในกำรผลิตสำรยับยั้งเชื้อ                          
Xanthomonas axonopodis pv. glycines 

 
 

60 
10 คุณสมบัติของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์แบบเด่ียวและแบบผสมหลำย

สำยพันธุ์ในกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตของถั่วเหลืองฝัดสด 
 

64 
11 อัตรำส่วนที่เหมำะสมต่อกำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม และ

ประสิทธิภำพในกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนในห้องปฏิบัติกำร 
 

68 
12 ประชำกรเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมบนใบถั่วเหลืองฝักสดหลัง

ปลูกเชื้อที่ระยะเวลำต่ำงกัน และประสิทธิภำพของน้ ำล้ำงใบต่อกำรยับยั้ง
เชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูน 

 
 

74 



(3) 
 

 

 สารบัญตาราง (ต่อ) 
 

 

ตารางท่ี  หน้า 
 

13 ประสิทธิภำพของน้ ำล้ำงใบที่มีสำรยับยั้งเชื้อก่อโรคใบจุดนูนถั่วเหลืองที่
ผลิตโดยเชื้อปฏิปักษ์บนผิวใบ 

 
76 

14 ประสิทธิภำพของอำหำรเลี้ยงเชื้อต่ำงชนิด ต่อศักยภำพในกำรผลิตสำร 
secondary metabolites ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ยับยั้งเชื้อ Xanthomonas 
axonopodis pv. glycines 

 
 

78 
15 ประสิทธิภำพของสำร secondary metabolites จำกกำรสกัดหยำบที่ควำม

เข้มข้นต่ำง ๆ ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม และแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์สำยพันธุ์เด่ียวต่อกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนถั่วเหลืองฝักสด 

 
 

81 
16 ประสิทธิภำพของแถบสำรสกัดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ B.amyloliquefaciens 

KPS46 และ P. fluorescens SP007s แบบเชื้อเด่ียวและแบบผสมที่แยกจำก
แผ่น TLC ในกำรยับยั้งเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. glycines 

 
 

84 
17 กำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์เด่ียวและสำยพันธุ์ผสมใน

อำหำรเลี้ยงเชื้อเพิ่มปริมำณสูตรต่ำงๆ 
 

89 
18 อัตรำกำรเจริญของเชื้อปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม B. amyloliquefaciens KPS46 

และ P. fluorescens SP007s (อัตรำ 9:1) ในสูตรอำหำรดัดแปลง VS medium 
ที่มีส่วนผสมของ  Vinasses และกำกถั่วเหลืองแตกต่ำงกัน 

 
 

90 
19 ปัจจัยควำมเป็นกรด – ด่ำง และอุณหภูมิระดับต่ำงกันในระยะกำรบ่มเชื้อ 24 

ชั่วโมงที่มีผลต่อกำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม B. 
amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s (อัตรำ 9:1) ในสูตร
อำหำร VS medium  

 
 
 

91 
20 ประสิทธิภำพกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรค Xanthomonas axonopodis pv. 

glycines ในสูตรเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ในวัสดุผสมสูตรต่ำง ๆ 
 

93 
21 ประสิทธิภำพของสำรพำและสำรเสริมประสิทธิภำพในกำรผลิตสูตรส ำเร็จที่

ผลต่อควำมมีชีวิตรอดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุผ์สม B. 
amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s 
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(4) 
 

 

 สารบัญตาราง (ต่อ) 
 

 

ตารางท่ี  หน้า 
 

22 ประสิทธิภำพของสำรพำและสำรเสริมประสิทธิภำพในสูตรส ำเร็จเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ในอัตรำส่วนต่ำงๆ ต่อกำรมีชีวิตรอดของ                          
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s และประสิทธิภำพ
ในกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตและกำรควบคุมโรคใบจุดนูนถั่วเหลืองใน
สภำพเรือนทดลอง 
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23 ประสิทธิภำพสูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบเด่ียวและเชื้อผสมที่
พัฒนำในกำรยับยั้งกำรเจริญของ  Xanthomonas axonopodis pv. glycines 
สำเหตุโรคใบจุดนูน ในระดับห้องปฏิบัติกำรด้วยวิธี paper disc 

 
 

100 
24 

 
ประสิทธิภำพสูตรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม B. 
amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s ในกำรส่งเสริมกำร
เจริญเติบโตและกำรควบคุมโรคใบจุดนูน ระดับเรือนทดลอง 
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25 ประสิทธิภำพของกำรใช้สูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมคลุก
เมล็ดและพ่นใบถั่วเหลืองฝักสดต่อกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตและเพิ่มพูน
ปริมำณผลผลิตของถั่วเหลืองฝักสดในสภำพไร่ 

 
 

104 
26 ประสิทธิภำพของกำรใช้สูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมคลุก

เมล็ดและพ่นใบถั่วเหลืองฝักสดต่อกำรส่งเสริมคุณภำพผลผลิตถั่วเหลืองฝัก
สดในระดับไร่ 
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 (5) 

 

สารบญัภาพ 

 
ภาพท่ี  หน้า 

 
1 ภำพวิธีกำรสกัดสำร secondary metabolites จำกแบคทีเรียปฏิปักษ์ด้วย

วิธีกำรดัดแปลงของ Mckeen et al. (1986) 
 

30 

2 แสดงต ำแหน่งกำรวำงและขั้นตอนกำรแยกสำร secondary metabolites โดย
วิธี Thin-layer chromatography 

 
32 

3 โคโลนีของเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. glycines No.12-2 (Xag) บน
อำหำร NA มีสีเหลือง ผิวขอบเรียบยกตัวนูนจำกผิวหน้ำอำหำร (ก) และกำร
เจริญบนอำหำร YDCA พบว่ำมีโคโลนีลักษณะกลม เยิ้มเป็นมัน สีเหลือง
อ่อน (ข) เซลล์แบคทีเรียติดสีแดงของ Safanin-o เมื่อทดสอบด้วยวิธี Gram’s 
stain (ค) เชื้อสำมรถชักน ำให้เกิดปฏิกิริยำ HR บนใบยำสูบภำยในเวลำ 24 
ชั่วโมง (ง) และก่อให้เกิดอำกำรโรคใบจุดนูนบนใบถั่วเหลืองทดสอบหลัง
ปลูกเชื้อ 7 วัน (จ) 

 
 
 
 
 
 

44 
4 ลักษณะโคโลนีและรูปร่ำงเซลล์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์;  Pseudomonas 

fluorescens SP007s (ก), Bacillus amyloliquefaciens KPS46 (ข), Serratia 
marcescens SPt360 (ค) และ Paenibacillus pabuli SW01/4 บนอำหำร NA 
(ง) 

 
 
 

48 
5 ประสิทธิภำพกำรยับยั้งเชื้อ X.axonopodis pv. glycines สำเหตุโรคใบจุดนูน

ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์จำกกำรทดสอบด้วยวิธี paper disc ได้แก่ 
P. pabuli SW01/4 (ก),  S. marcescens SPt360 (ข),  P. fluorescens SP007s 
(ค), B. amyloliquefaciens KPS46 (ง) และน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ (จ) 

 
 
 

52 
6 อัตรำกำรเจริญของแบคทีเรียปฏิปักษ์  P. fluorescens SP007s, 

B.amyloliquefaciens KPS46, P. papuli SW01/4 และS. marcescens SPt360 
ในอำหำรเลี้ยงเชื้อ NB มีอำยุกำรเลี้ยง 96 ชั่วโมง 

 
 

54 
7 แสดงประสิทธิภำพกำรเจริญร่วมกันของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ เมื่อทดสอบ

ในห้องปฏิบัติกำรบนอำหำร NA โดยวิธีกำร dual culture (ก) agar diffusion 
(ข) และ paper disc diffusion (ค) 
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(6) 

 

 สารบญัภาพ (ต่อ) 
 

 

ภาพท่ี  หน้าท่ี 
 

8 ปรมิำณ indole-3-acetic acid (IAA) ที่ผลิตโดยเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่เลี้ยง
แบบสำยพันธุ์เด่ียวและแบบผสมหลำยสำยพันธุ์ในอำหำรเหลว NB บ่มเชื้อ 
48 ชั่วโมง ; ตัวเลขแสดงปริมำณสำร IAA (µg / มิลลิลิตร) 

 
 

65 
9 ต ำแหน่งแถบสำรบน TLC plate silica gel ที่ใช้แยกสำร secondary 

metabolites ที่ได้จำกกำรเลี้ยงเชื้อ  B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. 
fluorescens SP007s แบบเดี่ยว (ก และ ข) และแบบผสม (ค) 

 
 

85 
10 ภำพจ ำลองแถบสำร secondary metaboloites ที่สกัดได้จำกเชื้อแบคทีเรีย

ปฏิปักษ์สำยพันธุ์เด่ียว B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens 
SP007s และแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์คู่ผสม 2 สำยพันธุร์ะหว่ำง B. 
amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s อัตรำส่วน 9:1 โดย
วิธี Thin-layer Chromatography 

 
 
 
 

86 
11 อัตรำกำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม B. 

amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s (อัตรำ 9:1) ใน
อำหำรเลี้ยงเชื้อ VS medium เปรียบเทียบอำหำรเลี้ยงเชื้อ MS และ NGB ที่
อำยุกำรเลี้ยงเชื้อ 0 – 96 ชั่วโมง 

 
 
 

92 
12 อัตรำกำรมีชีวิตรอดของเซลล์แบคทีเรียปฏิปักษ์ในสูตรส ำเร็จแบคทีเรีย

ปฏิปักษ์แบบผสมและแบบเชื้อเด่ียวที่อำยุกำรเก็บ 12 เดือน ภำยใต้สภำพ
อุณหภูมิห้อง 

 
 

98 

13 ภำพแสดงระดับกำรเกิดโรคใบจุดนูนที่เกิดจำก  Xanthomonas axonopodis 
pv. glycines ที่ถัวเหลืองอำยุ 35- 56 วัน จำกกำรควบคุมโดยใช้สูตรส ำเร็จเชื้อ
แบคทีรียปฏิปักษ์แบบผสมหลำยสำยพันธุ์ และแบบเชื้อเด่ียว เปรียบเทียบกับ
กรรมวิธีควบคุมโดยสำรเคมีและกำรไม่มีกำรควบคุม 
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1 

 

สูตรส าเร็จของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ผสมหลายสายพันธ์ุที่มีประสิทธิภาพยับยั้งเช้ือโรค
ใบจุดนูนและส่งเสริมการเจริญเติบโตของถั่วเหลืองฝักสด 

 
A Formulation of Mixed Bacterial Antagonist Strain in Effective Antibiosis and 

Plant Growth Promoting Rhizobacteria to Control Bacterial Pustule of               
Green soybean 

 

ค าน า 
 

กำรควบคุมโรคพืชโดยชีววิธีเป็นวิธีกำรควบคุมโรคทำงเลือกที่เน้นกำรลดปริมำณประชำกร                      
เชื้อสำเหตุโรค ตลอดจนลดกิจกรรมของเชื้อก่อโรคให้อยู่ในระดับที่ไม่สำมำรถก่อให้เกิดควำม
เสียหำยกับพืชในระดับเศรษฐกิจ  ซึ่งในปัจจุบันกำรใช้เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ควบคุมโรคพืชได้รับ
ควำมสนใจทั้งในด้ำนกำรวิจัยและน ำมำใช้ในระบบเกษตร ทดแทนกำรใช้สำรเคมีสังเครำะห์ มี
รำยงำนว่ำจุลินทรีย์หลำยสำยพันธุ์มีประสิทธิภำพในกำรควบคุมโรคทัดเทียมกำรใช้สำรเคมี
สังเครำะห์  โดยกลไกหลักของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ คือ กำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคพืชทั้งในลักษณะ
กำรผลิตสำรพิษยับยั้ง (antibiosis) และกำรเจริญแข่งขันครอบครองพื้นที่และใช้แหล่งอำหำร 
(competition) กำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโต (plant growth promoting rhizobacteria หรือ PGPR ) 
และกำรผลิตสำรกระตุ้นภูมิต้ำนทำนโรคในพืช (induced plant resistance)  ตลอดจนส่งเสริม
สุขภำพพืชให้เจริญเติบโตและให้ผลผลิตเต็มศักยภำพทำงพันธุกรรม ซึ่งกลไกกำรเป็นเชื้อปฏิปักษ์ที่
หลำกหลำยนี้ เชื้อจุลินทรีย์ชนิดหนึ่งอำจมีกำรแสดงออกที่ไม่ครอบคลุมและเลือกแสดงออกตำม
สภำวะที่ชักน ำ กำรผสมสำยพันธุ์เชื้อปฏิปักษ์ที่มีกลไกต่ำงกันในกำรปรับใช้เป็นอีกวิธีกำรหนึ่งที่ท ำ
ให้ประสิทธิภำพกำรควบคุมโรคเพิ่มสูงขึ้น และครอบคลุมทุกกลไก เช่น กำรใช้เชื้อผสมหลำยสำย
พันธุ์ที่มีกลไกแตกต่ำงกันทั้งในด้ำนกำรยับยั้งเชื้อโรคและกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตพืช โดยกำร
ใช้ทุกระยะเจริญเติบโตของพืชจะส่งเสริมให้พืชมีสุขภำพดีและป้องกันกำรเข้ำท ำลำยของเชื้อโรค
สำยพันธุ์รุนแรงได้  ทั้งนี้มีรำยงำนกำรวิจัยเกี่ยวกับกำรคัดเลือกและกำรศึกษำกลไกของ แบคทีเรีย
สำยพันธุ์คุณภำพหลำยชนิดเพื่อควบคุมโรคส ำคัญในพืชกลุ่มต่ำง ๆ ได้แก่ Bacillus 
amyloliquefaciens KPS46,  Paenibacillus pabuli SW01/4, Serratia marcescens SPt360 และ 
Pseudomonas fluorescens SP007s ที่สำมำรถใช้กับกำรผลิตพืชเศรษฐกิจที่หลำกหลำยได้แก่ ถั่ว
เหลือง งำ กระถินเทพำ สัก ทำนตะวัน ข้ำวโพด (สุดฤดี และคณะ 2548 ; Prathuangwong et al., 
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2004), ถั่วเหลืองฝักสด (สุดฤดี และคณะ 2549) และพืชผัก เช่น คะน้ำ กะหล่ ำดอก และกะหล่ ำปล ี
(วิลำวรรณ์และคณะ 2549) ซึ่งแบคทีเรียปฏิปักษ์เหล่ำนี้มีกลไกที่หลำกหลำยในกำรดูแลสุขภำพพืช 
และมีควำมโดดเด่นแตกต่ำงกัน ขึ้นอยู่กับสำยพันธุ์เชื้อ และกำรศึกษำวิจัยที่ผ่ำนมำพบว่ำเชื้อ
ปฏิปักษ์ดังกล่ำวมีแนวโน้มที่จะสำมำรถน ำมำใช้ร่วมกันได้ แต่ยังไม่มีแนวทำงกำรวิจัยที่ชัดเจน 
อย่ำงไรก็ตำมกำรใช้สำยพันธุ์เชื้อต่ำงกันหรือเลี้ยงผสมกันจ ำเป็นต้องพิจำรณำคุณสมบัติต่ำง ๆ ของ
สำยพันธุ์ประกอบด้วย เพรำะอำจส่งผลต่อประสิทธิภำพเดิมในกำรควบคุมโรค และกำรส่งเสริมกำร
เจริญเติบโตพืช กำรมีชีวิตรอด กำรเพิ่มปริมำณ และกำรแสดงออกของกลไกกำรควบคุมโรค 
รวมทั้งกำรผสมเชื้อหลำยสำยพันธุ์ อำจส่งเสริมให้เกิดกำรแสดงออกของกลไกใหม่ได้ ทั้งนี้กำรใช้
เชื้อผสมอำจใช้ในลักษณะกำรเชื้อสดหรือแบบสูตรผลิตภัณฑ์และควรใช้ทุกขั้นตอนกำรปลูกพืช 
กำรพัฒนำสูตรส ำเร็จจุลินทรีย์ที่มีกำรใช้สำรพำหรือสำรผสมธรรมชำติในกำรป้องกันเซลล์ และ/
หรือ ส่งเสริมประสิทธิภำพจุลินทรีย์เหล่ำนั้นจะต้องคงควำมมีชีวิตรอดของจุลินทรีย์ได้นำน คง
ประสิทธิภำพ และใช้ง่ำย สะดวก และเชื้อสำมำรถแสดงกลไกเต็มศักยภำพ  ดังนั้นกำรพัฒนำสูตร
ส ำเร็จจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ให้มีประสิทธิภำพในกำรควบคุมโรคและส่งเสริมสุขภำพพืชได้ในวงกว้ำง
และมีกลไกที่ครอบคลุมชัดเจนจึงเป็นเป้ำหมำยของกำรศึกษำนี้ด้วย  กำรวิจัยในคร้ังนี้มี
วัตถุประสงค์เพื่อศึกษำประสิทธิภำพของกำรใช้เชื้อแบคทีเรียสำยพันธุ์คุณภำพร่วมกันระหว่ำง         
B. amyloliquefaciens KPS46 P. pabuli SW01/4 S. macescens SPt360 และ P. fluorescens SP007s 
ในกำรควบคุมโรคและกำรกระตุ้นกำรเจริญเติบโตของถั่วเหลืองฝักสด โดยเน้นกำรควบคุมโรคใบ
จุดนูนของถั่วเหลืองที่เกิดจำก Xanthomonas axonopodis pv. glycines ที่เป็นโรคแบคทีเรียส ำคัญ
ของถั่วเหลืองและยังขำดวิธีกำรควบคุมที่มีประสิทธิภำพ ตลอดจนศึกษำสภำวะที่เหมำะสมต่อกำร
เจริญและกำรผลิตสำร secondary metabolites ยับยั้งเชื้อสำเหตุโรค ผลิตสำร indole-3-acetic-acid ที่
เป็นสำรควบคุมกำรเจริญเติบโตของพืช อัตรำส่วนผสมและสภำวะกำรเลี้ยงที่เหมำะสมตลอดจน
กำรพัฒนำสูตรส ำเร็จพร้อมใช้แบบเชื้อสำยพันธุ์ผสมที่มีประสิทธิภำพในกำรควบคุมโรคและ
ส่งเสริมกำรคุมโรคและส่งเสริมกำรเจริญเติบโตของถั่วเหลืองฝักสดที่ดีกว่ำสูตรเดิมและกำรใช้
เซลล์สด ข้อมูลที่ได้จำกกำรวิจัยจะเป็นแนวทำงในกำรพัฒนำสูตรส ำเร็จจุลินทรีย์แบบผสมหลำย
สำยพันธุ์ที่มีกลไกหลำกหลำยใช้ได้กับกำรปลูกถั่วเหลืองทุกขั้นตอนตลอดจนได้ต้นแบบสูตรส ำเร็จ
เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ผสมหลำยสำยพันธ์ วิธกีำรใช้อย่ำงเหมำะสมเพื่อพัฒนำขยำยผลสู่กำรผลิต
อุตสำหกรรมต่อไป
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วัตถุประสงค ์
 

 1. ทดสอบควำมสำมำรถของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์ ได้แก่ Bacillus 
amyloliquefaciens KPS46, Paenibacillus pabuli SW01/4, Serratia marcescens SPt360 และ 
Pseudomonas fluorescens SP007s ในกำรเจริญร่วมกัน เพิ่มศักยภำพกำรควบคุมโรคใบจุดนูน และ
กำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโต (PGPR) ของถั่วเหลืองฝักสด  
 

2. พัฒนำสูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ผลิตภัณฑ์สูตรผงพร้อมใช้แบบผสมแบคทีเรียปฏิปักษ์
หลำยสำยพันธุ์ที่มีประสิทธิภำพในกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโต ควบคุมโรคใบจุดนูนของถั่วเหลืองฝัก
สด เพิ่มพูนผลผลิต สะดวกในกำรน ำไปใช้ และคงควำมมีประสิทธิภำพได้นำน 
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การตรวจเอกสาร 
 

ถั่วเหลืองฝักสด 
 
 ถั่วเหลืองฝักสด (Green soybean, vegetable soybean) มีชื่อวิทยำศำสตร์ว่ำ Glycine max L. 
Merr. จัดอยู่ในวงศ์ (Family) Leguminose และ วงย่อย (sub-family) Papilionaceae (Caldwell, 
1973; Singh and Jain, 1981) เช่นเดียวกับถั่วเหลืองน้ ำมัน โดยมีชื่อเรียกกันหลำกหลำย ได้แก่ ถั่ว
เหลืองฝักสด หรือถั่วแระญี่ปุ่น มีถิ่นก ำเนิดกระจำยอยู่ตั้งแต่เอเชียตะวันออกและหมู่เกำะต่ำง ๆ ใน
มหำสมุทรแปซิฟิกไปจนถึงทวีปออสเตรเลีย และประเทศแถบเอเชียตะวันออก ได้แก่ จีน แมนจูเรีย 
ญ่ีปุ่น และเกำหลี ถั่วเหลืองฝักสดเป็นพืชตระกูลถั่ว ลักษณะเป็นพืชล้มลุก (annual) มีใบเลี้ยงคู่ มี
กำรผสมเกสรในดอกเดียวกันหรือผสมตัวเอง (self-pollinate) ล ำต้นตั้งตรงเป็นพุ่ม เป็นพืชฤดูเดียว 
ระบบรำกเป็นระบบรำกแก้ว แหล่งปลูกถั่วเหลืองฝักสดในประเทศไทยกระจำยอยู่ในจังหวัดทำง
ภำคเหนือ เช่น เชียงใหม่ เชียงรำย พะเยำ พิษณุโลก ก ำแพงเพชร น่ำน แพร่ ล ำปำง เพชรบูรณ์ 
อุตรดิตถ์ ล ำพูน และอุทัยธำนี ข้อมูลพื้นที่ปลูกถั่วเหลืองฝักสดนั้นไม่มีกำรส ำรวจที่แน่นอน ข้อมูล 
ส่วนใหญ่ได้จำกบริษัทเอกชนไม่เปิดเผยข้อมูลพื้นปลูกที่แท้จริง และเป็นกำรผลิตเพื่อส่งออกเป็น
หลัก ในขณะที่ผลผลิตเกรดรองจะส่งจ ำหน่ำยในตลำดสูงในประเทศ เช่น ซุปเปอร์มำเก็ต หรือ
ร้ำนอำหำร 
 
 ถั่วเหลืองฝักสดมีควำมแตกต่ำงจำกถั่วเหลืองน้ ำมันคือ ถั่วเหลืองฝักสดมีขนำดใหญ่ 
บริโภคเมล็ดในระยะเมล็ดเต่งเต็มที่ แต่ฝักยังมีสีเขียวอยู่ อำยุเก็บเกี่ยวฝักสดประมำณ 65 วัน 
หลังจำกหยอดเมล็ด ฝักที่ได้มำตรฐำนส่งตลำดญ่ีปุ่นจะต้องมีเมล็ดต้ังแต่ 2 เมล็ดขึ้นไป ควำมยำวฝัก
ไม่น้อยกว่ำ 4.5 เซนติเมตร ฝัก 1 กิโลกรัม มีจ ำนวนฝักไม่เกิน 350 ฝัก และไม่รอยต ำหนิใด ๆ บนฝัก 
ล ำต้นเป็นพุ่มเตี้ยมี 7-10 ข้อ และแขนง 2-3 แขนง เมล็ดพันธุ์มีขนำดใหญ่โดยเมล็ด 100 เมล็ด จะมี
น้ ำหนักประมำณ 25-35 กรัม (Chen et al., 1991) ในขณะที่ถั่วเหลืองน้ ำมันเป็นถั่วเหลืองที่มีฝัก
ขนำดเล็ก เมล็ด 100 เมล็ดหนักเพียง 12-18 กรัม ล ำต้นตั้งตรง มักเป็นล ำต้นเดียวไม่มีแขนง เมล็ดมี
คุณค่ำทำงโภชนำกำรสูงประกอบด้วย โปรตีน คำร์โบไฮเดรต และธำตุอำหำรอ่ืน ๆ ที่เป็น
ประโยชน์ต่อร่ำงกำย ผลผลิตเพื่อใช้ประโยชน์ในกำรท ำน้ ำมันพืช ส ำหรับกำรปรุงอำหำร (บุปผำ, 
2543) 
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โรคใบจุดนูนของถั่วเหลือง และความส าคัญ 
 

 โรคใบจุดนูน (bacterial pustule) ของถั่วเหลืองเกิดจำกเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis 
pv. glycines (Vauterin et al., 1995)  เป็นโรคที่พบระบำดทั่วไปในแหล่งปลูกถั่วเหลืองฝักสด และ
ถั่วเหลืองน้ ำมัน พบระบำดมำกในฤดูฝนและส่งผลต่อคุณภำพและปริมำณผลผลิต (สุดฤดี และ 
คณะ, 2539) โรคนีจ้ะมีอำกำรรุนแรงเมื่ออำกำศร้อนและควำมชื้นหำกเป็นรุนแรงจะท ำให้ใบร่วง 
ผลผลิตลดลง ลักษณะอำกำรระยะแรกคล้ำยกับรำสนิม พบจุดสีเขียวอ่อนทั้งบนใบและใต้ใบ ต่อมำ
แผลพัฒนำตรงกลำงนูนขึ้น แผลแห้งยุบตัวเป็นคล้ำยสะเก็ดสีน้ ำตำลเข้มคล้ำยรำสนิม เกิดมีสีเหลือง
ล้อมรอบ (halo) ต่อมำแผลขยำย รูปร่ำงไม่แน่นอน และลุกลำมติดกันเป็นแผลใหญ่ ใบร่วงก่อน
ก ำหนด ส่วนอำกำรบนฝักปรำกฏแผลขนำดเล็กสีน้ ำตำลแดง จุดแผลนูนเล็กน้อย ผลผลิตลดลง ฝักมี
ขนำดเล็ก  ทั้งนี้เชื้อสำมำรถติดไปกับเมล็ดถั่วเหลืองได้ และแพร่กระจำยได้ดีในแปลงปลูกโดย
แมลง ลม ฝนและหยดน้ ำที่สำดกระเซ็น และเชื้อสำเหตุสำมำรถอำศัยข้ำมฤดูในเศษซำกพืชที่ยังไม่
สลำยตัวได้นำน 3 เดือน (สุดฤดี, 2527) หำกเกิดโรคใบจุดนูนร่วมกับโรคแอนแทรคโนส 
(colletotrichum truncatum) หรือมีกำรระบำดร่วมกันอย่ำงรุนแรงจะส่งผลให้ใบร่วงและยืนต้น
โกร๋นไม่สำมำรถเก็บผลผลิตได้ พันธุ์ถั่วเหลืองฝักสดที่อ่อนแอต่อโรคใบจุดนูนคือ AGS292, 
ก ำแพงแสน292  และพันธุ์ต้ำนทำนปำนกลำงคือ No.75 (กรุงและสิริกุล, 2534) ส่วนพันธุ์ถั่วเหลือง
น้ ำมันที่อ่อนแอต่อโรคใบจุดนูนคือ พันธุ์ สจ.4 และ สจ. 5 (กรมวิชำกำรเกษตร, 2547) 
 

ลักษณะเชื้อ Xanthomonas axonopodis  pv.  glycines 
 
 เชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis  pv. glycines  เซลล์มีรูปร่ำงเป็นท่อนตรงมีขนำดประมำณ 0.5-
0.9X1.4-2.3 นำโนเมตร แกรมลบ ไม่สร้ำงสปอร์ (spore) มี flagella แบบ monotrichous ลักษณะ
โคโลนีบน nutrient agar (NA) และ Wakimoto’ s agar มีสีเหลืองเข้มและมันวำว ผิวเรียบ ขอบเรียบ 
ผลิตรงควัตถุสีเหลืองละลำยในแอลกอฮอล์ แต่ไม่ละลำยน้ ำ เจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 30-33 องศำ
เซลเซียส เจริญได้ที่อุณหภูมิต่ ำสุด และสูงสุดระหว่ำง 10-35 องศำเซลเซียสตำมล ำดับ  ย่อยสลำย
แป้งได้เร็ว สร้ำงเอนไซม์ catalase ไม่สร้ำงเอนไซม์ urease ไม่สำมำรถเปลี่ยน nitrate สำมำรถผลิต 
polysaccharides ซึ่งมี glucose manose xylose และ amino acid เป็นส่วนประกอบ ท ำให้ทนต่อ
สภำพแห้งแล้ง และแสงแดด เน่ืองจำกดูดซับรังสี ultraviolet ได้บำงส่วน (Voronkerrvich and 
Shmanenkova, 1968)
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สภาพแวดล้อมที่เหมาะสมต่อการเกิดและการแพร่ระบาดของโรคใบจุดนูน 
 
 โรคใบจุดนูนของถั่วเหลืองพบระบำดรุนแรงในสภำพอำกำศร้อน และมีควำมชื้นสูง เชื้อ
สำเหตุสำมำรถเข้ำท ำลำยถั่วเหลืองได้ทุกระยะกำรเจริญเติบโต (Allington and Feaster, 1946) อำยุ
ถั่วเหลืองที่อ่อนแอต่อโรคคือ อำยุระหว่ำง 30-40 วันหลังงอก โดยเฉพำะพันธุ์อ่อนแอ ได้แก่ พันธุ์ 
AGS292, ก ำแพงแสน 292 และ No.75 เชื้อสำมำรถเข้ำท ำลำยได้ง่ำยที่สุด และอุณหภูมิระหว่ำง     
30-33 องศำเซลเซียสมีผลต่อควำมรุนแรงของโรค (Sinclair and Dhingra, 1975) โดยเชื้อเข้ำท ำลำย
ได้ดีขณะที่ปำกใบเปิดกว้ำงเนื่องจำกเชื้อเข้ำสู่พืชได้มำก เชื้อแพร่กระจำยจำกใบล่ำงขึ้นสู่ใบบนได้
โดยอำศัยลม ฝน และแมลง (Uematsu et al., 1983) นอกจำกนี้ยังมี รำยงำนว่ำเชื้อสำมำรถ
แพร่กระจำยไปกับน้ ำที่สำดกระเซ็น (splashing) ไปยังต้นอ่ืน ๆ และน้ ำดังกล่ำว ยังท ำให้เชื้อที่อำศัย
ในเศษซำกพืชบนผิวดินแพร่กระจำยขึ้นมำยังต้นถั่วเหลืองที่อยู่ข้ำงเคียงได้ (สุดฤดี และกิตติศักดิ์, 
2527) เชื้อนี้ยังสำมำรถมีชีวิตข้ำมฤดูโดยอยู่ในพืชตระกูลถั่วชนิดอ่ืนได้ เช่น ถั่วลิสง (Arachis 
hypogeal) ถั่วพีเรเน่ียน (Glycine javaniga) ถั่วแปบ (Dolichos lablab) และมันแกว (Pachyrhysus 
erosus) (สุดฤดี, 2523) และสำมำรถอำศัยอยู่ข้ำมฤดูบริเวณรำกของข้ำวสำลีหรือเข้ำท ำลำยวัชพืช
บำงชนิด เช่น Dolichos biflorus และ Brunnichia cirrhosan (red vine) (Hedges, 1994) ตลอดจนอยู่
ในเมล็ดถั่วเหลืองและเศษซำกพืชที่เป็นโรค Prathuangwong, (1990) รำยงำนว่ำเชื้อสำเหตุโรคใบจุด
นูนด ำรงชีวิตอยู่ในเศษซำกพืชที่เป็นโรคได้นำนถึง 3-7 เดือน และเป็นโรคที่ถ่ำยทอดผ่ำนทำงเมล็ด
พันธุ์ที่ส ำคัญ โดยเชื้อจะแพร่ระบำดโดยอำศัยเมล็ด (seed bone) (เชษฐพันธ์, 2529; Nemlienko and 
Kulik, 1960) หรือเศษซำกพืชที่เป็นโรคที่ไม่สลำยตัวอยู่บนผิวดิน  (Teresehenko, 1978)  
 

ในเขตพื้นที่ปลูกถั่วเหลืองฝักสดภำคกลำงพบกำรระบำดของโรคใบจุดนูน 49-75 
เปอร์เซ็นต์ในช่วงเดือนกันยำยน – ตุลำคม ยังเป็นที่มีควำมชื้นสูงและอุณหภูมิสูง ส่วนภำคเหนือพบ
กำรระบำดรุนแรงน้อยกว่ำ โดยในฤดูแล้งช่วงปลำยฝนพบกำรระบำด ประมำณ 0.1-4.7 เปอร์เซ็นต์ 
ในฤดูฝนมีกำรระบำดรุนแรงเพิ่มขึ้นโดยในระยะต้นกล้ำพบกำรระบำด 0.1-6.3 เปอร์เซ็นต์ ในระยะ
ติดดอกถึงระยะพัฒนำเมล็ดประมำณอำจพบรุนแรง 0.8-92.1 โดยทั่วไปกำรควบคุมโรคใบจุดนูนท ำ
โดยใช้พันธุ์ต้ำนทำนและพ่น ด้วยสำรคอปเปอร์ออกซีคลอไรด์ 2-3 คร้ังทุก 7 วัน ในระยะที่เลี่ยงต่อ
กำรระบำด แต่ไม่ควรใช้ต่อเนื่องเพรำะเชื้อจะต้ำนทำนง่ำย และต้องใช้ร่วมกับวิธีเขตกรรมอ่ืน ๆ  
สุดฤดี และคณะ, 2552 คร้ังแรกในระยะฝักอ่อน ซึ่งนิยมพ่นในช่วงเช้ำหรือเย็น 
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การควบคุมโรคพืชโดยวิธีชีววิธี 
 
 กำรควบคุมโรคพืชโดยชีววิธี (biological contral) คือ กำรน ำเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ 
(antagonist) ชนิดหนึ่งหรือมำกกว่ำ  ตลอดจนพันธุกรรมหรือผลผลิตจำกพันธุกรรม ที่มีอยู่ทั่วไป
ตำมบริเวณผิวพืชส่วนเหนือดิน (Munk vald และ Marois, 1993) บริเวณรำก และดินรอบรำก 
(Larkin et al., 1989) ที่มีควำมสำมำรถในกำรแข่งขัน (competition) ทำงด้ำนแหล่งแร่ธำตุอำหำร 
และแหล่งที่อยู่อำศัย  กำรเป็นปรสิต (parasite) รวมถึงกำรผลิตสำรปฏิชีวนะ(antibiotics) ออกมำ
ยับยั้งกำรเจริญของเชื้อชนิดอ่ืน ซึ่งถือว่ำเป็นกลไกที่ส ำคัญของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ มำใช้ในกำร
ควบคุมโรคพืชทดแทนกำรใช้สำรเคมี (นิพนธ์, 2546) ในปัจจุบันนี้ได้มีกำรน ำวิธีกำรในกำรควบคุม
โรคโดยชีววิธีมำใช้ควบคุมโรคส ำคัญๆ ของพืชหลำยชนิดรวมทั้งถั่วเหลืองด้วย เช่น Betagnolli et 
al. (1996) ได้ท ำกำรควบคุมโรครำกเน่ำ (root rot) ของถั่วเหลืองที่เกิดจำกเชื้อรำ Rhizoctonia solani 
ด้วยเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus megaterium strain B153-2-2 และเชื้อรำ Tricoderma harzianum 
สำยพันธุ์ Th008 ที่สำมำรถผลิตสำร extracellular enzyme ออกมำท ำลำยเส้นใยของเชื้อโรคดังกล่ำว
ได้  นอกจำกนี้มีรำยงำนเกี่ยวกับกำรใช้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ในกำรควบคุมโรคของพืชหลำยชนิด
รวมทั้งแบคทีเรียสำยพันธุ์คุณภำพที่คณะวิจัย ภำควิชำโรคพืช คณะเกษตร 
มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ ได้รวบรวมและศึกษำรำยละเอียดเกี่ยวกับคุณสมบัติกำรเป็นประโยชน์
ต่อกำรควบคุมโรคและส่งเสริมสุขภำพพืชหลำยสำยพันธุ์ ได้แก่ Paenibacillus papuli SW01/4 จำก
ผิวใบถั่วเหลือง (สุพจน์ และสุดฤดี, 2544 ; สุดฤดี และคณะ, 2548; Prathuangwong and Kasem, 
2003) Pseudomonas fluorescwns SP007s และ Bacillus subtilis SP009s จำกผิวใบกะหล่ ำดอก        
(วิลำวรรณ์ และคณะ, 2549) Serratia macescens SPt360 และ B. cereus SPt245 จำกดินป่ำ 
P.aeruginosa Spd155 จำกเมล็ดสัก (Phiriyaprasath et al., 2002) B. licheniformis Spd20 จำกเมล็ด
งำ และ Bacillus sp. (YP04, YP28, KP96 และKP25) จำกผิวใบข้ำวโพด (นันทิยำ, 2551 ; พรภิมล, 
2551) และ B. amyloliquefaciens KPS46 จำกดินแปลงถั่วเหลือง (สุพจน์ และสุดฤดี, 2544) ซึ่งจำก
กำรวิจัยที่ผ่ำนมำพบว่ำแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. amyloliquefaciens KPS46 มีประสิทธิภำพในกำร
ควบคุมโรคส ำคัญของถั่วเหลืองและถั่วเหลืองฝักสด โดยกำรใช้เชื้อสดและกำรพัฒนำสูตรส ำเร็จ
พร้อมใช้ (ชัยสิทธิ์ และสุดฤดี, 2548; สุดฤดี และคณะ, 2549)  โดยสำมำรถควบคุมโรคใบจุดนูนที่
เกิดจำก X. axonopodis pv. glycines ได้ และโรคส ำคัญอ่ืน ๆ ของถั่วเหลืองที่เกิดจำกรำ และไวรัส
ได้ นอกจำกนี้ยังส่งเสริมกำรเจริญเติบโตและชักน ำควำมต้ำนทำนโรคส ำคัญของพืชเศรษฐกิจหลำย
ชนิดได้แก่ ข้ำวโพด งำ สัก กระถินเทพำ หน้ำวัว และพืชตระกูลกะหล่ ำ เชือ้ Paenibacillus papuli 
SW01/4  ให้ผลควบคุมโรคได้ดีในเรือนทดลองและมีประสิทธิภำพดีกว่ำกำรใช้สำรเคมี copper 
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hydroxide และ streptomycin ส่งเสริมกำรเจริญของระบบรำก และพบว่ำเชื้อ S. marcescens SPt360 
สำมำรถส่งเสริมกำรเจริญเติบโตของพืชได้หลำกหลำยทั้งพืชป่ำ ได้แก่ สัก กระถินเทพำ รวมทั้งถั่ว
เหลืองด้วย (สมใจ, 2547) โดยสำมำรถลดควำมรุนแรงของโรครำกเน่ำโคนเน่ำและกล้ำเน่ำ 
damping-off ที่เกิดจำกเชื้อรำ Pythium aphanidermatum และ Sclerotium rofsii ของถั่วเหลืองได้
อย่ำงมีประสิทธิภำพ นอกจำกนี้ยังพบว่ำเชื้อ P. fluorescens SP007s ที่แยกจำกดินรอบรำกของ
กะหล่ ำดอก มีประสิทธิภำพในกำรยับยั้งโรคเน่ำเละที่เกิดจำกเชื้อ Erwinia carotovora subsp. 
carotovora และมีศักยภำพสงูในกำรส่งเสริมกำรงอกของเมล็ดกระหล่ ำดอก (วิลำวรรณ์ , 2551) 
และกำรใช้ควบคุมโรคขอบใบทองที่เกิดจำก X. campestris pv. campestris ทั้งกำรใช้ในรูปเชื้อสด
และสูตรส ำเร็จ (นลินำ , 2554) ซึ่งกลไกหลักของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์เหล่ำนี้นอกจำกจะช่วยใน
กำรควบคุมเชื้อสำเหตุโรคแล้วเชื้อดังกล่ำวยังมีกลไกที่โดดเด่นในกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตและ
เพิ่มปริมำณผลผลิตพืชต่ำง ๆ ได้สูงอีกด้วย โดยมีกำรศึกษำพบว่ำ กำรเจริญเติบโตของพืชมี
ควำมสัมพันธ์กับกำรผลิตสำรควบคุมกำรเจริญเติบโต ได้แก่ IAA และ GA (ณัฐิยำ และคณะ, 2550 ; 
วิลำวรรณ์, 2549 ; Buensanteai et al., 2008) ทั้งนี้โดยทั่วไปกำรใช้แบคทีเรียจะใช้แบบเชื้อแบบเดี่ยว
โดยกำรใช้แบคทีเรียดังกล่ำวเป็นกำรใช้แบบเชื้อเดี่ยว แต่มีรำยงำนว่ำใช้เชื้อผสมในกำรควบคุมโรค 
โดยกำรใช้ Psuedomonas chlororaphis PA23 และ Bacillus subtilis BSCBE4 สำมำรถชักน ำควำม
ต้ำนทำนในระดับชีวเคมีที่มีปริมำณเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับกำรชักน ำภูมิต้ำนทำนที่เพิ่มขึ้น 
ประกอบด้วย phenylalanine ammonia lyase (PAL), peroxidase, polyphenol oxidase, phenol            
และลดกำรเกิดโรครำกเน่ำโคนที่เกิดจำก Pythium aphanidermatum ของพริกไทย (Nakkeeran            
et al., 2006) ทั้งนี้มีรำยงำนของ Ruth et al., 2002 ที่รำยงำนว่ำกำรผสมระหว่ำงยีสต์                                  
(Pichia guilermondii ) และ Bacillus mycoides สำมำรถยบัยั้งโรคผลเน่ำของสตรอร์เบอร่ีที่เกิดจำก
เชื้อ Botrytis cinerea ได้ดีกว่ำกำรใช้เชื้อเด่ียว 
 

กลไกการชักน าความต้านทานของพืช และการส่งเสริมการเจริญเติบโต  
 
 กำรชักน ำให้พืชมีกลไกในกำรปกป้องตัวเองและมีควำมสำมำรถในกำรต้ำนทำนต่อเชื้อ
สำเหตุโรค (defense mechanism)  เป็นกลไกส ำคัญอย่ำงหนึ่งของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่มีต่อพืชและ
กำรควบคุมโรคซึ่งถือเป็นอีกแนวทำงหนึ่งที่ส ำคัญ โดยเชื้อจุลินทรีย์หลำยชนิดสำมำรถผลิตสำร
โปรตีนชักน ำสำมำรถกระตุ้นกระบวนกำรปกป้องตัวเองจำกกำรเข้ำท ำลำยของเชื้อโรคด้วยวิธีกำร
ต่ำงๆ ทั้งในระดับสัณฐำนวิทยำ ชีวเคมี และโมเลกุล (Buensanteai et al., 2008 ) เช่น กำรกระตุ้นให้
เกิดปฏิกิริยำ oxidative burst ซึ่งส่งผลให้เกิดกำรกระตุ้นให้มีกำรเปลี่ยนแปลงของกระบวนทำง
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ชีวเคม ีโดยก่อให้เกิดกำรสะสมของ phytoalexins และโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับควำมต้ำนทำนของพืช 
(PR-proteins) เชน่ เอนไซม์ chitinase และเอนไซม์ ß-1,3-glucanase กำรชักน ำควำมต้ำนทำนของ
พืชที่เกิดจำกกำรกระตุ้นของเชื้อเป็นควำมสัมพันธ์ของเชื้อกับพืชอำศัย เปน็กระบวนกำรจดจ ำ 
(recognition) ของพืชต่อเชื้อ ส่งผลให้เกิดกำรเปลี่ยนแปลงประจุไฟฟ้ำ (ion fluxes exchange) ที่ชั้น
พลำสมำเมมเบรน ก่อให้เกิดกำรแตกตัวของออกซิเจนและมีกำรสร้ำง nitric oxide และสำรพวก 
reactive oxygen species (ROSs) ได้แก่ superoxide และ hydrogen peroxide ก่อให้เกิดกำรกระตุ้น
กำรเปลี่ยนแปลงโปรตีนปกป้องตนเองของพืช ประกอบด้วยเอนไซม์ MAPK superfamily kinase 
เอนไซม์ superoxide dismutase เอนไซม์ NADPH oxidase เอนไซม์ lipoxygenase เอนไซม์  
glucosyl transferase นอกจำกนี้ยังพบวำมีกำรสะสมของสำรตัวกลำงและเอนไซม์ของกระบวนกำร 
phenolic accumulation pathway ประกอบด้วยเอนไซม์ peroxidase เอนไซม์ polyphenol oxidase 
เอนไซม์ phenylalanine ammonia lyase สำร salicylic acid และสำร benzoic acid (Van Loon and 
Van Strien, 1999) ซึ่ง signal molecule จะสงสัญญำณตัวกลำงใหพืชเกิดควำมตำนทำนทั้งระบบ 
(systemic acquired resistance : SAR  และ induced systemic resistance : ISR) อย่ำงไรก็ตำมกลไกที่
เกี่ยวข้องโดยตรงต่อกำรปกป้องพืชจำกเชื้อโรค และกำรชักน ำภูมิต้ำนทำน แล้วยังมีผลโดยอ้อมต่อ
กำรชักน ำกำรเจริญเติบโตของพืชทั้งทำงสรีรวิทยำ และโมเลกุล โดยเชื้อแบคทีเรียส่งเสริมกำร
เจริญเติบโตด้วย นอกจำกนี้กลไกจะช่วยเพิ่มพูนกำรท ำหน้ำที่ของสำรควบคุมกำรเจริญเติบโตของ
พืช (growth regulators) ได้แก่ กำรกระตุ้นกำรสังเครำะห์สำรออกซิน ซึ่งเป็นสำรทุติยภูมิ 
(secondary metabolites) ยังมีรำยงำนพบในกลุ่ม Bacillus, Pseudomonas, Azotobacter, 
Burkholderia, Serratia Paenibacillus, Azospirillum และ Glucomacetobacter เชื้อเหล่ำนี้จะมี
ควำมสัมพันธ์แบบพึ่งพำอำศัยกันกับพืช สำมำรถเข้ำสู่รำกพืชได้โดยตรงและอ้อมแล้วไปมีผลต่อ
กำรกระตุ้นกระบวนกำร defense mechanisms ต่ำง ๆ ภำยในพืช (Suzuki et al., 2003) Somers et al., 
2005 ปัจจุบันมีรำยงำนว่ำแบคทีเรีย รำ และสำหร่ำยบำงชนิดสำมำรถสังเครำะห์ออกซินธรรมชำติ 
(indole-3-acetic acid : IAA) ชนิดเดียวกับออกซินที่พบในพืช (Kang et al., 2006; Mordukhova             
et al., 2000) ส่งผลให้ช่วยกระตุ้นกำรเจริญเติบโต และช่วยชักน ำให้พืชเกิดควำมต้ำนทำนต่อเชื้อ
สำเหตุโรคพืช โดยกำรกระตุ้นกลไกกำรปกป้องตนเองให้พืชเกิดควำมต้ำนทำนทั้งระบบ 
Buensanteai et al., 2008 และAraujo et al., 2005
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ปัจจัยท่ีเกี่ยวข้องต่อประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมโรคพืช 
  

กำรน ำเชื้อจุลินทรีย์จำกธรรมชำติมำใช้ในกำรควบคุมโรคพืชมีข้อจ ำกัดที่ต้องศึกษำ 
เน่ืองจำกเมื่อน ำจุลินทรีย์ไปใช้ในแปลงปลูกมีปัจจัยหลำยประกำรที่เกี่ยวข้องกับควำมส ำเร็จของกำร
ใช้ทั้งปัจจัยทำงกำยภำพและชีวภำพ กำรพัฒนำผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์จึงเป็นอีกขั้นตอนหรือ
กระบวนกำรส ำคัญที่จะสำมำรถส่งเสริมให้กำรน ำจุลินทรีย์สำยพันธุ์คุณภำพไปปรับใช้ในระบบ
กำรผลิตพืชได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ และมีคุณสมบัติในกำรลดและ/หรือชะลอกำรเจริญของเชื้อใน
สูตรผลิตภัณฑ์ และ/หรือกระตุ้นกำรเพิ่มปริมำณของผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ทันที ประกอบด้วยต้อง
รักษำหรือคงควำมมีชีวิตของเชื้อจุลินทรีย์ได้ ประสิทธิภำพของสูตรผลิตภัณฑ์ที่ดีจึงขึ้นอยู่กับปัจจัย
หลำยประกำรประกอบด้วย 

 
1)  ปัจจัยทำงด้ำนชนิดและโครงสร้ำงของเซลล์ที่มีควำมแตกต่ำงกันระหว่ำงแบคทีเรีย

ปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์  
2)  ควำมเข้ำกันได้ระหว่ำงสำรพำหรือสำรผสมกับแบคทีเรียปฏิปักษ์ซึ่งต้องไม่มีผลต่อผนัง

เซลล์ ไม่มีผลต่อกำรผลิตสำรที่เป็นประโยชน์และไม่ลดหรือท ำลำยประสิทธิภำพของจุลินทรีย์
ปฏิปักษ์ในกำรควบคุมโรค (Burges, 1998) 

3)  กลไกของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ในกำรควบคุมโรคในสภำพธรรมชำติ 
4)  กำรเลือกใช้วัสดุหรือผลิตภัณฑ์ธรรมชำติเป็นส่วนประกอบของอำหำรส ำหรับเพิ่ม

ปริมำณเซลล์และ/หรือพัฒนำสูตรส ำเร็จอยู่ในรูปที่สำมำรถจัดกำรไดง้่ำย เชน่ กำรเก็บรักษำและกำร
ขนส่ง 

 
การพัฒนาสูตรผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ 

 
กำรพัฒนำสูตรผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ (microbial formulation) คือ กำรน ำเชื้อจุลินทรีย์ที่มี

ประสิทธิภำพไปผสมกับวัสดหุรือส่วนประกอบอ่ืนๆ เช่น สำรอินทรีย์และ/หรืออนินทรีย์ที่ไม่มีผล
ต่อกำรมีชีวิตรอดและประสิทธิภำพของเชื้อ โดยมีวัตถุประสงค์หลักเพื่อรักษำควำมมีชีวิต                   
คงประสิทธิภำพ เพิ่มคุณภำพ และ ควำมง่ำยและสะดวกต่อกำรใช้ ทั้งนี้ส่วนผสมและอัตรำ
ส่วนผสมตลอดจนสภำพกำรเก็บรักษำ เป็นปัจจัยที่ส ำคัญในกำรรักษำ หรือยืดอำยุเซลล์ของ
เชื้อจุลินทรีย์ (Stein et al.,1996) กำรเก็บผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ที่ยังคงมีชีวิต จะต้องค ำนึงถึงกำรลด
กิจกรรมของเซลล์ และผลกระทบต่อคุณภำพของผลิตภัณฑ์ นอกจำกนี้กำรเก็บรักษำผลิตภัณฑ์ต้อง
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อยู่ในสภำพที่ปลอดเชื้อ ไม่มีกำรปนเปื้อนหรือกำรถ่ำยเทเข้ำออกของอำกำศตลอดจนไม่เกิดสภำพ
ควำมชื้นผันแปร ขั้นตอนกำรพัฒนำกำรผลิตสูตรผลิตภัณฑ์ จ ำเป็นต้องมีกำรศึกษำข้อมูลที่เกี่ยวข้อง
ในทุกขั้นตอนและต้องเป็นไปตำมขั้นตอน (อมรรัตน์, 2547)  ทั้งนี้ขั้นตอนและกระบวนกำรในกำร
พัฒนำผลิตภัณฑ์จะประกอบด้วย 

 
1. การคัดเลือกสายพันธุ์แบคทีเรียปฏิปักษ์เป้าหมาย 
 
 แบคทีเรียที่จะน ำมำพัฒนำเป็นสูตรส ำเร็จสำยพันธุ์เชื้อต้องผ่ำนกำรคัดเลือก และทดสอบ
ประสิทธิภำพที่ชัดเจนแล้ว ทั้งนี้ในระดับห้องปฏิบัติกำร เรือนทดลอง และสภำพไร่ มีกำรศึกษำ
รำยละเอียดเกี่ยวกับกำรเจริญและพัฒนำกำรในสภำพกำรใช้จริง และมีกำรยืนยันกำรไม่เป็นเชื้อ
สำเหตุโรคคนหรือด้วยวิธีกำรที่เป็นมำตรฐำนและยอมรับได้จำกหน่วยงำนที่เกี่ยวข้อง 
 
2. ส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการเพิ่มปริมาณเชื้อจุลินทรีย์ 
 

ส่วนประกอบของอำหำรและสภำวะกำรเลี้ยงเชื้อโดยทั่วไปจะประกอบด้วยแหล่งของธำตุ
อำหำร 3 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ให้พลังงำน ได้แก่ แหล่งคำร์บอน กลุ่มส่งเสริมประสิทธิภำพ ได้แก่ แหล่ง 
ไนโตรเจน และกลุ่มธำตุอำหำรต่ำงๆ ได้แก่ วิตำมิน และธำตุอำหำรต่ำง ๆ (สมใจ, 2550) 

 
      2.1)  แหล่งคำร์บอน (carbon source) ซึ่งเป็นแหล่งพลังงำนที่ส ำคัญต่อกำรเจริญเติบโต

และกำรด ำรงของจุลินทรีย์ พบว่ำ  โดยทั่วไป glucose จะเป็นแหล่งคำร์บอนที่ดีที่สุด ส ำหรับกำร
เจริญเตบิโตของจุลินทรีย์ แต่ในขณะเดียวกันก็ท ำให้เกิด carbon catabolite  refulation ซึ่งเป็น
ลักษณะที่กลูโคสมีผลขัดขวำงกำรสังเครำะห์สำรปฏิชีวนะ วิธีกำรแก้ปัญหำนี้ เช่น กำรใช้แหล่ง
คำร์บอนสองชนิดในอำหำรเลี้ยงเชื้อ หรือกำรใช้แหล่งคำร์บอนอ่ืนที่เหมำะสมส ำหรับกำรผลิตสำร
ปฏิชีวนะ (Iwai and Omura, 1982) จำกรำยงำนของ Sandrin et al., 1990 พบว่ำ กำรผลิตสำรร่วมกัน
ของสำรประเภท lipopeptide คือ surfactin และ Iturin A จำก Bacillus subtilis สำยพันธุ์ ATCC 
21332 ซึ่งเป็นสำรประกอบที่มีประสิทธิภำพยับยั้งเชื้อรำ แบคทีเรียสำมำรถผลิตสำร lipopeptide ได้
สูงในอำหำรเลี้ยงเชื้อสังเครำะห์ โดยสำรต้ังต้นที่ดี คือ L-amino acid ซึ่งเป็นลักษณะที่ amino acid 
หมุนในทิศทำงซ้ำยของแนวรำบแสงโพลำไรซ์ และใช้ sucrose, fructose และ glucose  เป็นแหล่ง
คำร์บอนได้ดี  พบว่ำผลผลิตที่ได้ของ surfactin 110 ml/liter/absorbance unit และ ปริมำณ Itruin A
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39 ml/liter/absorbance unit ดังนั้นชนิดของแหล่งคำร์บอนที่เหมำะสมต่อกำรผลิตสำรปฏิชีวนะจะ
ขึ้นอยู่ชนิดของจุลินทรีย์ และชนิดของสำรปฏิชีวนะที่ผลิต ซึ่งกำรใช้น้ ำตำลชนิดต่ำงๆ เป็นแหล่ง
คำร์บอน พบว่ำ น้ ำตำลชนิดที่จุลินทรีย์สำมำรถใช้ได้อย่ำงช้ำๆ จะให้ผลผลิตของสำรปฏิชีวนะสูง 
(Hu and Demain, 1979) กำรผลิตสำรปฏิชีวนะในอำหำรที่มีแหล่งคำร์บอนหลำยชนิด หรือที่อยู่ใน
รูปสำรประกอบเชิงซ้อน สำมำรถให้กำรผลิตสำรปฏิชีวนะได้มำกกว่ำกำรผลิตในอำหำรที่มีแหล่ง
คำร์บอนชนิดเดียวได้ เช่น กำรผลิตจำกอำหำรที่มีหรือร่วมกันเป็นแหล่งคำร์บอน จะให้ปริมำณกำร
ผลิตได้มำกกว่ำกำรใช้กลูโคสอย่ำงเดียว (Aldwin et al., 1990) 

 
2.2)  แหล่งไนโตรเจน (Nitroden source) กำรเปลี่ยนแปลงชนิด และควำมเข้มข้นของ

แหล่งไนโตรเจนมีผลต่อกำรผลิตสำรปฏิชีวนะ เนื่องจำกกำรผลิตสำรปฏิชีวนะมีกำรควบคุมโดย 
nitrogen metabolite ซึ่งกำรสังเครำะห์สำรปฏิชีวนะสำมำรถถูกกดกำรสร้ำงได้โดย แอมโมเนีย และ
ชนิดของแหล่งไนโตรเจนที่จุลินทรีย์ใช้ได้เร็ว แหล่งไนโตรเจนที่เหมำะสมจะขึ้นอยู่กับชนิดของ
จุลินทรีย์และสำรปฏิชีวนะ (Aharonowitz, 1980) นอกจำกนั้นกรดอะมิโนไนโตรเจนจะเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนที่ดีที่สุด และท ำให้จุลินทรีย์เจริญเติบโตได้ดี เช่น กำรผลิต gramicidin S พบว่ำจุลินทรีย์
ต้องกำรกรดอะมิโน 5 ชนิดเพื่อกำรเจริญเติบโต ขณะที่กำรเติม phenylalanine สำมำรถกระตุ้นกำร
ผลิต gramicidin S โดยท ำหน้ำที่เป็นสำรตั้งต้นเพื่อเปลี่ยนแปลงเป็น D- phenylalanine (Katz and 
Demain, 1977) 
 

2.3)  แหล่งธำตุอำหำร มีควำมส ำคัญ จึงจ ำเป็นต่อกำรเจริญของจุลินทรีย์และต้องเพิ่ม
ธำตุเหล่ำนี้ลงไปในอำหำรเลี้ยงเชื้อโดยตรง ดังนี้ 

 
(2.3.1) อนินทรีย์ฟอสเฟต (inorganic phosphate) ถ้ำอนินทรีย์ฟอสเฟตมำกใน

อำหำรเลี้ยงเชื้อจะเร่งกำรใช้แหล่งอำหำรคำร์บอน แหล่งอำหำรไนโตรเจนและขบวนกำรหำยใจ 
เป็นผลให้เกิดกำรเจริญดี แต่กำรผลิตสำรปฏิชีวนะจะลดลง (Weinberg, 1974) 

 
(2.3.2) ธำตุรองที่ต้องกำรในปริมำณน้อย (trace metals) โลหะหลำยชนิดจ ำเป็น

ส ำหรับสิ่งมีชีวิต เนื่องจำกเป็น Co-factor ในปฏิกิรยิำที่เกิดขึ้นโดยเอนไซม์ ได้แก่ Fe Co Mn Mg Zn 
Cr Cu และ Mo ส ำหรับ Mn Fe Zn และ Mg มักจะมีบทบำทส ำคัญในกำรผลิตสำร secondary 
metabolites (Weinberg, 1970)
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(2.3.3) เกลืออนินทรีย์ (inorganic salts) ที่นิยมใช้กันทั่วไป เพื่อเพิ่มสำรปฏิชีวนะ 
คือ sodium chloride โดย Okami et al. (1975) พบว่ำกำรผลิต aplasmomysin จำก Streptomyces จะ
ดีที่สุดเมื่อมี sodium chloride 1.0-3.0 เปอร์เซ็นต์ 

 
2.4)  ชนิดของสำรปกป้องเซลล์ (cell protestant) และสำรเพิ่มประสิทธิภำพที่ใช้พัฒนำ

ผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ 
 

กำรพัฒนำกำรผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์โดยท ำไปมีเป้ำหมำยหลัก 2 ประกำรคือ คง
ควำมมีชีวิตของจุลินทรีย์ปฏิปักษ์เหล่ำนี้ และกำรเสริมหรือกระตุ้นกลไกของจุลินทรีย์ เมื่อมีกำรใช้
ในสภำพแวดล้อม ดังนั้นกำรพัฒนำผลิตภัณฑ์จึงต้องควรเลือกสำรที่มีประสิทธิภำพประกอบด้วย 
 

2.4.1)  สำรพำ (carrier)  
 

สำมำรถแบ่งเป็นสำรอินทรีย์ เช่น vermiculite  clay  calcium sulphate และ 
mineral soil และสำรอินทรีย์ เช่น น ำมันพืช ขี้เลื่อย ร ำข้ำวสำลี เป็นต้น โดยทั่วไปสำรพำมีลักษณะ
เป็นสำรเฉื่อย และท ำหน้ำที่เป็นตัวพำเชื้อจุลินทรีย์ให้กระจำยตัวอย่ำงทั่วถึงเมื่อน ำสูตรส ำเร็จไปใช้
งำน สำรพำที่เป็นแหล่งอำหำรที่ดีของจุลินทรีย์ จำกกำรทดลองของ Fravel et al.(1995) พบว่ำ
สำรอินทรีย์ เช่น ข้ำวโพด กำกถั่วเหลือง ร ำข้ำวสำลี จะมีอัตรำส่วนระหว่ำงคำร์บอนต่อไนโตรเจน
แตกต่ำงกัน เท่ำกับ 96.6, 25.4 และ 21.1 ตำมล ำดับ ซึ่งมีผลต่อกำรด ำรงชีวิตรอดของเชื้อหลังกำรท ำ
แห้งและพบว่ำในกำรผลิตสูตรส ำเร็จ เชื้อ Talaromyces flavus เมื่อใช้ซังข้ำวโพดสำรพำปริมำณเชื้อ
รอดชีวิตสูงกว่ำเมื่อใช้กำกถั่วเหลืองหรือร ำข้ำวสำลี หฤษฎ ์(2551) รำยงำนว่ำกำรพัฒนำแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์เพื่อเป็นผลิตภัณฑ์ชีวภำพ โดยแบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท CMs026 และ PAOs044 ใช้สำร
พำ 4 ชนิดคือ dolomite  talcum powder hyflo supercell และ diatomaceous earth พบว่ำสำรพำชนิด 
dolomite มีคุณสมบัติเหมำะสมในกำรใช้ผลิตเป็นผลิตภัณฑ์ชีวภำพ  

 
2.4.2)  สำรเสริมประสิทธิภำพ (Adjuvant) 

        
ในกระบวนผลิตภัณฑ์มีกำรเติมสำรเสริมประสิทธิภำพเซลล์เพื่อป้องกันปฏิกิริยำ

ของโปรตีนและเซลล์สิ่งมีชีวิต เช่นกำรใช้ alpha-trehalose-borate เพื่อป้องกัน Lactobacillus 
acidophilus ในระหว่ำงกระบวนกำรท ำผลิตแบบแช่แข็งโดย trehalose มีประสิทธิภำพเป็นสำร
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ป้องกันเซลล์ที่ดีนิยมใช้ในอุตสำหกรรม นอกจำกนี้ borate ช่วยป้องกันเอนไซม์จำกกำรถูกท ำลำย
และเพิ่มประสิทธิภำพให้แก่ trehalose จำกรำยงำน Abadias et al. (2001) ศึกษำกำรเติมหำงนม 10 
เปอร์เซ็นต์ เพื่อเป็นสำรป้องกันเซลล์ในกระบวนกำรท ำแห้งที่อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส มีผลต่อ
กำรมีชีวิตรอดของเชื้อยีสต์ Candida sake โดยช่วยให้เชื้อมีชีวิตรอด 28.9 เปอร์เซ็นต์ 

 
2.5)  สภำพของกำรเลี้ยงเชื้อที่ส ำคัญในกำรผลิตสำร secondary metabolites ขึ้นอยู่กับ

ปัจจัยต่ำง ๆ ดังนี้ 
 

2.5.1)  ควำมเป็นกรด-ด่ำงในอำหำร ซึ่งจะมีผลต่อกำรเจริญ และกำรผลิตสำรปฏิชีวนะ 
กำรรักษำสภำพควำมเป็นกรด-ด่ำงในอำหำร ท ำได้โดยกำรเติมสำรเคมีที่เป็น buffering agent เช่น  
CaCO3 K2HPO4 หรือ NaHCO3 (Iwai et al., 1973)  

 
2.5.2)  ระดับของอุณหภูมิ โดยทั่วไปอุณหภูมิที่เหมำะสมในกำรผลิตสำรปฏิชีวนะจะ

คงที่ที่อุณหภูมิหนึ่งต้ังแต่เร่ิมต้นจนสิ้นสุด แต่อุณหภูมิของกำรเจริญจะผันแปรในช่วงกว้ำง (Iwai 
and Omura, 1982) 
 

2.5.3)  ปริมำณของออกซิเจน จุลินทรีย์ที่สำมำรถผลิตสำรปฏิชีวนะได้ ส่วนมำก
ต้องกำรออกซิเจนในกำรเจริญ ปริมำณออกซิเจนที่ละลำยในน้ ำนั้นต่ ำมำก จึงจ ำเป็นต้องมีกำรให้
อำกำศในอำหำรเหลวที่ใช้ส ำหรับกำรผลิตสำรปฏิชีวนะ (Tuffile and Pinho, 1970) 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
 
1.  สายพันธุ์เชื้อสาเหตุโรคใบจุดนูน และแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
 

1.1  แหล่งที่มำของเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูน และแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
 

น ำเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis pv. glycines สำยพันธุ์ No.12-2 สำเหตุโรค
ใบจุดนูนและแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์คุณภำพของภำควิชำโรคพืชจ ำนวน 4 สำยพันธุ์ คือ 
Bacillus amyloliquefaciens KPS46,  Paenibacillus pabuli SW01/4,  Serratia marcescens SPt360 
และ Pseudomonas fluorescens SP007s จำกตู้เก็บรวบรวมเชื้อ (culture collection) ภำควิชำโรคพืช 
คณะเกษตร มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ ที่เก็บด้วยกลีเซลรอลควำมเข้มข้น 40 เปอร์เซ็นต์ ภำยใต้
อุณหภูมิต่ ำ -20 องศำเซลเซียส โดยน ำเชื้อทั้งหมดแต่ละสำยพันธุ์มำท ำกำรเลี้ยงบนอำหำร nutrient 
agar (NA) โดยวิธี cross streak บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง นำน 24-48 ชั่วโมง ท ำกำร subculture ซ้ ำ 1-2 
คร้ังเพื่อให้ได้เชื้อบริสุทธิ์ ศึกษำลักษณะสัณฐำนวิทยำของโคโลนีที่เจริญบนอำหำรเพื่อยืนยันขั้นต้น
ว่ำเป็นแบคทีเรียสำเหตุโรค และแบคทีเรียปฏิปักษ์เป้ำหมำย ก่อนน ำไปทดสอบคุณสมบัติเพื่อยืนยัน
สำยพันธุ์ต่อไป  

 
1.2  กำรศึกษำคุณสมบัติทำงสัณฐำนวิทยำ สรีรวิทยำ และชีวเคมีบำงประกำรเพื่อกำร

จ ำแนกสำยพันธุ์ 
 

1.2.1  กำรศึกษำลักษณะโคโลนีบนอำหำรเลี้ยงเชื้อ  
 

น ำเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบจุดนูน และแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ได้จำกข้อ 1.1 มำ
ทดสอบเลี้ยงบนอำหำรเลี้ยงเชื้อ โดยเลี้ยงเชื้อ X. axonopodis pv. glycines บนอำหำร yeast extract 
dextrose calcium carbonate agar (YDCA) และบนอำหำร NA เพื่อศึกษำลักษณะโคโลนีที่เจริญบน
ผิวหน้ำอำหำร  

 
และท ำกำรทดสอบคุณสมบัติกำรต้ำนทำนต่อสำรปฏิชีวนะของเชื้อแบคทีเรีย

แต่ละสำยพันธุ์เพื่อใช้เป็นเคร่ืองหมำยติดตำมเชื้อ (antibiotic marker) เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละ
สำยพันธุ์บนอำหำร NA ที่ผสมสำรปฏิชีวนะชนิดต่ำง ๆ และควำมเข้มข้นต่ำง ๆ ได้แก่ tetracycline,
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streptomycin, amplicilin และ rifampicin ที่ควำมเข้มข้นต่ำง ๆ โดยเร่ิมที่ควำมเข้มข้นต่ ำสุดที่ 5 µg/
มิลลิลิตร และเมื่อเจริญได้จะท ำกำรย้ำยไปทดสอบต่อบนอำหำรที่ผสมสำรปฏิชีวนะแต่ละชนิดที่
เพิ่มระดับควำมเข้มข้นของสำรเป็น 10, 20, 30, 50, 100 และ 150 µg/มิลลิลิตร ท ำกำร subculture 
เชื้อ เลี้ยงซ้ ำบนอำหำรที่ผสมสำรปฏิชีวนะที่ควำมเข้มข้นสูงสุดที่เชื้อสำมำรถเจริญได้ 2-3 คร้ัง และ
น ำไปทดสอบประสิทธิภำพในกำรควบคุมโรคในระดับห้องปฏิบัติกำรเปรียบเทียบกับสำยพันธุ์ 
wildtype 

  
1.2.2  กำรทดสอบคุณสมบัติกำรติดสีแกรม และคุณสมบัติทำงชีวเคมีบำงประกำร 
 

น ำเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรค และแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้งหมดมำทดสอบ
คุณสมบัติกำรติดสี (Gram’s stain) และรูปร่ำงเซลล์ ตำมวิธีกำรของ Schaad (1988) โดยเลี้ยงเชื้อ         
X. axonopodis pv. glycines และแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 4 สำยพันธุ์ได้แก่ B. amyloliquefaciens 
KPS46,  P.  pabuli SW01/4,  S. marcescens SPt360 และ P. fluorescens SP007s บนอำหำรแข็ง 
NA เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง จำกนั้นใช้ loop แตะโคโลนีเดี่ยวของเชื้อมำกระจำย (smear) ลงบนแผ่น
กระจกสไลด์ที่ผ่ำนกำรลนไฟฆ่ำเชื้อและท ำลำยครำบมันแล้ว fixed เซลล์ ด้วยกำรลนผ่ำนเปลวไฟ
ประมำณ 1-2 คร้ัง จำกนั้นหยดสำร Crystal violet ให้ทั่วบริเวณรอย smear ปล่อยทิ้งไว้ 1 นำที เท
สำรละลำยไอโอดีนทิ้งแล้วล้ำงออกด้วยแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ 10 วินำที ตำมด้วยน้ ำกลั่น 
หลังจำกนั้นหยดสำร Safanin-O บริเวณที่เกลี่ยเชื้อทิ้งไว้ประมำณ 15-30 วินำที ล้ำงด้วยน้ ำกลั่น ซับ
ให้แห้ง น ำไปส่องภำยใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงที่ก ำลัง 1,000 เท่ำ บันทึกผลกำรติดสีแกรม
ลักษณะรูปร่ำง และกำรเรียงตัวของเซลล์ ถ้ำติดสีม่วงของ Crystal violet จะเป็นแกรมบวก แต่ถ้ำติด
สีแดงของ Safanin-O จะเป็นแกรมลบ  

 
ส ำหรับคุณสมบัติทำงชีวเคมีกรณีเชื้อ X. axonopodis pv. glycines ทดสอบโดย

กำรเร่ิมต้นเลี้ยงเชื้อบนอำหำร NA อำยุ 24-36 ชั่วโมง น ำมำทดสอบคุณสมบัติทำงชีวเคมี ได้แก่ กำร
ใช้ออกซิเจน กำรเกิดปฏิกิริยำ catalase, indole production, nitrate reduce to nitrite, urea hydrolysis, 
starch hydrolysis, levan formation, lipolytic activity test (Tween 80), citrate utilization และ 
gelatin hydrolysis (Gerhardt, 1981) รวมทั้งคุณสมบัติกำรท ำปฏิกิริยำกำรเกิดกรดกับน้ ำตำลชนิด
ต่ำง ๆ คือ cellobiose, fructose, glucose, dextrose, mannitol, sorbitol, maltose และ dulsitol 
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ส ำหรับกำรทดสอบคุณสมบัติทำงชีวเคมีของแบคทีเรียปฏิปักษ์ คือกำรทดสอบ
กำรใช้ออกซิเจน กำรเกิดปฏิกิริยำ catalase production, motility, starch hydrolysis, levan formation, 
lipolytic activity test (Tween 80), salt tolerance, endospore forming, potato soft rot, citrate 
utilization, gelatin hydrolysis และoxidase test (Gerhardt, 1981) น ำข้อมูลที่ได้จำกกำรทดสอบ
ข้ำงต้นทั้งในลักษณะกำรติดสีแกรมคุณสมบัติทำงชีวเคมีของเชื้อเปรียบเทียบกับข้อมูลเฉพำะของ
สำยพันธุ์ที่มีรำยงำน เพื่อใช้ประกอบกำรยืนยันสำยพันธุ์ 

 
1.2.3  กำรทดสอบกำรเป็นเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคพืช และควำมสำมำรถในกำรก่อ

โรคของเชื้อ X. axonopodis pv. glycines  
 

1.2.3.1  กำรทดสอบปฏิกิริยำตอบสนองอย่ำงเฉียบพลันบนใบยำสูบ  
 

เตรียม cell-suspension ของเชื้อ X. axonopodis pv. glycines สำเหตุ
โรคใบจุดนูนอำยุ 24 ชั่วโมง ที่เลี้ยงในอำหำรเหลว nutrient broth (NB) โดยน ำมำเจือจำงด้วยน้ ำ
กลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ และปรับควำมขุ่นด้วยเคร่ือง spectrophotometer ให้มีค่ำ optical density (O.D.) 
เท่ำกับ 0.2 ที่ควำมยำวคลื่น 600 นำโนเมตร (มีปริมำณ cell-suspension ประมำณ 108 cfu/มิลลิลิตร) 
จำกนั้นใช้กระบอกฉีดยำแบบพลำสติกขนำดเล็ก (1-2 มิลลิลิตร) ที่ปลอดเชื้อ ดูด suspension ของ
เชื้อ X. axonopodis pv. glycines ที่เตรียมประมำณ 1 มิลลิลติร ไล่ฟองอำกำศออก ฉีด (infiltrate) เข้ำ
สู่เน้ือใบของยำสูบ (Nicotina tabacum) อย่ำงช้ำ ๆ ด้ำนใต้ใบโดยไม่ใส่เข็มฉีดยำ ใบยำสูบจะมี
ลักษณะชุ่มน้ ำ หลังจำกนั้นประมำณ 30 นำที ใบยำสูบจะกลับสู่สภำพปกติ บันทึกผลโดยถ้ำเป็นเชื้อ
สำเหตุโรคพืชจะเกิดอำกำรตำยของเซลล์บนใบยำสูบ (necrotic lesion) ท ำให้เห็นเป็นแผลสีน้ ำตำล
รอบบริเวณที่ฉีดเชื้อภำยในระยะเวลำ 24-48 ชั่วโมง หลังฉีด cell-suspension เชื้อสำเหตุโรค 

 
1.2.3.2  กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรก่อให้เกิดโรคบนถั่วเหลือง 
 

น ำ cell-suspension เชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv. glycines ที่เตรียม
เช่นเดียวกับวิธีข้ำงต้นตำมข้อ 1.2.3.1 มำทดสอบควำมสำมำรถในกำรก่อให้เกิดโรค โดยปลูกเชื้อลง
บนต้นถั่วเหลืองฝักสดสำยพันธุ์อ่อนแอ (No.75) โดยพ่น cell-suspension ที่ควำมเข้มข้นเท่ำกับ 0.2 
O.D. (ประมำณ 108cfu/มิลลลิิตร) ผสมสำรเสริมประสิทธิภำพในกำรยิดติดใบ (0.1 เปอร์เซ็นต์ 
tension) พ่นลงบนต้นถั่วเหลืองอำยุ 30 วัน ที่ปลูกในกระถำงขนำด 8 นิ้ว ด้วยเคร่ืองพ่นมือ (hand 
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spray) 20 มิลลิลิตร/ต้น เก็บรักษำต้นพืชทดสอบในสภำพอุณหภูมิปกติ โดยให้ควำมชื้นสูงเป็นเวลำ 
48 ชั่วโมง และคลุมด้วยถุงพลำสติก ตรวจสอบลักษณะอำกำรโรค และควำมรุนแรง หลังจำกปลูก
เชื้อ 7 วัน  

 
 2. ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคใบจุดนูนใน
ห้องปฏิบัติการ 
 

เลี้ยงเชื้อแยกกันระหว่ำง X. axonopodis pv. glycines และแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์
คือ B. amyloliquefaciens KPS46,  P.  pabuli SW01/4,  S. marcescens SPt360 และ P. fluorescens 
SP007s ในอำหำรเหลว NB ปริมำตร 20 มิลลิลิตร บนเคร่ืองเขย่ำ 150 รอบ/นำที เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง 
ปรับค่ำควำมขุ่นของ suspension เชื้อทั้งสองด้วยน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อให้มีค่ำเท่ำกับ 0.2 O.D. ที่ควำม
ยำวคลื่น 600 นำโนเมตร ด้วยเครื่อง spectrophotometer ใช้ micropipette ดูด suspension เชื้อสำเหตุ
โรคที่เตรียมไว้ปริมำตร 1 มิลลิลิตร ผสมลงในขวดที่บรรจุอำหำร NA ที่หลอมอุณหภูมิประมำณ 45 
องศำเซลเซียส 20 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ำกันและเทลงในจำนเลี้ยงเชื้อที่ปลอดเชื้อปล่อยทิ้งไว้ให้
ผิวหน้ำอำหำรแห้งประมำณ 2-3 ชั่วโมง ใช้ micropipette ดูด cell-suspension แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่
เตรียมข้ำงต้นปริมำตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนกระดำษกรองกลมเบอร์ 1 (paper disc) ขนำด
เส้นผ่ำศูนย์กลำง 5 มิลลิเมตรที่อบฆ่ำเชื้อแล้ว วำงกระดำษกรองลงบนจำนอำหำรเลี้ยงเชื้อที่มีอำหำร 
NA ผสมเชื้อสำเหตุโรคที่เตรียมไว้ข้ำงต้นจำนละ 4 ชิ้น บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง ตรวจสอบบริเวณใส 
(clear inhibition zone) รอบแผ่นกระดำษหลังปลูกเชื้อไปแล้ว 48 ชั่วโมง เปรียบเทียบควำมกว้ำง
ของบริเวณยับยั้งของแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์ที่มคีวำมสำมำรถในกำรควบคุมเชื้อ 
X.axonopodis pv. glycines ตำมสมกำรต่อไปนี ้ 

 
บรเิวณยับยั้ง (เซนติเมตร) = ควำมกว้ำงบริเวณยับยั้งทั้งหมด – ควำมกว้ำงของโคโลนี 

                                                        2 
 
3.  การศึกษาการเจริญร่วมกันของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่างสายพันธุ์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ และ
ประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของถั่วเหลืองฝักสด และการยับยั้งเชื้อโรคใบจุดนูน 
 

3.1  กำรศึกษำอัตรำกำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุใ์นอำหำรเหลว
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ย้ำยเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์ที่เจริญบนอำหำร NA อำยุ 24 ชั่วโมง จ ำนวน 
1 โคโลนีลงในอำหำรเหลว NB ปริมำตร 20 มิลลิลิตรที่บรรจุอยู่ใน flask ขนำด 50 มิลลิลิตร เลี้ยง
เชื้อเขย่ำเพื่อเพิ่มอำกำศที่ควำมเร็ว 150 รอบ/นำที บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง (28-30 องศำเซลเซียส) เป็น
เวลำนำน 16 ชั่วโมง ปรับควำมขุ่นให้ได้เท่ำกับ 0.2 O.D. ที่ควำมยำวคลื่น 600 นำโนเมตร ใช้ 
micropipette ดูด cell-suspension ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ดังกล่ำวปริมำตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงใน 
flask ขนำด 250 มิลลิลิตร ที่มีอำหำรเลี้ยงเชื้อ NB ปริมำตร 100 มิลลิลิตร บ่มเชื้อในสภำพ
อุณหภูมิห้องบนเคร่ืองเขย่ำควำมเร็ว 150 รอบ/นำที น ำ cell-suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละ
สำยพันธุ์ที่เลี้ยงในอำหำรเหลว NB ที่ 0, 6, 12, 24, 48, 60, 72, 84 และ 96 ชั่วโมง มำท ำกำร
ตรวจสอบจ ำนวนประชำกรเชื้อด้วยวิธี dilution plate count โดยดูด cell-suspension เชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์มำเจือจำงด้วยน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อที่ระดับ 10-7, 10-8 และ 10-9 เท่ำ ดูด cell- suspension ที่ได้
ปริมำตร 100 ไมโครลิตร หยดลงบนอำหำร NA ที่ผสมสำรปฏิชีวนะชนิดต่ำง ๆ ที่แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์ต้ำนทำนได้จำกกำรศึกษำในข้อ 1.2 (ตำรำงที่ 1) กระจำยให้ทั่วผิวหน้ำ
อำหำร บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้องนำน 48 ชั่วโมง ตรวจนับจ ำนวนโคโลนีที่เจริญบนอำหำรและน ำมำ
ค ำนวณเป็นค่ำ cfu/มิลลิลิตร  
 
 3.2  กำรศึกษำกำรเจริญร่วมกันของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์บนอำหำรแข็ง 
 

 3.2.1  กำรทดสอบด้วยวิธี dual culture  
 
เตรียม cell-suspension แบคทีเรียปฏิปักษ์ทุกสำยพันธุ์ ไดแ้ก่                                

B. amyloliquefaciens KPS46,  P. pabuli SW01/4,  S. marcescens SPt360 และ P. fluorescens 
SP007s โดยน ำเชื้อที่เลี้ยงในอำหำรเหลว NB ปริมำตร 5 มิลลิลิตร บนเคร่ืองเขย่ำ 150 รอบ/นำที 
นำน 24 ชั่วโมง เตรียมเป็น cell-suspension โดยปรับควำมขุ่นให้มีค่ำเท่ำกับ 0.2 O.D. ที่ควำมยำว
คลื่น 600 นำโนเมตร ด้วยเคร่ือง spectrophotometer และใช้ loop ปลอดเชื้อจุ่ม cell-suspension เชื้อ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์ขีดเป็นแนวตรงบนผิวอำหำรเลี้ยงเชื้อในลักษณะคู่ขนำน โดยมี
ระยะห่ำงของรอยขีดเชื้อทดสอบคู่ขนำน 1 เซนติเมตร บ่มเชื้อไว้ในสภำพอุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 24-
48 ชั่วโมง ประเมินลักษณะกำรเจริญของแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่เป็นคูข่นำนกันในจำนเลี้ยงเชื้อเพื่อ
ประเมินแนวโน้มกำรเจริญร่วมกันได้  
 

3.2.2  กำรทดสอบด้วยวิธี agar diffusion
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ใช้ micropipette ดูด cell-suspension แบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์ที่ปรับค่ำ
ควำมขุ่นเท่ำกับ 0.2 O.D. ปริมำตร 1 มิลลิลิตร ผสมลงในขวดบรรจุอำหำร NA ปริมำตร 20 
มิลลิลิตร (แยกแต่ละเชื้อ) ที่หลอมเหลวมีอุณหภูมิประมำณ 45 องศำเซลเซียส ผสมให้เข้ำกันและเท
ลงในจำนอำหำรเลี้ยงเชื้อที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื้อแล้ว ทิ้งไว้ให้ผิวหน้ำอำหำรแห้ง จำกนั้นใช้ cork borer 
ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 0.5 เซนติเมตร เจำะหลุมบนผิวหน้ำอำหำรจ ำนวน 4 จุด จำกนั้นใช้ 
micropipette ดูด cell-suspension ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ทดสอบต่ำงสำยพันธุ์ที่เตรียมตำมขั้นตอน
ข้ำงต้นปริมำตร 30 ไมโครลิตร หยดลงในหลุมที่เตรียมแต่ละหลุม บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 
48 ชั่วโมง ประเมินควำมสำมำรถในกำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์ที่อยู่ในหลุม
กับเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ผสมในอำหำรทดสอบโดยเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่ใช้น้ ำกลั่น
นึ่งฆ่ำเชื้อหยดลงในหลุมทดสอบแทน   
 

3.2.3  กำรทดสอบด้วยวิธี paper disc diffusion  
 

เลี้ยงเชื้อแยกกันระหว่ำงแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์ในอำหำรเหลว NB 
ปริมำตร 5 มิลลิลิตร บนเคร่ืองเขย่ำ 150 รอบ/นำที เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง โดยเตรียม cell-suspension 
เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์เช่นเดียวกับวิธีกำรข้อ 3.2.1 ดูด cell-suspension เชื้อแต่ละสำยพันธุ์ 1 
มิลลิลิตร เติมลงในอำหำร NA ที่หลอมเหลวอุณหภูมิประมำณ 45 องศำเซลเซียส ปริมำตร 20 
มิลลิลิตร ปล่อยให้ผิวหน้ำอำหำรแห้ง ใช้ micropipette ดูด cell-suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์
ต่ำงสำยพันธุ์ที่เตรียมข้ำงต้นปริมำตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนกระดำษกรองกลมเบอร์ 1 (paper 
disc) ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง 5 มิลลิเมตร ที่อบฆ่ำเชื้อแล้ว ใช้คีมคีบ (forceps) คีบกระดำษกรองที่มี
เชื้อปฏิปักษ์วำงลงบนจำนอำหำร NA ทดสอบให้มีระยะห่ำงกันประมำณ 1 เซนติเมตร บ่มเชื้อที่
อุณหภูมิห้อง ประเมินลักษณะกำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละคู่ทดสอบ  
 

3.3  กำรศึกษำกำรเจริญร่วมกันของเแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์ในอำหำรเหลว และ
ประสิทธิภำพกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูน 
 

3.3.1  กำรเตรียมแบคทีเรียปฏิปักษ์และกำรทดสอบกำรเจริญร่วมกันในอำหำรเหลว 
 

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ต่ำง ๆ คือ B. amyloliquefaciens KPS46,                
P. pabuli SW01/4, S. marcescens SPt360 และ P. fluorescens SP007s มำเลี้ยงบนอำหำร NA ที่
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ผสมสำรปฏิชีวนะที่เชื้อแต่ละชนิดสำมำรถต้ำนทำนได้ จำกกำรทดสอบในข้อ 1.2.1 และบ่มเชื้อที่
สภำพอุณหภูมิห้อง (28-30  องศำเซลเซียส) นำน 24 ชั่วโมง และย้ำยเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์จ ำนวน 1 
loop  มำแยกเลี้ยงในอำหำรเหลว NB ปริมำตร 5 มิลลิลิตร บ่มเชื้อบนเคร่ืองเขย่ำ 150 รอบ/นำที นำน 
16-18 ชั่วโมง ปรับควำมเข้มข้นของ cell- suspension เท่ำกับ 0.2 O.D. (107 - 108cfu/มิลลิลิตร) ตำม
วิธีกำรในข้อ 3.1 จำกนั้นใช้  micropipette ปลอดเชื้อดูด cell- suspension ของเชื้อแต่ละสำยพันธุ์เพื่อ
ทดสอบควำมสำมำรถในกำรเจริญร่วมกันในลักษณะ คู่ผสม 2 สำยพันธุ์ ผสม 3 สำยพันธุ์ และผสม 
4 สำยพันธุ์ เปรียบเทียบกับกำรเลี้ยงเชื้อแบบเด่ียว กำรผสมเชื้อเพื่อเลี้ยงร่วมกัน ปฏิบัติโดยกำรผสม
ในอัตรำส่วนที่แตกต่ำงกันคือ 1:1, 1:1:1 และ 1:1:1:1 ในกำรเลี้ยงผสมแบบคู่ผสม 2 เชื้อ 3 เชื้อ และ 
4 เชื้อ ตำมล ำดับ (ตำรำงที่ 1) อัตรำกำรผสมเชื้อเร่ิมต้นจะผสมใน microtube ในปริมำณรวม 1 
มิลลิลิตร และน ำไปผสมลงในอำหำรเหลว NB ปริมำตร 100 มิลลิลิตร ที่บรรจุใน flask ขนำด 250 
มิลลิลิตร บ่มเชื้อบนเคร่ืองเขย่ำที่ควำมเร็ว 150 รอบ/นำที ที่อุณหภูมิห้อง (28-30 องศำเซลเซียส) 
นำน 24 ชั่วโมง ตรวจสอบจ ำนวนประชำกรเชื้อแบคทีเรียแต่ละสำยพันธุ์ที่เลี้ยงด้วยกรรมวิธีผสม
หลำยสำยพันธุ์และแบบเดี่ยวด้วยวิธี dilution plate count โดยดูด cell-suspension เชื้อจำก flask เลี้ยง
เชื้อแต่ละ flask ปริมำตร 1 มิลลิลิตร มำเจือจำงด้วยน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อที่ 3 ระดับกำรเจือจำงคือ 10-7 
10-8 และ  10-9 เท่ำ จำกนั้นดูด cell-suspension ที่ได้ปริมำตร 100 ไมโครลิตร หยดลงบนอำหำร NA 
ที่ผสมสำรปฏิชีวนะที่เชื้อแต่ละชนิดต้ำนทำนได้ กระจำย (spread) ให้ทั่วผิวหน้ำอำหำร บ่มเชื้อที่
อุณหภูมิห้องนำน 48 ชั่วโมง ตรวจนับจ ำนวนโคโลนีเชื้อที่เจริญบนอำหำรและน ำมำค ำนวณเป็นค่ำ 
cfu/มิลลิลิตร เปรียบเทียบจ ำนวนโคโลนีของเชื้อแต่ละสำยพันธุ์ที่เจริญบนอำหำร ทั้งวิธีกำรเลี้ยง
แบบเดี่ยวและแบบผสม เปรียบเทียบสภำวะกำรเลี้ยงแต่ละกรรมวิธี
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ตารางท่ี 1  อัตรำส่วนกำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบสำยพันธุ์เด่ียวและแบบผสมหลำยสำยพันธุ์
ในอำหำรเหลว NB  

 
คู่ผสมที่ สำยพันธุ์เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์1/ อัตรำส่วนผสม2/ (v/v) 

1 KPS46 1 
2 SP007s 1 
3 SW01/4 1 
4 SPt360 1 
5 KPS46+SP007s 1:1 
6 KPS46+SW01/4 1:1 
7 KPS46+SPt360 1:1 
8 SP007s+SW01/4 1:1 
9 SP007s+SPt360 1:1 

10 SW01/4+SPt360 1:1 
11 KPS46+SP007s+SW01/4 1:1:1 
12 KPS46+SP007s+SPt360 1:1:1 
13 SP007s+SW01/4+SPt360 1:1:1 
14 KPS46+SPt360+SW01/4 1:1:1 
15 KPS46+SP007s+SW01/4+SPt360 1:1:1:1 

 

1/ สำยพันธุ์เชื้อปฏิปักษ์ KPS46 = B. amyloliquefaciens, SW01/4 = P. pabuli, SPt360 = S. 
marcescens และ SP007s = P. fluorescens  
2/cell suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ปรับค่ำควำมขุ่นเท่ำกับ 0.2 O.D. (~107 – 108 cfu/ 
มิลลิลิตร) ส่วนผสมจะมีปริมำตรสุดท้ำยเท่ำกับ 1 มิลลิลิตร ในหลอด microtube
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3.3.2  กำรทดสอบประสิทธิภำพของแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบผสมหลำยสำยพันธุ์ในกำร
ยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูน 
 

คัดเลือกคู่ผสมและอัตรำส่วนผสมแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์ที่สำมำรถ
เจริญร่วมกันได้ตำมวิธีกำรข้อ 3.3.1 มำทดสอบประสิทธิภำพในกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูน
ในสภำพห้องปฏิบัติกำรโดยเลี้ยงเชื้อแยกกันระหว่ำง X. axonopodis pv. glycines และเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์สำยพันธุ์คู่ผสมแบบ 2 สำยพันธุ์ ผสม 3 สำยพันธุ์ และผสม 4 สำยพันธุ์ เปรียบเทียบกับกำร
เลี้ยงเชื้อแต่ละสำยพันธุ์แบบเดี่ยว โดยผสมในอัตรำส่วนที่แตกต่ำงกันดังรำยละเอียดในตำรำงที่ 1 
ในอำหำรเหลว NB ปริมำตร 100 มิลลิลิตร บ่มเชื้อบนเคร่ืองเขย่ำ 150 รอบ/นำที บ่มเชื้อเป็นเวลำ 24 
ชั่วโมง จำกนั้นน ำ cell-suspension เชื้อที่เลี้ยงแต่ละลักษณะมำปรับค่ำควำมขุ่นด้วยน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ
ให้มีค่ำเทำ่กับ 0.2 O.D. จำกนั้นใช้ micropipette ดูด cell- suspension เชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนที่
เตรียมไว้ปริมำตร 1 มิลลิลิตร ผสมลงในขวดที่บรรจุอำหำร NA ที่หลอมอุณหภูมิประมำณ 45 องศำ
เซลเซียส 20 มิลลลิิตร ผสมให้เข้ำกันและเทลงในจำนเลี้ยงเชื้อที่ปลอดเชื้อปล่อยทิ้งไว้ให้ผิวหน้ำ
อำหำรแห้งประมำณ 2-3 ชั่วโมง ใช้ micropipette ดูด suspension แบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์คู่ผสม 
และสำยพันธุ์เด่ียวที่เตรียมไว้ข้ำงต้นปริมำตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนกระดำษกรองกลมเบอร์ 1 
(paper disc) ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง 5 มิลลิเมตรที่อบฆ่ำเชื้อแล้ว วำงกระดำษกรองลงบนจำนอำหำร
เลี้ยงเชื้อที่มีอำหำร NA ผสมเชื้อสำเหตุโรคที่เตรียมไว้จำนละ 4 ชิ้น บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 48 
ชั่วโมง ตรวจสอบบริเวณใส (clear inhibition zone) รอบแผ่นกระดำษกรอง เปรียบเทียบควำมกว้ำง
ของบริเวณยับยั้งของแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์แบบเดี่ยวและแบบผสมที่มีควำมสำมำรถใน
กำรควบคุมเชื้อโรคเป้ำหมำย  
 
 3.4  กำรทดสอบประสิทธิภำพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบผสมหลำยสำยพันธุ์ ในกำร
ส่งเสริมกำรเจริญเติบโตถั่วเหลืองฝักสดและกำรวิเครำะห์ปริมำณสำร indole -3- acetic acid (IAA)  
 

3.4.1  กำรศึกษำประสิทธิภำพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ในกำรส่งเสริมกำร
เจริญเติบโตของถั่วเหลืองฝักสด 

 
เตรียม cell-suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ต่ำง ๆ ตำมวิธีกำรในข้อ 

3.3.2 ใช้แบบเชื้อเดี่ยวและแบบผสมโดยผสมในอัตรำส่วนที่แตกต่ำงกันดังรำยละเอียดในตำรำงที่ 1
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จำกนั้นน ำ cell-suspension ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ปริมำตร 1 มิลลิลิตร มำคลุกเมล็ดถั่วเหลืองฝักสด
พันธุ์ No.75 ผ่ำนกำรฆ่ำเชื้อที่ผิวด้วยสำรละลำย clorox 10 เปอร์เซ็นต์ นำน 3 นำที และล้ำงออกด้วย
น้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ คลุกเมล็ดถั่วเหลือง 30 กรัม คลุกให้ทั่วผิวเมล็ดปล่อยให้เมล็ดแห้ง จำกนั้นน ำไป
เพำะโดยวำงเมล็ดบนกระดำษชื้น (blotter method) ในจำนเลี้ยงเชื้อ (ติยำกร และคณะ, 2551)โดยใช้
ปำกคีบ forceps ปลอดเชื้อคืบเมล็ดถั่วเหลือง วำงลงบนกระดำษเพำะเมล็ดที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื้อที่วำงอยู่
ในจำนเลี้ยงเชื้อ จ ำนวน 10 เมล็ด/จำนเลี้ยงเชื้อ เติมน้ ำให้ชุ่มกระดำษเพำะประมำณ 3-5 มิลลิลิตร ปิด
ฝำจำนเลี้ยงเชื้อ บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้องเติมน้ ำให้ควำมชื้นทุกวันปริมำณเท่ำกันทุกจำนทดสอบ ( 2-3 
มิลลิลิตร) และประเมินอัตรำกำรงอกเมล็ด จ ำนวนรำกแขนง ควำมสูงของล ำต้น ควำมยำวรำก และ
น้ ำหนักสดล ำต้นที่อำยุ 7 วันเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่คลุกเมล็ดด้วยน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ 
 

3.4.2  กำรวิเครำะห์ปริมำณ indole- 3 - acetic acid (IAA) ที่เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ผลิต
ในอำหำรเลี้ยง 

  
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์แบบเด่ียว และแบบเชื้อผสม โดยผสม 

cell-suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ปรับค่ำควำมขุ่นที่ 0.2 O.D. ในอัตรำส่วนที่แตกต่ำงกันตำม
วิธีกำรข้อ 3.3.1 (ตำรำงที่ 2) น ำส่วนผสม cell-suspension เชื้อ 1 มิลลิลิตร เติมลงในอำหำร NB 
ปริมำตร 100 มิลลิลิตร บ่มเชื้อที่สภำพอุณหภูมิห้อง (28-30 องศำเซลเซียส) บนเคร่ืองเขย่ำ 150 
รอบ/นำที เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง ในสภำวะไม่มีแสง (dark condition) น ำเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละ
สำยพันธุ์แบบเด่ียว และแบบเชื้อผสมที่เลี้ยงในอำหำร NB มำตกตะกอนแยกเซลล์แบคทีเรียด้วย
เคร่ืองปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 rpm นำน 30 นำที ที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส น ำส่วนใสปริมำตร 1 
มิลลิลิตร ผสมกับ Salkowski’s reagent (sigma) ปริมำตร 4 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 20 
นำที วัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำว 535 นำโนเมตร ด้วย specphotometer รุ่น EC1011 
ประเมินผลโดยใช้หลักกำรควำมเข้มของสีที่ได้จำกกำรท ำปฏิกิริยำระหว่ำงสำร indole-3-acetic acid 
กับกรด sulfuric (colorimeter) ค ำนวณปริมำณสำร indole-3-acetic acid เปรียบเทียบกับสำร
มำตรฐำนที่ควำมเข้มข้นที่ระดับ 0-50 µg/มิลลิลิตร 
 

3.5  กำรศึกษำอัตรำส่วนที่เหมำะสมของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมต่อกำรเพิ่ม
ปริมำณ และประสิทธิภำพกำรยับยั้งเชื้อสำเหตโุรคใบจุดนูน
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น ำคู่ผสมแบคทีเรียปฏิปักษ์ 2 สำยพันธุ์คือ B. amyloliquefaciens KPS46 และ                   
P. fluorescens SP007s ที่อัตรำผสม 1:1 ซึ่งผ่ำนกำรทดสอบในข้อ 3.3 และพบว่ำมีประชำกร
แบคทีเรียปฏิปักษ์สูงสุดในกำรเลี้ยงแบบผสม รวมทั้งมีประสิทธิภำพในกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบ
จุดนูนได้ดีที่สุด มำหำสัดส่วนที่เหมำะสมที่สำมำรถชักน ำให้ประชำกรเชื้อทั้ง 2 ชนิดสำมำรถเพิ่ม
จ ำนวนขึ้นได้มำกกว่ำอัตรำส่วนเดิม โดยเลี้ยงแบคทีเรียปฏิปักษ์ทดสอบแต่ละสำยพันธุ์ในอำหำร
เหลว NB ปริมำตร 5 มิลลิลิตร บ่มเชื้อบนเคร่ืองเขย่ำ 150 รอบ/นำที นำน 24 ชั่วโมง ปรับควำม
เข้มข้นของ cell- suspension เท่ำกับ 0.2 O.D. (108cfu/มิลลลิิตร) เป็นค่ำตั้งต้น จำกนั้นใช้ 
micropipette ปลอดเชื้อ ดูด cell-suspension ของเชื้อแบคทีเรียสำยพันธุ์ผสมที่เตรียมไว้ปริมำตร
ข้ำงต้น 1 มิลลิลิตร เติมลงในอำหำรเหลว NB ปริมำตร 100  มิลลิลิตร ใน flask 250 มิลลิลิตรบ่มเชื้อ
บนเคร่ืองเขย่ำที่ควำมเร็ว 150 รอบ/นำที ที่อุณหภูมิห้อง 28-30 องศำเซลเซียส ที่ 48 ชั่วโมง ดูด cell-
suspension เชื้อจำก flask แต่ละ flask มำเจือจำงด้วยน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อที่ 3 ระดับกำรเจือจำงคือ 10-7 
10-8 และ10-9 เท่ำ ดูด cell-suspension ปริมำตร 100 ไมโครลิตร หยดลงบนอำหำร NA ที่ผสมสำร
ปฏิชีวนะที่เชื้อแต่ละชนิดต้ำนทำนได้ spread plate ให้ทั่วผิวหน้ำอำหำร บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้องนำน 
24-48 ชั่วโมง ตรวจนับจ ำนวนโคโลนีที่เจริญบนอำหำร NA ที่ผสมสำรปฏิชีวนะที่เชื้อแต่ละชนิด
ต้ำนทำนได้ ค ำนวณเป็นค่ำ cfu/มิลลิลิตร เปรียบเทียบอัตรำกำรเจริญของเชื้อแต่ละสำยพันธุ์ และ
ทดสอบประสิทธิภำพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุผ์สมในกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูน 
ด้วยวิธี paper disc ตำมวิธีกำรข้อ 3.3.2 
 
4.  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการครอบครองผิวใบถั่วเหลือง และการ
ผลิตสารยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคใบจุดนูนบนผิวใบถั่วเหลือง  
 
 4.1  กำรศึกษำประชำกรแบคทีเรียปฏิปักษ์และเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนบนผิวใบถั่วเหลือง 
 

ศึกษำกำรมีชีวิตรอดของประชำกรแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบสำยพันธุ์เด่ียวและแบบสำย
พันธุ์ผสม และเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนบนผิวใบถั่วเหลือง โดยกำรพ่น cell-suspension ของ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ผ่ำนกำรชักน ำให้ต้ำนทำนสำรปฏิชีวนะจำกวิธีกำรข้อ 1.2.1 ซึ่งปรับค่ำควำมขุ่น
เท่ำกับ 0.2 O.D. ลงบนต้นถั่วเหลืองฝักสดพันธุ์ No.75 อำยุ 14 วัน ปริมำตร 20 มิลลิลิตรต่อต้น 
จำกนั้น 24 ชั่วโมง แยกต้นถั่วเหลืองที่ผ่ำนกำรพ่นด้วย cell- suspension แบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำย
พันธุ์เป็น 2 ชุดกำรทดลอง คือ ชุดกำรทดลองที่ 1 พ่นเฉพำะ cell-suspension แบคทีเรียปฏิปักษ์ และ
ชุดกำรทดลองที่ 2 พ่นแบคทีเรียปฏิปักษ์และตำมด้วยกำรปลูกเชื้อ  X. axonopodis pv. glycines 
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สำเหตุโรคใบจุดนูนที่ปรับค่ำควำมขุ่นเท่ำกับ 0.2 O.D. (108 cfu/มิลลิลิตร) หลังจำกพ่นเชื้อปฏิปักษ์ 
24 ชั่วโมง จำกนั้นย้ำยต้นถั่วเหลืองที่ผ่ำนกำรปลูกเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนไปเก็บรักษำไว้ในสภำพ
ธรรมชำติ สุ่มเก็บตัวอย่ำงใบถั่วเหลืองทั้ง 2 ชุดกำรทดลองหลังท ำกำรปลูกเชื้อที่ 0, 6, 12, 24, 48, 
72, 96, 120 และ 168 ชั่วโมง มำตรวจสอบประชำกรเชื้อที่ผิวใบ โดยสุ่มเก็บใบถั่วเหลืองต้นละ 3 ใบ 
จำกระดับต่ำงๆ คือ ใบบน ใบกลำง และใบล่ำง น ำตัวอย่ำงใบถั่วเหลืองที่เก็บมำทดสอบด้วยวิธี
ดัดแปลง leaf wash technique โดยใส่ใบถั่วเหลืองลงในกล่องพลำสติกที่บรรจุน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ 20 
มิลลิลิตร ที่ผสมสำรลดแรงตึงผิว (0.1 เปอร์เซ็นต์ tension) 1 หยดแช่ทิ้งไว้นำนประมำณ 15-30 นำที 
บนเคร่ืองเขย่ำที่ควำมเร็ว 150 รอบ/นำที เพื่อให้แบคทีเรียละลำยเคลื่อนที่ออกมำออกมำอยู่ในน้ ำ 
และใช้เป็น stock suspension ท ำกำรเจือจำงควำมเข้มข้นของน้ ำล้ำงใบที่ระดับควำมเข้มข้น 10-2 
และ 10-3 เท่ำ ใช้ micropipette ดูดน้ ำล้ำงใบแต่ละควำมเจือจำงปริมำตร 100 ไมโครลิตร หยดลงบน
จำนอำหำร NA ที่ผสมสำรปฏิชีวนะที่เชื้อแต่ละชนิดต้ำนทำนได้ spread plate ให้ทั่วผิวหน้ำอำหำร 
บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้องนำน 48 ชั่วโมง ตรวจนับจ ำนวนโคโลนีที่เจริญบนอำหำรและน ำมำค ำนวณ
เป็นค่ำ cfu/มิลลิลิตร  
 
  4.2  กำรตรวจสอบประสิทธิภำพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ในกำรผลิตสำรยับยั้งเชื้อสำเหตุ
โรคใบจุดนูนถั่วเหลืองในสภำพห้องปฏิบัติกำรและเรือนทดลอง 
 

4.2.1  กำรทดสอบควำมสำมำรถกำรผลิตสำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนใน
ห้องปฏิบัติกำรด้วยวิธี paper disc  

 
น ำน้ ำล้ำงใบถั่วเหลืองที่ผ่ำนกำรพ่นด้วยเชื้อปฏิปักษ์และเชื้อสำเหตุโรคตำม

วิธีกำรข้อ 4.1 มำทดสอบประสิทธิภำพกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรค X. axonopodis pv. glycines โดยน ำ
น้ ำล้ำงใบที่เตรียมเช่นเดียวกับวิธีกำรข้อ 4.1 มำกรองด้วย sterile syringe filter ขนำด 0.45 ไมโคร 
และน ำสำรกรองที่ได้ไปหยดบนกระดำษกรอง และวำงบนผิวหน้ำอำหำร NA ที่ผสมเชื้อ                   
X. axonopodis pv. glycines ตรวจสอบกำรเกิดบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) บนผิวหน้ำอำหำร
ทดสอบ เปรียบเทียบควำมกว้ำงของบริเวณยับยั้ง เพื่อคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มี
ประสิทธิภำพผลิตสำรยับยั้งเชื้อเป้ำหมำยได้ดีที่สุด  

 
4.2.2  กำรทดสอบประสิทธิภำพของน้ ำล้ำงใบในกำรควบคุมโรคใบจุดนูนในสภำพ

เรือนทดลอง 
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น ำสำรน้ ำล้ำงใบถั่วเหลืองที่ผ่ำนกำรพ่นเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์
แบบเดี่ยวและแบบผสมที่เตรียมไว้ข้ำงต้น (ตำมวิธีกำรข้อ 4.1) ปริมำตร 20 มิลลิลิตร พ่นลงบนต้น
ถั่วเหลืองที่อำยุ 14 วัน หลังจำกนั้น 24 ชั่วโมง ปลูกเชื้อ X. axonopodis pv. glycines 
(108cfu/มิลลิลิตร) ลงบนต้นถั่วเหลืองปริมำณ 20 มิลลิลิตร/ต้น ประเมินกำรเกิดโรคใบจุดนูนที่ 7 
และ 14 วันหลังปลูกเชื้อ โดยน ำกระดำษกึ่งแข็งขนำด 4X7 เซนติเมตร เจำะรูเป็นวงกลม
เส้นผ่ำศูนย์กลำงขนำด 5 มิลลิเมตร จ ำนวน 9 ช่อง ที่ปรำกฏจุดแผลค ำนวณควำมรุนแรงของโรค
ตำมสมกำร (ชัยสิทธิ์, 2531) และวิเครำะห์ข้อมูล ค่ำควำมแตกต่ำงทำงสถิติด้วยโปรแกรม SPSS 
version 15 

 
ควำมรุนแรงของโรค (เปอร์เซ็นต์) = จ ำนวนช่องที่ปรำกฏจุดแผล X 100 

                                                                     จ ำนวนช่องทั้งหมดที่ปรำกฏบนใบ (9 ช่อง) 
 
5.  การจ าแนกชนิดสาร secondary metabolites ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบผสม โดยวิธี Thin - 
layer Chromatography (TLC) 
 

5.1  กำรศึกษำชนิดและสภำวะที่เหมำะสมของอำหำรเลี้ยงเชื้อต่อกำรเจริญและกำรผลิตสำร 
secondary metabolites ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม  

 
ท ำกำรทดสอบชนิดอำหำรเลี้ยงเชื้อที่เหมำะสมต่อกำรเจริญและกำรผลิตสำร secondary 

metabolite ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมที่มีประสิทธิภำพในกำรยับยั้งเชื้อโรคใบจุดนูน
ได้ดีที่สุดโดยเลี้ยงเชื้อแต่ละสำยพันธุ์ด้วยอำหำรเลี้ยงเชื้อชนิดต่ำง ๆ ได้แก่ nutrient glucose broth 
(NGB), malt-yeast extract broth (MY), King’ s medium B (KB) และ Luria Bertani broth (LB) 
และเลี้ยงแยกกันระหว่ำง  X. axonopodis pv. glycines  สำยพันธุ์ No.12-2 และเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์
สำยพันธุ์ผสม โดยย้ำยเชื้อแต่ละชนิดที่เจริญบนอำหำร NA อำยุ 24 ชั่วโมง จ ำนวน 1 loop ลงใน
อำหำรเหลวแต่ละชนิดปริมำตร 20 มิลลิลิตร ใน flask ขนำด 125 มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อบนเคร่ืองเขย่ำที่
ควำมเร็ว 150 รอบ/นำที บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง ปั่นตกตะกอนเซลล์แบคทีเรีย
ด้วยเคร่ือง refrigerator centrifuge ควำมเร็ว 8,000 รอบ/นำที เป็นเวลำ 10 นำที ที่อุณหภูมิ 4 องศำ
เซลเซียส เทส่วนใสทิ้งและเกบ็ตะกอนเซลล์มำละลำยด้วยน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ ปรับค่ำควำมขุ่นของ 
cell-suspension เท่ำกับ 0.2 ที่ควำมยำวคลื่น 600 นำโนเมตร จะได้ควำมเข้มข้นเชื้อประมำณ 108cfu/
มิลลิลิตร ใช้ micropipette ดูด cell-suspension ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม ปริมำตร 1 
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มิลลิลิตรเติมลงในอำหำรเหลวแต่ละชนิดปริมำตร 100 มิลลิลิตร ที่บรรจุใน flask ขนำด 250 
มิลลิลิตร น ำไปเลี้ยงบนเคร่ืองเขย่ำที่ควำมเร็ว 150 รอบ/นำที บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 96 
ชั่วโมง ปั่นตกตะกอนเซลล์แบคทีเรียด้วยเคร่ือง refrigerator centrifuge ควำมเร็ว 8,000 รอบ/นำที 
เป็นเวลำ 20 นำที ที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส น ำส่วนใสที่ได้มำกรองเซลล์แบคทีเรียที่เหลือด้วย 
sterilized syringe filter (0.45 ไมโคร; satorius stedim biotech) 1 คร้ัง น ำสำรกรองที่ได้มำทดสอบ
ประสิทธิภำพกำรยับยั้งเชื้อโรคใบจุดนูนด้วยวิธี agar diffusion โดยน ำเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบจุด
นูนที่เตรียมไว้ปริมำตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ำกันในอำหำร NA ที่หลอมอุณหภูมิประมำณ 45 องศำ
เซลเซียส ปริมำตร 20 มิลลิลติร ผสมลงให้เข้ำกันและเทลงในจำนเลี้ยงเชื้อที่ปลอดเชื้อ ปล่อยทิ้งไว้
ให้ผิวหน้ำอำหำรแห้งประมำณ 2-3 ชั่วโมง จำกนั้นเจำะหลุมโดยใช้ cork borer ขนำดเส้นผ่ำน
ศูนย์กลำง 0.5 เซนตเิมตร ที่อบฆ่ำเชื้อแล้วบนจำนอำหำรเลี้ยงเชื้อที่มีอำหำร NA ผสมเชื้อสำเหตุโรค
ใบจุดนูนที่เตรียมไว้ หยดสำรกรองเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่เลี้ยงในอำหำรต่ำงชนิดที่ได้ จำกกำร
เตรียมข้ำงต้นปริมำตร 30 ไมโครลิตร ลงในหลุมแต่ละหลุม บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง หลังปลูกเชื้อไป
แล้ว 48 ชั่วโมง ตรวจสอบบริเวณยับยั้งบนผิวหน้ำอำหำรทดสอบโดยวัดเส้นผ่ำนศูนย์กลำงบริเวณ
ส่วนใส ส่วนกรรมวิธีควบคุมใช้น้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อหยดแทนสำรกรองคัดเลือกอำหำรเลี้ยงเชื้อที่
กระตุ้นกำรเจริญ และกำรสร้ำง secondary metabolite ที่แสดงผลบริเวณยับยั้งดีและ/หรือกว้ำงที่สุด 
เพื่อศึกษำทดลองในข้อ 5.2 ต่อไป (รัชฎำวรรณ และสุดฤดี, 2548) 
 

5.2  กำรสกัดสำร secondary metabolites อย่ำงหยำบ และกำรทดสอบประสิทธิภำพของ
สำร secondary metabolites ในกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูน 
 

5.2.1  กำรสกัดสำร secondary metabolites อย่ำงหยำบจำกเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
 

น ำเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมข้ำงต้นตำมข้อ 5.1 เลี้ยงในอำหำรเหลว
เลี้ยงเชื้อที่เหมำะสม ปริมำตร 20 มิลลิลิตร เลี้ยงบนเคร่ืองเขย่ำที่ 150 รอบ/นำที ที่อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลำ 24 ชั่วโมง ย้ำย cell-suspension เชื้อปฏิปักษ์แบบเด่ียวและเชื้อผสมปริมำตร 2 มิลลลิิตร เติมลง
ในอำหำรเลี้ยงเชื้อชนิดเดิมที่ปริมำตร 200 มิลลิลิตร ที่บรรจุใน flask ปลอดเชื้อขนำด 500 มิลลิลิตร 
(โดยเลี้ยงเชื้อแต่ละคู่ผสมปริมำตรรวม 1 ลิตร) น ำสำรละลำยเชื้อย้ำยลงในอำหำรเหลวเลี้ยงเชื้อ 
flask ใหม่ที่บรรจุอำหำร แต่ละ flask ท ำกำรเลี้ยงเชื้อต่อบนเคร่ืองเขย่ำที่มีอัตรำกำรเขย่ำ 150 รอบ/
นำที อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 96 ชั่วโมง หลังจำกนั้นน ำสำรละลำยที่ได้มำปั่นแยกเซลลท์ี่ 10,000 
รอบ/นำที นำน 20 นำที ด้วยเคร่ืองปั่นเหวี่ยงตกตะกอนเก็บส่วนใสที่ได้มำปรับ pH เท่ำกับ 2 ด้วย 
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12 N HCl จำกนั้นน ำสำรละลำยที่ได้ไปปั่นแยกตะกอนด้วยควำมเร็ว 10,000 รอบ/นำที นำน 20 
นำที สกัดสำรจำกตะกอนที่ได้ด้วย 80% Ethanol น ำไปปั่นแยกตะกอน และเก็บส่วนใสที่ได้จำกกำร
สกัดทั้ง 3 คร้ังรวมกัน น ำไปท ำให้แห้งด้วยเคร่ือง rotary evaporator หำน้ ำหนักแห้งของสำร 
secondary metabolites ที่ได้จำกนั้นละลำยสำรด้วย 80 % Ethanol เก็บไว้ที่ 4 องศำเซลเซียส (ภำพที่ 
3) โดยดัดแปลงวิธีกำรของ Mckeen et al. (1986)
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เลี้ยงแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์ในอำหำรเหลว  
 

บ่มเชื้อโดยเขย่ำ 150 รอบ/นำที ที่อุณหภูมิห้อง (28-30 องศำเซลเซียส) เป็นเวลำ 96 ชั่วโมง 
 

ปั่นแยกตะกอนที่ 10,000 รอบ/นำที เป็นเวลำ 20 นำที 
                                                                
                                                                 

เก็บส่วนน้ ำเลี้ยงเชื้อส่วนใส (secondary metabolite) จำกกำรแยกเซลล์ 
 

                                                                  
ปั่นตกตะกอนที่ 10,000 รอบ/นำที เป็นเวลำ 20 นำที 

 
ตะกอน 

                                                                  
 

ปั่นตกตะกอน 10,000 รอบ/นำที เป็นเวลำ 20 นำที 
 
                                                  เก็บส่วนใส                            ตะกอน 
 
                                                                                           
                                                                                            เก็บส่วนเหลวใส 
 
 

 
           ได้สำรสกัดหยำบที่สกัดแห้ง (crude extract) 

 
                   ชั่งน้ ำหนัก                 เก็บรักษำที่ 4 องศำเซลเซียส 
 
ภาพท่ี 1  ภำพวิธีกำรสกัดสำร secondary metabolites จำกแบคทีเรียปฏิปักษ์ด้วยวิธีกำรดัดแปลงของ 

Mckeen et al. (1986) 

เติม50 มิลลิลิตร 80% 
Ethanol เขย่ำและแช่ทิ้งไว้ 
30 นำที 
 

เติม 50 มิลลิลิตร 80 % Ethanol เขย่ำทิ้งไว้ 30 นำที 
 

ระเหยแห้งด้วยเคร่ือง สกัดสำรแบบ
สุญญำกำศ (rotary evaporator) 

ทิ้งตะกอนเซลล์แบคทีเรีย 

เติม 12N HCl ปรับ pH=2 (เก็บตะกอน) 
 

ปั่นตกตะกอนอีกคร้ัง 

รวมส่วนใส 
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 5.3  กำรแยกสำรสกัดหยำบ โดยวิธี Thin-layer chromatography (TLC) 
 

5.3.1  กำรเตรียมแผ่น TLC แทงค์ TLC และระบบตัวท ำละลำย  
 

น ำแผ่น TLC ชนิด plates sheet silica gel ยี่ห้อ ( 60 F 254 (Merck)) ขนำด 
20X20 เซนติเมตร มำท ำกรอบที่อุณหภูมิ 100 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1ชั่วโมง เพื่อก ำจัดน้ ำออก
จำกเม็ดซิลิกำ ในกำรเตรียมแทงค์ TLC โดยตัดกระดำษกรองเบอร์1 ขนำดพับครึ่ง น ำไปใส่ในแทงค์ 
TLC ซึ่งมีสำรละลำยท ำกำรเขย่ำเล็กน้อยทิ้งไว้ 30 นำที ส ำหรับตัวท ำละลำยเตรียมโดยใช้สำร 
CH3Cl : MeOH : H2O (65 : 25 :4) ในกำรแยกสำรประกอบจำกสำร secondary metabolites ใน
อัตรำส่วนของสำรที่ต้องกำรแยก ส่วนประกอบของสำร secondary metabolites ตำมวิธีกำรรำยงำน 
(Stahl, 1969) 

 
5.3.2  วิธีกำรแยกสำร secondary metabolites  

 
น ำแผ่น TLC plate sheet silica gel ที่เตรียมได้จำกข้อ 5.3.1 มำท ำกำรหยดสำร 

secondary metabolites ในส่วนของ crude extract ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่สกัดได้เป็นจุด (spot) 
โดยให้มีขนำดเล็กที่สุดโดยใช้ปิเปตรูเล็ก (micro haematocrit tubes) แล้วปล่อยทิ้งให้แห้ง จำกนั้น
น ำแผ่น TLC plates silica gel แต่ละแผ่น ไปอบในภำชนะที่อิ่มตัวด้วยสำรละลำยผสมในอัตรำส่วน 
CH3Cl : MeOH : H2O (65 : 25 :4) โดยให้ส่วนปลำยฐำนของแผ่นที่แช่อยู่ในตัวท ำละลำยสูง
ประมำณ 0.5 เซนติเมตร เมื่อสำรละลำยเคลื่อนที่มำถึงต ำแหน่งที่ห่ำงจำกปลำยบน TLC plates silica 
gel ประมำณ 2 เซนติเมตร (ภำพที่ 4) น ำมำท ำให้แห้ง แล้วน ำมำตรวจสอบแถบของสำรที่เคลื่อนที่
ผ่ำนตัวกลำง silica gel โดยส่องดูภำยใต้เครื่อง short-wave UV light ที่ควำมยำวคลื่น 254 นำโน
เมตร ต่อจำกนั้นท ำกำรวัดระยะที่สำรแต่ละชนิดเคลื่อนที่ได้บนแผ่น TLC ค ำนวณหำค่ำ Rf ของสำร 
secondary metabolites ที่แยกแต่ละชนิด ตำมสมกำรดังนี้ (Stahl, 1969) 
 

Rf =    ระยะทำงที่สำรเคลื่อนที่ห่ำงจำกจุดเร่ิมต้น 
                      ระยะทำงที่ตัวท ำละลำยเคลื่อนที่ห่ำงจำกจุดเร่ิมต้น  
 

เปรียบเทียบต ำแหน่ง และจ ำนวนแถบของสำรที่ปรำกฏบนแผ่น T   
ที่มำจำกกำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบเชื้อเดี่ยว และแบบเชื้อผสมหลำยสำยพันธุ์
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ภาพท่ี 2  แสดงต ำแหน่งกำรวำงและขั้นตอนกำรแยกสำร secondary metabolites โดยวิธี Thin-layer 

chromatography 
 

5.4  กำรทดสอบประสิทธิภำพของสำรที่แยกสกัดได้จำกแถบ TLC ในกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุ
โรคใบจุดนูน 
 

ท ำกำรขูดซิลิกำเจลบริเวณที่เป็นแถบซึ่งเห็นจำกภำยใต้เคร่ือง short-wave UV light ที่ 
254 นำโนเมตร ท ำกำรชั่งซิลิกำเจล 0.01 มิลลิกรัม ใส่ผงในหลอด microtube จำกนั้นเติม 80% 
ethanol ปริมำตร 100 ไมโครลิตร เพื่อเป็นกำรชะล้ำงสำรสกัดออกจำกซิลิกำเจลละลำยให้สำรอ่ิมตัว 
และน ำไปท ำกำรปั่นเหวี่ยงแยกตะกอนซิลิกำเจลด้วยเคร่ือง centrifuge ที่ควำมเร็ว 8,000 rpm นำน 5 
นำที ที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เพื่อแยกสำร secondary metabolites ด้ำนบน 

 
ทดสอบประสิทธิภำพของสำรสกัดหยำบที่ได้ จำกแถบที่แยกจำกแผ่น TLC ในกำร

ยับยั้งเชือ้สำเหตุโรคใบจุดนูนด้วยวิธี agar diffusion โดยตรวจสอบกำรเกิดบริเวณยับยั้งกำรเจริญ
ของเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูน โดยกำรน ำเชื้อ X. axonopodis pv. glycines อำยุ 24 ชั่วโมง บนอำหำร
แข็ง NA เตรียม cell- suspension ให้มีค่ำควำมขุ่นเท่ำกับ 0.2 (108 cfu/ml) ผสมในขวดบรรจุอำหำร 
NA ที่หลอมด้วยอุณหภูมิประมำณ 45 องศำเซลเซียส ปริมำตร 20 มิลลิลิตร ผสมลงให้เข้ำกันและเท
ลงในจำนเลี้ยงเชื้อที่ปลอดเชื้อ ปล่อยทิ้งไว้ ให้ผิวหน้ำอำหำรแห้งประมำณ 2-3 ชั่วโมง จำกนั้นเจำะ

} 2 ซม. 

} 0.5 ซม. 



33 

 

หลุมโดยใช้ cork borer ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง 0.5 เซนติเมตร ที่ลนไฟฆ่ำเชื้อบนจำนอำหำรเลี้ยงเชื้อ 
NA ผสมเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนที่เตรียมไว้ จำกนั้นน ำสำรละลำยที่สกัดได้จำกแต่ละแถบที่แยกได้
จำกแผ่น TLC ที่เตรียมข้ำงต้นปริมำตร 10 ไมโครลิตร หยดลงในแต่ละหลุม บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 
ตรวจสอบบริเวณยับยั้งบนผิวหน้ำอำหำรทดสอบโดยวัดเส้นผ่ำศูนย์กลำงบริเวณยับยั้ง ประเมินแถบ
สำรที่แยกได้จำกแต่ละตัวอย่ำงที่มีฤทธ์ในกำรยับยั้งเชื้อเป้ำหมำย 
 
6.  การพัฒนาสูตรส าเร็จเชื้อปฏิปักษ์แบบผสมหลายสายพันธุ์ และการทดสอบประสิทธิภาพการ
ควบคุมโรคใบจุดนูนถั่วเหลือง 
 

6.1  กำรพัฒนำสูตรอำหำรเพิ่มปริมำณเชื้อปฏิปักษ์แบบเชื้อเด่ียวและเชื้อผสม  
 

6.1.1  กำรเตรียมเชื้อ 
 

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์แบบเด่ียวและแบบผสมที่เจริญใน
อำหำรเหลว NB ปริมำตร 20 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ใน flask ขนำด 100 มิลลิลิตร โดยใช้อัตรำส่วนที่
ต่ำงกันในกำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมที่คดัเลือกจำกวิธีกำรข้อ 3.5 บ่มเชื้อบนเคร่ือง
เขย่ำที่ควำมเร็ว 150 รอบ/นำที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง ปรับค่ำควำมขุ่นเท่ำกับ 0.2 O.D. 
ที่ควำมยำวคลื่น 600 นำโนเมตร ด้วยเคร่ือง specphotometer ใช้ micropipette ดูดตัวอย่ำง cell-
suspension ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่เลี้ยงในอำหำรเลี้ยงเชื้อปริมำตร 1 มิลลิลิตร น ำไปเลี้ยงเพิ่ม
ปริมำณเชื้อในอำหำรดัดแปลงที่พัฒนำต่อไป 

 
 6.1.2  กำรศึกษำส่วนผสมและอัตรำส่วนที่เหมำะสมของอำหำรเพิ่มปริมำณ 
 

คัดเลือกส่วนประกอบอำหำรเลี้ยงเชื้อซึ่งเป็นองค์ประกอบที่ใช้ทดแทนสำรเคมี
ในห้องปฏิบัติกำร ได้แก่ กำกน้ ำตำลวีเนส (vinasses) ซึ่งใช้เป็นแหล่งคำร์บอน และกำกถั่วเหลืองที่
ใช้เป็นแหล่งไนโตรเจน ท ำกำรเปรียบเทียบอัตรำส่วนที่เหมำะสมของส่วนผสมดังกล่ำวที่มีผลต่อ
ประสิทธิภำพกำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ ได้แก่ กำรใช้อัตรำส่วนกำกน้ ำตำลวีเนส : กำกถั่ว
เหลืองเท่ำกับ 0:10, 1.25:10, 2.5:10, 5:10, 10:10, 10:1.25, 10:2.5, 10:5 และ10:0 (กรัม : กรัม) ใน
ปริมำตรน้ ำ 1 ลิตร เปรียบเทียบกับสูตรอำหำรอำหำรดัดแปลง MS medium (ชัยสิทธิ์ และสุดฤดี, 
2548) และอำหำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียทั่วไปคือ NB โดยอำหำรแต่ละชนิดที่เตรียมต้องผ่ำนกำรฆ่ำเชื้อ
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ที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส นำน 15 นำที จำกนั้นน ำ cell-suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำย
พันธุ์ผสม (จำกวิธีกำรข้อ 3.5) ผสมและเลี้ยงในอำหำรเหลว NB เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง ปรับค่ำควำม
ขุ่นที่ 0.2 O.D.ใช้เป็นเชื้อตั้งต้น ใช้ micropipette ดูด cell-suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์
ผสมปริมำตร 1 มิลลิลิตร เติมในอำหำรเลี้ยงดัดแปลงปริมำตร 200 มิลลิลิตร ที่มีส่วนผสมอัตรำส่วน
ต่ำง ๆ เปรียบเทียบกับ NB และ MS medium (ชัยสิทธิ์ และสุดฤดี, 2548) ที่บรรจุใน flask ขนำด 
500 มิลลิลิตร  ตรวจสอบจ ำนวนประชำกรเชื้อที่ 6, 12,18, 24, และ 30 ชั่วโมง ด้วยวิธี plate count 
technique บนอำหำร NA ที่ผสมสำรปฏิชีวนะชนิดต่ำง ๆ ที่แบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์
ต้ำนทำนได้ 

 
6.1.3  ศึกษำสภำพกำรเป็นกรด - ด่ำงเร่ิมต้นที่เหมำะสมของอำหำรเลี้ยงเชื้อ  

 
เตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อดัดแปลง VS medium ที่มีส่วนผสมที่ประกอบด้วย 

กำกน้ ำตำลวีเนส : กำกถั่วเหลือง อัตรำส่วนที่ดีที่สุดจำกข้อ 6.1.2 และมีกำรปรับค่ำกรด-ด่ำง เร่ิมต้น
โดยกำรใช้ 1 N HCL และ 1 N NaOH ปรับ ที่ระดับ 5, 6, 7, และ 8 ในอำหำร VS medium ปริมำตร 
100 มิลลิลิตร ที่ปรับปริมำณธำตุคำร์บอนและไนโตรเจนเหมำะสม เลี้ยงเชื้อบนเคร่ืองเขย่ำ 150 
รอบ/นำที ในสภำพอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง ใช้เซลล์เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม
เร่ิมต้นที่เลี้ยงในอำหำร NB ปรับค่ำควำมขุ่นของเชื้อที่ 0.2 O.D. ควำมยำวคลื่น 600 นำโนเมตร 
(108cfu/ มิลลิลิตร) ตรวจสอบปริมำณเซลล์ด้วยวิธี plate count technique บนอำหำร NA ที่ผสมสำร
ปฏิชีวนะชนิดต่ำง ๆ ที่แบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์ต้ำนทำนได้  

 
6.1.4  กำรศึกษำสภำวะอุณหภูมิที่เหมำะสมในกำรเพิ่มปริมำณเซลล์   
 

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์ตำมวิธีกำรข้อ 6.1.1 และ 6.1.2 ใน
อำหำร VS medium ปริมำตร 100 มิลลิลิตร ที่ปรับปริมำณธำตุคำร์บอน ไนโตรเจน และระดับ pH ที่
เหมำะสมตำมข้อมูลในข้อ 6.1.3 โดยเลี้ยงเชื้อในสภำพอุณหภูมิต่ำง ๆ คือ 25 30 35 และ 40 องศำ
เซลเซียส บนเคร่ืองเขย่ำ 150 รอบ/นำที เก็บตัวอย่ำง cell-suspension เชื้อเมื่อเลี้ยงเชื้อครบ 24 
ชั่วโมง ตรวจสอบปริมำณเซลล์ด้วยวิธี plate count technique บนอำหำร NA ที่ผสมสำรปฏิชีวนะ
ชนิดต่ำง ๆ ที่แบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์ต้ำนทำนได้ 
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6.2  กำรพัฒนำสูตรส ำเร็จผลิตภัณฑ์เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบผสมหลำยสำยพันธุ์ 
 

6.2.1  กำรเตรียมเชื้อ 
 

น ำ cell-suspension ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์ คือ P. fluorescens 
SP007s และ B. amyloliquefaciens KPS46 ที่เลี้ยงในอำหำร NB ปริมำตร 5 มิลลิลิตร บ่มเชื้อบน
เคร่ืองเขย่ำที่ควำมเร็ว 150 รอบ/นำที เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง จำกนั้นใช้ micropipette 
ดูด cell-suspension เชื้อแต่ละสำยพันธุ์มำผสมกันในหลอดที่ปลอดเชื้อใหม่ในอัตรำส่วนตำม
กรรมวิธีเลี้ยงเชื้อผสมข้อ 3.5 ท ำกำรบ่มเชื้อต่อใน flask ขนำด 1,000 มิลลิลิตร ที่บรรจุอำหำรเพิ่ม
ปริมำณ VS medium ปริมำตร 500 มิลลิลิตร บนเคร่ืองเขย่ำที่ควำมเร็ว 150 รอบ/นำที เป็นเวลำ 24 
ชั่วโมง น ำไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอนเซลล์ด้วยเคร่ือง centrifuge ที่ควำมเร็ว 5,000 รอบ/นำที เป็นเวลำ 
10 นำที ที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส ละลำยตะกอนเซลล์ด้วยน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ และน ำไปปรับควำม
ขุ่นด้วยเคร่ือง spectrophotometer ให้ได้ 0.9 O.D. ที่ควำมยำวคลื่น 600 นำโนเมตร ด้วยเคร่ือง 
specphotometer (ซึ่งจะมีปริมำณของเซลล์แบคทีเรียเท่ำกับ 1013cfu/ มิลลิลิตร) น ำ cell-suspension 
ที่เตรียมไว้ไปผสมกับสำรพำในกระบวนกำรผลิตสูตรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมชนิดผง
ตำมวิธีกำรข้อ 6.2.2 

 
6.2.2  กำรเตรียมส่วนผสมสูตรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์ชนิดผง 
 

 สำรอำหำรและสำรพำส ำหรับกำรเตรียมผลิตภัณฑ์สูตรส ำเร็จประกอบด้วยผง
คำโอลิน (kaolin) และผงทัลคั่ม (talcum) ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส ควำมดัน 
15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ้ว เป็นเวลำ 15 นำที และน้ ำตำลทรำย (ปั่นละเอียดเป็นผงแป้ง), 
ซิลิกอนไดออกไซด์ (SiO2), คำร์บอกซิลเมทิลเซลลูโลส (CMC), แคลเซียมคำร์บอเนต (CaCO3), 
สำรละลำยธำตุเหล็ก (Fe3SO4. 7H2O) และสำรเพิ่มประสิทธิภำพกำรแพร่กระจำยในระหว่ำงกำร
ละลำยในน้ ำ (deshecofix) ในอัตรำส่วนต่ำง ๆ ตำมรำยละเอียดตำรำงที่ 2 เพื่อใช้ในกำรผสมสูตร
ส ำเร็จผลิตภัณฑ์ชนิดผง 
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ตารางท่ี  2  ส่วนประกอบและอัตรำส่วนผสมสูตรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์ชนิดผงที่ใช้ในกำรศึกษำ 
 

สูตร ส่วนประกอบ อัตรำส่วน 
1. Talcum 100 
2. Kaolin 100 

3. CaCO3 100 
4. Silicon 100 
5. Talcum + น้ ำตำลทรำย 80:20 
6. Kaolin + น้ ำตำลทรำย 80:20 
7. Talcum + น้ ำตำลทรำย + CMC  70:15:15 
8. Kaolin + น้ ำตำลทรำย + CMC 70:15:15 
9. Talcum + น้ ำตำลทรำย + CMC + CaCO3 70:10:7.5:7.5 

10. Kaolin + น้ ำตำลทรำย + CMC + CaCO3 70:10:7.5:7.5 
11. Talcum + น้ ำตำลทรำย + CMC + CaCO3 + FeSO4 70:10:5 :5:5 
12. Kaolin + น้ ำตำลทรำย + CMC + CaCO3 + FeSO4 70:10:5:5:5 
13. Talcum + น้ ำตำลทรำย + CMC + CaCO3 + FeSO4+ deshecofix 70:15:5:4:3:3 
14. Kaolin + น้ ำตำลทรำย +CMC + CaCO3 + FeSO4+ deshecofix 70:15:5:4:3:3 
15. Talcum + น้ ำตำลทรำย + silicon +CMC + CaCO3+ FeSO4+ deshecofix 70:15:5:5:1:2:2 
16. Kaolin + น้ ำตำลทรำย + silicon +CMC + CaCO3+ FeSO4+ deshecofix 70:15:5:5:1:2:2 

 
6.2.3  กำรผสมสูตรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์ชนิดผง 

 
เตรียมสำรอำหำรเลี้ยงเชื้อ สำรพำ และสำรเพิ่มประสิทธิภำพจำกวิธีกำรข้อ 

6.2.2 ผสมกับเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมให้เข้ำกันดีด้วยเคร่ืองผสมตำม
อัตรำส่วนที่ศึกษำในวิธีกำรข้อ 3.5 ในส่วนของอัตรำน้ ำหนักส่วนประกอบข้ำงต้นดังกล่ำวรวม 
1,000 กรัม และผสม cell-suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่เตรียมจำกวิธีกำรข้อ 6.2.1 ปรมิำตร 20 
มิลลิลิตร ผสมคลุกเคล้ำให้เข้ำกัน และกระจำยตัวในสำรพำ (ภำยในสภำพห้องที่ปลอดเชื้อ) จำกนั้น
น ำไปอบลดควำมชื้นด้วยตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 37-40 องศำเซลเซียส นำน 12 ชั่วโมง เหลือ
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ควำมชื้นประมำณ 70 เปอร์เซ็นต์ น ำผงสูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แบ่งใส่ถุงพลำสติกปริมำณ
ถุงละ1 กรัม ปิดผนึกถุงให้แน่นเก็บรักษำในสภำพอุณหภูมิห้อง (28-30 องศำเซลเซียส)  

 
6.2.4  กำรประเมินผล 

 
ประเมินผลโดยกำรตรวจสอบควำมมีชีวิตรอดของเชื้อของแบคทีเรียปฏิปักษ์

หลังผสมสำรพำ และเก็บรักษำไว้ที่อุณหภูมิห้อง โดยวิธี plate count technique ติดต่อกันทุกเดือน 
12 เดือน โดยน ำสูตรส ำเร็จ 1 กรัม ผสมลงในน้ ำ 9 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ำกันท ำกำรเจือจำงที่ระดับ 
10-6 10-7 และ 10-8 น ำสำรแขวนลอยที่ได้ไป spread บนอำหำร NA ที่ผสมสำรปฏิชีวนะที่เชื้อแต่ละ
ชนิดต้ำนทำนได้บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 48 ชั่วโมง ตรวจนับจ ำนวนโคโลนีที่เจริญบนอำหำร และ
แปลงค่ำเป็นหน่วย cfu/มิลลลิิตร  

 
กำรทดสอบคุณสมบัติของสูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม

ทำงด้ำนกำรกระจำยตัวในน้ ำ โดยกำรน ำสูตรส ำเร็จแต่ละสูตรมำจับเวลำ ตรวจสอบควำมสำมำรถ
ในกำรละลำยและกระจำยตัวแขวนลอยในน้ ำหลังผสมในน้ ำทันที โดยแบ่งกำรประเมินออกเป็น 4 
ระดับ  

 
ระดับที่ 1 สำรพำกระจำยตัวในน้ ำสม่ ำเสมอ และไม่ตกตะกอนทันทีได้ภำยใน 

1-5 นำที (ประสิทธิภำพดีที่สุด) 
ระดับที่ 2 สำรพำกระจำยตัวและแขวนลอยในน้ ำสม่ ำเสมอภำยใน 5 -10 นำที 

ไม่ตกตะกอน (ประสิทธิภำพดี) 
ระดับที่ 3 สำรพำกระจำยตัวและแขวนลอยในน้ ำได้สม่ ำเสมอภำยใน 11-30 

นำที และไม่ตกตะกอน (ประสิทธิภำพปำนกลำง) 
ระดับที่ 4 สำรพำกระจำยตัวและแขวนลอยในน้ ำได้สม่ ำเสมอภำยใน 31-60 

นำที ไม่ตกตะกอน (ประสิทธิภำพพอใช้) 
 

6.3  กำรทดสอบประสิทธิภำพสูตรส ำเร็จของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์แบบผสมหลำยสำย
พันธุ์ในกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุและควบคุมโรคใบจุดนูนถั่วเหลือง
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6.3.1  กำรทดสอบประสิทธิภำพสูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ในระดับ
ห้องปฏิบัติกำร 

 
6.3.1.1  กำรทดสอบด้วยวิธี agar diffusion   
 

ทดสอบประสิทธิภำพของสูตรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบผสม
หลำยสำยพันธุ์ในกำรยับยั้งเชือ้ X. axonopodis pv. glycines สำเหตุโรคใบจุดนูนโดยเลี้ยงเชื้อใน
อำหำรเหลว NB ปริมำตร 20 มิลลิลิตร บนเคร่ืองเขย่ำที่ 150 รอบ/นำที บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลำ 24 ชั่วโมง ปรับค่ำควำมขุ่นของ cell-suspension ของเชื้อสำเหตุด้วยน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อให้มีค่ำ
เท่ำกับ 0.2 O.D. ที่ควำมยำวคลื่น 600 นำโนเมตร (ประมำณ 108cfu/มิลลิลิตร) ด้วยเคร่ือง 
spectrophotometer ใช้ micropipette ดูด cell-suspension เชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบจุดนูนที่เตรียม
ไว้ปริมำตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ำกันและเทลงในขวดบรรจุอำหำร NA ที่หลอมด้วยอุณหภูมิ
ประมำณ 45 องศำเซลเซียส ปริมำตร 20 มิลลิลิตร ผสมลงให้เข้ำกันและเทลงในจำนเลี้ยงเชื้อที่
ปลอดเชื้อ ปล่อยทิ้งไว้ให้ผิวหน้ำอำหำรแห้งประมำณ 2-3ชั่วโมง จำกนั้นเจำะหลุมโดยใช้ cork 
borer ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง 0.5 เซนตเิมตร ที่ผ่ำนกำรฆ่ำเชื้อแล้วบนจำนอำหำรเลี้ยงเชื้อที่มีอำหำร 
NA ผสมเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนที่เตรียมไว้  น ำสูตรส ำเร็จแต่ละสูตรมำละลำยน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ
จ ำนวน 1 กรัม:น้ ำ 99  มิลลิลติร (มีควำมเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีจ ำนวนประชำกรของเชื้อด้วยวิธี 
dilution plate count ที่ 4.5X1013cfu/มิลลิลิตร) โดยใช้ micropipette ดูดในปริมำตร 30 ไมโครลิตร 
หยอดลงในแต่ละหลุม บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง หลังปลูกเชื้อไปแล้ว 48 ชั่วโมง ตรวจสอบกำรเกิด
บริเวณยับยั้งบนผิวหน้ำอำหำรทดสอบ เปรียบเทียบควำมกว้ำงของบริเวณยับยั้ง  
 

6.3.2  กำรทดสอบประสิทธิภำพสูตรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์ในสภำพเรือน
ทดลอง  

 
วำงแผนกำรทดลองแบบ completely random design (CRD) โดยปลูกถั่ว

เหลืองฝักสดพันธุ์ No.75 ในกระถำงผสมดินส ำเร็จขนำด 8 นิ้ว ดูแลจนอำยุพืชทดสอบ 14 วัน น ำมำ
ทดสอบประสิทธิภำพของสูตรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์ในกำรควบคุมโรคพืชภำยใต้สภำพเรือน
ทดลองภำควิชำโรคพืช คณะเกษตร มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ โดยน ำสูตรส ำเร็จที่มีประสิทธิภำพดี
ที่สุดในกำรยับยั้งเชื้อ X. axonopodis pv. glycines เปรียบเทียบกับสูตรส ำเร็จแบคทีเรีย ISR-P 
(SP007s) และ ISR-B (KPS46) ซึ่งเป็นสูตรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์ของภำควิชำโรคพืช  
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คณะเกษตร มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์  โดยน ำสูตรส ำเร็จสูตรใหม่มำทดสอบประสิทธิภำพในกำร
ควบคุมโรคใบจุดนูน ในสภำพเรือนทดลอง ตำมกรรมวิธีต่ำงๆ ดังนี้   

 
กรรมวิธีที่ 1 คลุกเมล็ดร่วมกับพ่น 3 คร้ังที่อำยุถั่วเหลือง 14 21 และ 28 

วัน ด้วยสูตรส ำเร็จ ISR-P (SP007s)   
กรรมวิธีที่ 2 คลุกเมล็ดร่วมกับพ่น 3 คร้ังที่อำยุถั่วเหลือง 14 21 และ 28 

วัน ด้วยสูตรส ำเร็จ ISR-B (KPS46) 
กรรมวิธีที่ 3 คลุกเมล็ดร่วมกับพ่น 3 คร้ังที่อำยุถั่วเหลือง 14 21 และ 28 

วัน ด้วยสูตรส ำเร็จที่ได้จำกกำรพัฒนำสูตรส ำเร็จในข้อ 6.2  
กรรมวิธีที่ 4 คลุกเมล็ดร่วมกับพ่น 3 คร้ังที่อำยุถั่วเหลือง 14 21 และ 28 

วัน ด้วย cell-suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ SP007s  
กรรมวิธีที่ 5 คลุกเมล็ดร่วมกับพ่น 3 คร้ังที่อำยุถั่วเหลือง 14 21 และ 28 

วัน ด้วย cell-suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ KPS46 
กรรมวิธีที่ 6 คลุกเมล็ดร่วมกับพ่น 3 คร้ังที่อำยุถั่วเหลือง 14 21 และ 28 

วัน ด้วย cell-suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม KPS46+ SP007s 
กรรมวิธีที่ 7 คลุกเมล็ดร่วมกับพ่นสำรเคมีด้วยสำรเคมีที่มีส่วนผสม 

copper hydroxide 3 คร้ังที่อำยุถั่วเหลือง 14 21 และ 28 วัน  
กรรมวิธีที่ 8 กรรมวิธีควบคุมด้วยน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ  

 
 วิธีกำรปฏิบัติโดยเตรียมสูตรส ำเร็จชนิดผงแต่ละสูตรละลำยน้ ำตำม

อัตรำส่วนสูตรส ำเร็จ 20 กรัม ต่อน้ ำ 80 ลิตร ผสมให้ละลำยกับน้ ำเป็นเน้ือเดียวกัน พ่นสูตรส ำเร็จ
เมื่อต้นถั่วเหลืองฝักสดอำยุที่ 14, 21 และ 28 วัน ด้วยเคร่ืองพ่นมือประมำณ 20 มิลลิลิตรต่อต้น 
หลังจำกนั้นปลูกเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนลงบนต้นถั่วเหลืองโดยพ่น cell-suspension เชื้อสำเหตุโรค
ใบจุดนูน (ควำมเข้มข้น108cfu/มิลลิลิตร) ลงบนต้นถั่วเหลืองที่อำยุ 35 วัน เปรียบเทียบประสิทธิภำพ
กำรควบคุมโรคกับกรรมวิธีกำรคลุกเมล็ดและกำรพ่นด้วย cell-suspension ของเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์เพียงอย่ำงเดียว กรรมวิธีควบคุมด้วยสำรเคมีคอปเปอร์ไฮดรอกไซด์ (copper hydroxide) 
และกรรมวิธีควบคุมที่ใช้น้ ำกลั่นแทนสูตรส ำเร็จ ประเมินกำรเกิดและควำมรุนแรงของโรคใบจุด
นูนที่ 7 วันหลังปลูกเชื้อ และกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตของถั่วเหลืองฝักสด (ควำมสูงต้น ควำม
ยำวรำก และจ ำนวนรำกแขนง) ข้อมูลที่ได้น ำมำวิเครำะห์ค่ำควำมแปรปรวน และวิเครำะห์ข้อมูล
และค่ำควำมแตกต่ำงทำงสถิติด้วยโปรแกรม SPSS version 15
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6.3.3  กำรทดสอบประสิทธิภำพสูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ในสภำพไร่ 
 

วำงแผนกำรทดลองแบบ completely randomize design (CRD) บนพื้นที่
แปลงปลูกขนำด 1 ไร่ ที่ศูนย์วิจัยข้ำวโพดและข้ำวฟ่ำงแห่งชำติ อ ำเภอปำกช่อง จังหวัดนครรำชสีมำ 
พื้นที่ 3.5 X10 ตำรำงเมตร ให้น้ ำแบบพ่นฝอยทุก 1 สัปดำห์ ก ำจัดวัชพืชโดยกำรพ่นสำรเคมีคุมก่อน
งอก 1 คร้ัง (10 ซีซี: น้ ำ 1ลิตร) และใช้แรงงำนถอนมือ กรรมวิธีในกำรทดลองประกอบด้วย 
กรรมวิธี ๆ ละ 5 ซ้ ำ แต่ละซ้ ำใช้พื้นที่ ขนำด 3.5X10 ตำรำงเมตร โดยคลุกเมล็ดถั่วเหลืองฝักสด
ร่วมกับพ่น 3 คร้ัง  
 

กรรมวิธีที่ 1 คลุกเมล็ดร่วมกับพ่น 3 คร้ังที่อำยุ 15, 22 และ 29 วัน ด้วยสูตร
ส ำเร็จ ISR-B (KPS46) 

กรรมวิธีที่ 2 คลุกเมล็ดร่วมกับพ่น 3 คร้ังที่อำยุ 15, 22 และ 29 วัน ด้วยสูตร
ส ำเร็จ ISR-P (SP007s)   

กรรมวิธีที่ 3 คลุกเมล็ดร่วมกับพ่น 3 คร้ังที่อำยุ 15, 22 และ 29 วัน ด้วยสูตร
ส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม KPS46 + SPOO7s 

กรรมวิธีที่ 4 กรรมวิธีควบคุม (คลุกเมล็ดและพ่นด้วยน้ ำเปล่ำ) 
กรรมวิธีที่ 5 คลุกเมล็ดและพน่ด้วย copper hydroxide 

 
วิธีกำรปฏิบัติโดยเตรียมสูตรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์ชนิดผงละลำยน้ ำ

ตำมอัตรำส่วนกำรใช้คลุกเมล็ดก่อนปลูกอัตรำ 5 กรัมต่อเมล็ด 1 กิโลกรัม และพ่นสูตรส ำเร็จ
อัตรำส่วน 20 กรัม:น้ ำ 80 ลิตร ต่อพื้นที่ 1 ไร่ จ ำนวน 3 คร้ัง เมื่อต้นถั่วเหลืองฝักสดอำยุ 15, 22 และ 
29 วัน ประเมินกำรเกิดและควำมรุนแรงของโรคที่ 7 วันหลังปลูกเชื้อ กำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโต 
(ควำมสูงต้น จ ำนวนข้อ จ ำนวนกิ่ง ควำมกว้ำงฝัก ควำมยำวฝัก และควำมหนำฝัก) และผลผลิต 
(น้ ำหนักรวม น้ ำหนักฝักดี และเปอร์เซ็นต์น้ ำหนักฝักดี) ข้อมูลที่ได้น ำมำวิเครำะห์ค่ำควำม
แปรปรวน และวิเครำะห์ข้อมูลและค่ำควำมแตกต่ำงทำงสถิติด้วยโปรแกรม SPSS version 15 

 
7. สถำนที่ท ำกำรทดลอง 
 
 1. ห้องปฏิบัติกำรและเรือนปลูกพืชทดลอง ภำควิชำโรคพืช คณะเกษตร 
มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ บำงเขน แขวงลำดยำว เขตจตุจักร กรุงเทพฯ
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 2. ศูนย์วิจัยข้ำวโพดและข้ำวฟ่ำงแห่งชำติ อ ำเภอปำกช่อง จังหวัดนครรำชสีมำ  
 
8. ระยะเวลำในกำรทดลอง 
 
  เร่ิมตั้งแต่เดือนมีนำคม พ.ศ. 2553 – เดือนตุลำคม พ.ศ. 2554
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ผลและวิจารณ์ 
 

ผล 
 

1.  สายพันธุ์เชื้อสาเหตุโรคใบจุดนูน และแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
 

1.1  คุณสมบัติทำงสัณฐำนวิทยำ สรีรวิทยำ และชีวเคมีบำงประกำรของเชื้อ X. axonopodis 
pv. glycines สำเหตุโรคใบจุดนูนถั่วเหลือง 
 

จำกกำรน ำเชื้อ X. axonopodis pv. glycines สำยพันธุ์ No.12-2 จำกแหล่งเก็บเชื้อ
ภำควิชำโรคพืช คณะเกษตร มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ มำท ำกำร cross streak บนอำหำร NA 
พบว่ำเชื้อมีลักษณะโคโลนีสีเหลือง ขอบกลมเรียบ ผิวนูนยกตัวจำกผิวหน้ำอำหำร และเมื่อเลี้ยงบน
อำหำร YDCA มีโคโลนีลักษณะกลม เยิ้มเป็นมัน สีเหลืองอ่อน (ภำพที่ 3 ) ตรงตำมลักษณะที่มีกำร
รำยงำนมำก่อน (Thowthampitak et al., 2008) 
 

กำรศึกษำคุณสมบัติทำงสรีระวิทยำและชีวเคมีของเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูน พบว่ำเชื้อ 
X. axonopodis pv. glycines สำยพันธุ์ No.12-2 เป็นแบคทีเรียแกรมลบ จำกกำรทดสอบ Gram’s 
reaction ลักษณะเซลล์เมื่อส่องภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ มีลักษณะเป็นท่อนตรง เรียงตัวเป็นเซลล์เด่ียว 
เจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 30-33 องศำเซลเซียส ต้องกำรออกซิเจนในกำรเจริญ ย่อยสลำยแป้งได้จำกกำร
ทดสอบปฏิกิริยำ starch hydrolysis สร้ำง enzyme catalase ไม่สร้ำง urease ไม่รีดิวซ์ nitrate สำมำรถ
ย่อย gelatin ได้ ให้ผลในกำรทดสอบปฏิกิริยำ levan formation มีลักษณะโคโลนีนูนเยิ้มมำกกว่ำ
ปกติ กำรทดสอบ lipolytic activity บนอำหำร Tween 80 และ citrate ให้ผลเป็นบวก และให้ผลกำร
ทดสอบ indole production, sorbitol, manitol และ maltose เป็นลบ นอกจำกนี้ยังพบว่ำสำมำรถใช้
น้ ำตำล glucose, sucrose, dextrose, cellobiose และ fructose ได้ (ตำรำงที่ 3)   
 

1.1.1  คุณสมบัติกำรเป็นเชื้อสำเหตุโรคและทดสอบควำมรุนแรงของสำยพันธุ์เชื้อ                      
X. axonopodis pv. glycines No.12-2 
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ผลกำรทดสอบปฏิกิริยำตอบสนองอย่ำงเฉียบพลันของเชื้อ X. axonopodis pv. 
glycines No.12-2 บนต้นยำสูบพบว่ำ เชื้อดังกล่ำวชักน ำให้เกิดปฏิกิริยำตอบสนองอย่ำงเฉียบพลัน
บนใบยำสูบ โดยเกิดปฏิกิริยำอย่ำงรวดเร็วภำยใน 24 ชั่วโมง หลังฉีด cell-suspension โดยอำกำร
เร่ิมแรกพบว่ำใบยำสูบมีลักษณะฉ่ ำน้ ำ และหำยไปภำยในครึ่งชั่วโมง ต่อมำเกิดอำกำรเซลล์ตำยเป็น
แผลสีน้ ำตำลชัดเจนภำยใน 24 ชั่วโมง ซึ่งให้ผลกำรทดสอบเช่นเดียวกับกำรใช้ cell-suspension ของ 
X. oryzae pv. oryzae (Xoo) และ X.  campestris pv. campestris (Xcc) (ภำพที่ 3) 
 

1.1.2  กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรก่อให้เกิดโรคบนถั่วเหลือง 
 
จำกกำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรก่อให้เกิดโรคกับถั่วเหลืองฝักสดโดยกำรปลูก 

เชื้อ X. axonopodis pv. glycines No.12-2 ลงบนต้นถั่วเหลืองพันธุ์ No.75 อำยุ 14 วัน และ
ประเมินผลกำรเกิดโรคที่ 4 และ 7 วัน หลังปลูกเชื้อ พบว่ำ เชื้อแบคทีเรียสำยพันธุ์ดังกล่ำว  สำมำรถ
ชักน ำให้ต้นถั่วเหลือง เร่ิมเกิดโรคในวันที่ 4 และพัฒนำกำรเกิดโรควันที่ 7 ลักษณะแผลมีลักษณะ
นูน แผลจุดมีสีน้ ำตำลกลำงแผล รอบแผลมี halo เป็นวงเหลือง ล้อมรอบ และหลังจำกน ำมำแยกเชื้อ
ใหม่ (reisolation) ได้เชื้อชนิดเดิมและเมื่อปลูกเชื้อลงบนพืชอีกครั้ง (reinoculate) พบว่ำต้นพืช
ทดสอบเกิดอำกำรโรคใบจุดนูนเช่นเดิม จึงยืนยันได้ว่ำเป็นเชื้อ X. axonopodis pv. glycines No.12-2 
สำเหตุโรคใบจุดนูน (ภำพที่ 3)  
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ภาพท่ี  3  โคโลนีของเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. glycines No.12-2 (Xag) บนอำหำร NA มี
สีเหลือง ผิวขอบเรียบยกตัวนูนจำกผิวหน้ำอำหำร (ก) และกำรเจริญบนอำหำร YDCA 
พบว่ำมีโคโลนีลักษณะกลม เยิ้มเป็นมัน สีเหลืองอ่อน (ข) เซลล์แบคทีเรียติดสีแดงของ 
Safanin-o เมื่อทดสอบด้วยวิธี Gram’s stain (ค) เชื้อสำมำรถชักน ำให้เกิดปฏิกิริยำ HR บน
ใบยำสูบภำยในเวลำ 24 ชั่วโมง (ง) และก่อให้เกิดอำกำรโรคใบจุดนูนบนใบถั่วเหลือง
ทดสอบหลังปลูกเชื้อ 7 วัน (จ) 
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ตารางท่ี 3 คุณสมบัติทำงสรีรวิทยำและชีวเคมีบำงประกำรของเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. 
glycines สำเหตุโรคใบจุดนูนถั่วเหลือง 

 
ลักษณะทดสอบ ปฏิกิริยำของเชื้อ X.axonopodis pv. glycines No.12-21/ 

Gram’s stain G- 
Oxygen relationship + 
Catalase production + 
Starch hydrolysis + 
Urea hydrolysis - 
Gelatin hydrolysis + 
Levan forming + 
Lipolytic activity (Tween 80) + 
Citrate utilization + 
Indole production - 
Nitrate reduction - 
Carbon utilization:  

Glucose + 
Sucrose + 
Dextrose + 
Cellobiose + 
Dulcitol - 
Sorbitol - 
Manitol - 
Maltose - 
Fructose + 

 

1/ + = positive reaction คือ เกิดปฏิกิริยำ , - = negative reaction คือ ไม่เกิดปฏิกิริยำ 
  G- = Gram negative
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1.2.  คุณสมบัติของแบคทีเรียปฏิปักษ์และประสิทธิภำพในกำรยับยั้งเชื้อแบคทีเรียสำเหตุ
โรคใบจุดนูน 
 

1.2.1  ลักษณะสัณฐำนวิทยำ สรีรวิทยำ และชีวเคมีของแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
 

เมื่อน ำเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ B.amyloliquefaciens KPS46,  P. papuli SW01/4,  
S. marcescens SPt360 และ P. fluorescens SP007s มำ cross streak บนอำหำร NA และบ่มเชื้อที่
อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง แล้ว cross streak บนอำหำร NA ซ้ ำ 2-3 คร้ัง ได้
โคโลนีเด่ียวที่บริสุทธิ์ พบว่ำเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์มีลักษณะโคโลนีแตกต่ำงกัน         
โดย B.amyloliquefaciens KPS46 มีลักษณะโคโลนี สีขำว ผิวด้ำน รูปร่ำงไม่แน่นอน ขอบหยัก           
P. papuli SW01/4 มีลักษณะโคโลนีสีขำวคล้ำยนมข้น ผิวมัน นูนเล็กน้อย ขอบเรียบ S. marcescens 
SPt360 มีลักษณะโคโลนีสีแดง กลม นูน มันวำว ขอบเรียบ และ P. fluorescens SP007s มีลักษณะ
โคโลนีสีเหลืองน้ ำตำล รูปร่ำงไม่แน่นอน ผิวขรุขระเล็กน้อย ขอบหยัก (ตำรำงที่ 4 และภำพที่ 4)        
(สุพจน์, 2545 ; สมใจ, 2547; วิลำวรรณ์, 2551) 
 

เมื่อท ำกำรทดสอบคุณสมบัติในกำรติดสีแกรม พบว่ำเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์       
P. fluorescens SP007s และ S.marcescens SPt360 ติดสีแดงของ Safanin-O แสดงว่ำเป็นแบคทีเรีย
แกรมลบ ส่วนแบคทีเรียปฏิปักษ์ B.amyloliquefaciens KPS46 และ P.pabuli SW01/4 ติดสีม่วงของ 
Crystal violet แสดงว่ำเป็นแบคทีเรียแกรมบวก (ภำพที่ 4) 

 
กำรตรวจสอบรูปร่ำงเซลล์ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก ำลังขยำย 1,000 เท่ำ

ทดสอบคุณสมบัติทำงชีวเคมี พบว่ำเชื้อปฏิปักษ์ B. amyloliquefaciens KPS46 มีเซลล์แบบท่อน 
รูปร่ำงมีขนำดเล็กบริเวณกลำงเซลล์ และ P. pabuli SW01/4 มีเซลล์แบบท่อนยำวเรียงกันเป็นสำย  
P. fluorescens SP007s มีรูปร่ำงเป็นท่อนตรงหรือเป็น curved rods และ S.marcescens SPt360 มี
รูปร่ำงเป็นท่อนตรง มีขนำดเล็ก ส่วนกำรทดสอบคุณสมบัติทำงชีวเคมีพบว่ำเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์
ได้ทั้ง 4 สำยพันธุ์ เป็นแบคทีเรียพวกใช้ออกซิเจน (aerobe) ยกเว้น S. marcescens SPt360 เป็น 
facultative anaerobe และทุกสำยพันธุ์ ไม่สร้ำง endospore ยกเว้น B.amyloliquefaciens KPS46 ที่
สร้ำง endospore ทุกสำยพันธุเ์คลื่อนที่ได้ในอำหำรทดสอบและสำมำรถผลิต catalase และgelatin 
(ยกเว้น P. pabuli SW01/4) สำมำรถย่อยแป้ง ทนเกลือได้ 5 และ7 เปอร์เซ็นต์  และสำมำรถ
เกิดปฏิกิริยำ liplytic activity ได้ นอกจำกนี้พบว่ำ P. pabuli SW01/4 และ P. fluorescens SP007s 
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ให้ผลทดสอบ levan formation เป็นบวก โดยโคโลนีนูนเยิ้มกว่ำปกติและเฉพำะ  P. fluorescens 
SP007s เกิดปฏิกิริยำ oxidase test เป็นบวก โดยทุกสำยพันธุ์ผลิตเอนไซม์ pectinase ย่อยมันฝร่ัง 
(ตำรำงที่ 5)  

 
ตารางท่ี 4  คุณสมบัติทำงสัณฐำนวิทยำของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์คุณภำพที่ใช้ในกำรวิจัย 
 

เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ ลักษณะโคโลนี     อ้ำงอิง 

B. amyloliquefaciens KPS46 สีขำว ด้ำน รูปร่ำงไม่แน่นอน ขอบหยัก สุพจน์, 2545 

P. pabuli SW01/4 สีขำวคล้ำยนมข้น ลักษณะโคโลนีรี
ผิวมัน ยกตัวจำกผิวอำหำรเล็กน้อย 
ขอบเรียบ 

สุพจน์, 2545 

S. marcescens SPt360 สีแดง กลม นูน มันวำว ขอบเรียบ สมใจ, 2547 

P. fluorescens  SP007s สีเหลืองน้ ำตำล รูปร่ำงไม่แน่นอนผิว
ขรุขระเล็กน้อย ขอบหยัก   

วิลำวรรณ์, 2551 
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ภาพท่ี 4  ลักษณะโคโลนีและรูปร่ำงเซลล์ของแบคทีเรียปฏิปักษ์;  Pseudomonas fluorescens 

SP007s (ก), Bacillus amyloliquefaciens KPS46 (ข), Serratia marcescens SPt360 (ค) 
และ Paenibacillus pabuli SW01/4 (ง) บนอำหำร NA 
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ตารางท่ี 5  ลักษณะทำงสรีรวิทยำและชีวเคมีบำงประกำรของแบคทีเรียปฏิปักษ์ 4 สำยพนัธุ์ที่ใช้ใน
กำรศึกษำวิจัย 

 

ลักษณะทดสอบ 
แบคทีเรียปฏิปักษ์1/ 

KPS462/ SW01/42/ SP007s2/ SPt3602/ 
Gram’s stain G+ G+ G- G- 
Oxygen relationship     
Aerobe + + + +/- 
Motility + + + + 
Catalase production + + + + 
Endospore forming + - - - 
Citrate utilization - - + - 
Starch hydrolysis + + + + 
Gelatin hydrolysis + - + + 
Salt tolerance (NaCl)     

5% + + + + 
7% + + + + 

Levan forming - + + - 
Lipolytic activity + + + + 
Oxidase test - - + - 
Potato soft rot - - - - 

 

1/ G+ = Gram positive, G- = Gram negative, + = positive reaction, - = negative reaction และ          
+/- = facultative arerobe  
2/ KPS46= Bacillus amyloliquefaciens, SW01/4=Paenibacillus papuli, SP007s= Pseudomonas 
fluorescens และ SPt360 = Serratia marcescens 
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1.2.2  ประสิทธิภำพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์ในกำรเจริญบน
อำหำรเลี้ยงเชื้อที่ผสมสำรปฏิชีวนะเพื่อกำรยืนยันสำยพันธุ์ 
 

กำรทดสอบและยืนยันสำยพันธุ์เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ คือ                             
B. amyloliquefaciens KPS46, P. pabuli SW01/4, S.  marcescens SPt360  และ P. fluorescens 
SP007s โดยกำรเลี้ยงบนอำหำร NA ที่ผสมสำรปฏิชีวนะต่ำงชนิด และต่ำงควำมเข้มข้น พบว่ำเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ B. amyloliquefaciens KPS46 เจริญบนอำหำร NA ที่ผสมสำรปฏิชีวนะ 
tetracycline ที่ระดับ 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ streptomycin ที่ระดับ 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
ส่วน P. pabuli SW01/4 เจริญบนอำหำร NA ที่ผสมสำรปฏิชีวนะ tetracycline ที่ระดับ 20 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ rifampicin  ที่ระดับ 20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร  S.  marcescens SPt360 
เจริญบนอำหำร NA ที่ผสมสำรปฏิชีวนะ streptomycin ที่ระดับ 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ 
amplicilin  ที่ระดับ 150 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ P. fluorescens SP007s เจริญบนอำหำร NA              
ที่ผสมสำรปฏิชีวนะ amplicilin ที่ระดับ 150 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ rifampicin  ที่ระดับ 150 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เมื่อน ำเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ผ่ำนกำรทดสอบกำรเจริญบนอำหำรที่ผสมสำร
ปฏิชีวนะมำทดสอบกำรยับยั้งกำรเจริญของเชื้อ X. axonopodis pv. glycines ด้วยวิธี paper disc 
diffusion เปรียบเทียบกับสำยพันธุ์เดิม (wild type) ผลปรำกฏว่ำประสิทธิภำพของเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ในกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคยังคงเดิม จึงน ำเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์ที่สำมำรถ
เจริญได้บนอำหำร NA ที่ผสมสำรปฏิชีวนะชนิดต่ำง ๆ และควำมเข้มข้นดังกล่ำวมำใช้ในกำร
ตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์ในกำรทดลองต่อไป โดยค่ำเหล่ำนี้หมำยถึงควำม
เข้มข้นต่ ำสุดของสำรปฏิชีวนะที่จะสำมำรถยับยั้งกำรเจริญของเชื้อปฏิปักษ์นั้นได้ (minimal 
inhibition concentration :MIC) จึงจัดเป็น antibiotic resistance marker ซึ่งเป็นลักษณะเฉพำะของ
เชื้อแต่ละชนิดที่ควบคุมโดยยีนที่อยู่บน plasmid ของแบคทีเรีย ซึ่งสอดคล้องกับรำยงำนของสุดฤดี 
และคณะ (2555) (ตำรำงที่ 6)
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ตารางท่ี 6  กำรต้ำนทำนต่อสำรปฏิชีวนะของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ ์
 

แบคทีเรียปฏิปักษ์1/ สำรปฏิชีวนะ (µg/ml) 
KPS46 Tetracycline (10 µg/ml), Streptomycin(5 µg/ml) 
SW01/4 Tetracycline (20 µg/ml), Rifampicin (20 µg/ml) 
SP007s Amplicilin (150 µg/ml), Rifampicin(150 µg/ml) 
SPt360 Streptomycin(10µg/ml), Amplicilin (150 µg/ml) 

1/KPS46 = Bacillus amyloliquefaciens, SW01/4 = Paenibacillus pabuli, SP007s= Pseudomonas 
fluorescens และ SPt360 = Serratia marcescens  
 
2.  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ยับยั้งเชื้อสาเหตุโรคใบจุดนูน  
 

เมื่อน ำแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 4 สำยพันธุ์ คือ B. amyloliquefaciens KPS46, P. pabuli 
SW01/4, S. marcescens SPt360 และ P. fluorescens SP007s มำทดสอบประสิทธิภำพในกำรยับยั้ง
กำรเจริญของเชื้อ X. axonopodis pv. glycines สำเหตุโรคใบจุดนูนของถั่วเหลืองด้วยวิธี paper disc 
พบว่ำหลังจำกบ่มเชื้อ 48 ชั่วโมง แบคทีเรียปฏิปักษ์ทุกสำยพันธุ์สำมำรถยับยั้งเชื้อเป้ำหมำยได้โดย
แบคทีเรีย P. fluorescens SP007s สำมำรถยับยั้งกำรเจริญของเชื้อสำเหตุโรคได้ดีที่สุด สำมำรถผลิต
สำรปฏิชีวนะออกมำยับยั้งและมีบริเวณกำรยับยั้งกว้ำงที่สุดเท่ำกับ 1.3 เซนติเมตร รองลงมำ คือ
แบคทีเรีย B. amyloliquefaciens KPS46  P. pabuli SW01/4 และ S. marcescens SPt360 ที่มีบริเวณ
ยับยั้งกว้ำงเท่ำกับ 1.2  0.6  และ 0.5 เซนติเมตรตำมล ำดับ (ตำรำงที่ 7 และภำพที่ 5) เมื่อเปรียบเทียบ
กับกรรมวิธีกำรหยดกระดำษกรองด้วยน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ ซึ่งไม่ให้ผลกำรยับยั้งเชือ้โรค แสดงให้เห็น
ว่ำกลไกกำรผลิตสำรปฏิชีวนะ และกำรแข่งขันโดยตรงของเชื้อแบคทีเรียเหล่ำนี้เป็นกลไกหลักของ
เชื้อในกำรยับยั้งกำรเจริญของเชื้อสำเหตโุรคใบจุดนูน 
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ภาพท่ี 5  ประสิทธิภำพกำรยับยั้งเชื้อ X.axonopodis pv. glycines สำเหตุโรคใบจุดนูนของแบคทีเรีย

ปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์จำกกำรทดสอบด้วยวิธี paper disc ได้แก่ P. pabuli SW01/4 (ก),          
S. marcescens SPt360 (ข),  P. fluorescens SP007s (ค), B. amyloliquefaciens KPS46 (ง) 
และน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ (จ) 

(5) 

(ก) 

(ค) 

(ข) 

(ง) 

(จ) 
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ตารางท่ี 7  ประสิทธิภำพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์ในกำรผลิตสำรยับยั้งเชื้อ                             
X. axonopodis pv. glycines เมื่อทดสอบด้วยวิธี paper disc 

 
สำยพันธุ์แบคทีเรียปฏิปักษ์ บริเวณยับยั้ง (เซนติเมตร)1/ 

B. amyloliquefaciens KPS46 1.2a 
P. pabuli SW01/4 0.6b 
S. marcescens SPt360 0.5c 
P. fluorescens SP007s 1.3a 

 

1/ ตัวอักษรของข้อมูลในตำรำงที่เหมือนกันในแนวต้ังไม่แตกต่ำงทำงสถิติที่ระดับ (P=0.05)  
Duncan’ s New Multiple Range Test (DMRT) 
 
3.  การเจริญร่วมกันของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่างสายพันธุ์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ การส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช และประสิทธิภาพการยับยั้งเชื้อโรคใบจุดนูน 
 

3.1  อัตรำกำรเจริญของแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ต่ำงๆ ในอำหำรเหลว 
 

ผลกำรศึกษำอัตรำกำรเจริญของแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 4 สำยพันธุ์ คือ                                 
B. amyloliquefaciens KPS46  P. papuli SW01/4  S. marcescens SPt360 และ P. fluorescens 
SP007s เมื่อเลี้ยงในอำหำรเหลว NB และบ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง บนเคร่ืองเขย่ำ 150 รอบ/นำที โดย
จำกกำรน ำ cell-suspension ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 4 สำยพันธุ์ที่เลี้ยงในอำหำร NB ปริมำตร 
100 มิลลิลิตร ที่ระยะเวลำกำรเลี้ยงที่  0 6 12 24 36 48 60 72 84 และ 96 ชั่วโมง มำตรวจสอบ
ปริมำณประชำกรด้วยวิธี dilution plate count ผลปรำกฏว่ำแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์มีกำร
เจริญในอำหำรเลี้ยงเชื้อ NB ต่ำงกัน แบคทีเรียปฏิปักษ์ P. fluorescens SP007s มีอัตรำกำรเจริญเร็ว
ที่สุด สำมำรถเจริญเข้ำที่ระยะ log phase ที่อำยุกำรบ่มเชื้อ 12 -24 ชั่วโมง และระยะ stationary phase 
ที่ 36 – 72 ชั่วโมง ซึ่งมีประชำกรเชื้อเฉลี่ย เท่ำกับ 1X1016cfu/มิลลิลิตร รองลงมำคือแบคทีเรียสำย
พันธุ์ B.amyloliquefaciens KPS46  สำมำรถเข้ำสู่กำรเจริญระยะ stationary phase ที่ 48 – 72 ชั่วโมง 
ซึ่งมีประชำกรเชื้อเฉลี่ย เท่ำกับ 1X1015cfu/มิลลิลิตร ส่วน P. papuli SW01/4  สำมำรถเจริญเข้ำสู่
ระยะ lag phase ที่ 0-12 ชั่วโมง ระยะ log phase ถึงระยะ stationary phase ที่ 24-60 ชั่วโมงหลังปลูก
เชื้อซึ่งประชำกรเชื้อเฉลี่ย เท่ำกับ 1X1014cfu/มิลลิลิตร ในอำหำรเลี้ยงเชื้อ และจำกกำรทดลอง
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ชี้ให้เห็นว่ำอัตรำกำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์  S. marcescens SPt360 มีกำรเจริญเติบโตช้ำ
ที่สุดซึ่งมีประชำกรเชื้อเฉลี่ย เท่ำกับ 1 x 1013cfu/มิลลิลิตร และพบว่ำอำยุกำรเลี้ยงมีผลต่ออัตรำกำร
เจริญของเชื้อทั้ง 4 ชนิด เมื่อเลี้ยงในอำหำรและสภำพกำรเลี้ยงเดียวกัน และแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 4 
สำยพันธุ์มีอัตรำกำรเจริญลดลงจำกกำรบ่มเชื้อที่ 84-96 ชั่วโมง (ภำพที่ 6) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 6  อัตรำกำรเจริญของแบคทีเรียปฏิปักษ์  P. fluorescens SP007s, B.amyloliquefaciens 

KPS46, P. papuli SW01/4  และS. marcescens SPt360 ในอำหำรเลี้ยงเชื้อ NB มีอำยุกำร
เลี้ยง 96 ชั่วโมง 
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3.2  กำรเจริญร่วมกันของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์บนอำหำรทดสอบ 
 

จำกกำรน ำเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์ คือ B.amyloliquefaciens KPS46         
P. papuli SW01/4  S. marcescens SPt360 และ P. fluorescens SP007s มำทดสอบควำมสำมำรถใน
กำรเจริญร่วมกันบนอำหำร NA ด้วยวิธี dual culture, agar diffusion และ paper disc diffusion  
พบว่ำเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์มีควำมสำมำรถเจริญร่วมกันได้แตกต่ำงกันขึ้นอยู่กับชนิด
และจ ำนวนคู่ผสม โดย B.amyloliquefaciens KPS46 สำมำรถเจริญร่วมกับเชื้อ P. pabuli SW01/4,    
S.  marcescens SPt360  และ P. fluorescens  SP007s ได้ ในขณะที่เชื้อ P. fluorescens  SP007s ไม่
สำมำรถเจริญร่วมกับเชื้อ P. pabuli SW01/4 ได้ ส่วนเชื้อ P. pabuli SW01/4  สำมำรถเจริญร่วมกัน
กับ B. amyloliquefaciens KPS46 และ S.  marcescens SPt360 ได้ และ S.  marcescens SPt360
สำมำรถเจริญร่วมได้กับเชื้อ B.amyloliquefaciens KPS46 P. pabuli SW01/4  และ P. fluorescens  
SP007s โดยกำรเจริญร่วมกันได้ของเชื้อจะเป็นในลักษณะกำรเจริญแข่งขันแต่ไม่มีกำรคลุมทับกัน 
แต่กำรเจริญที่ไม่สำมำรถเจริญร่วมกันได้จะเป็นในลักษณะกำรเจริญแข่งขันคลุมทับและมีกำรผลิต
สำรออกมำยับยั้งซึ่งกันและกัน (ตำรำงที่ 8 และ ภำพที่ 7) 
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ตารางท่ี 8  ประสิทธิภำพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์ในกำรเจริญร่วมกันบนผิวหน้ำ
อำหำร NA ด้วยวิธีกำรต่ำงๆ 

 

วิธีทดสอบ สำยพันธุ์แบคทีเรีย 
ควำมสำมำรถในกำรเจริญร่วมกัน1/ 
KPS46 SW01/4 SP007s 

Dual culture KPS46 + + + 
 SW01/4 + + - 
 SP007s + - + 
 SPt360 + + + 

Agar diffusion KPS46 + + + 
 SW01/4 + + - 
 SP007s + - + 
 SPt360 + + + 

Paper disc diffusion KPS46 + + + 
 SW01/4 + + - 

 SP007s + - + 
 SPt360 + + + 

1/ + = สำมำรถเจริญร่วมกันได้, - = ไม่สำมำรถเจริญร่วมกันได้ 
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ภาพท่ี 7  แสดงประสิทธิภำพกำรเจริญร่วมกันของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ เมื่อทดสอบใน
ห้องปฏิบัติกำรบนอำหำร NA โดยวิธีกำร dual culture (ก) agar diffusion (ข) และ paper 
disc diffusion (ค)

ก 

ข 

ค 
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3.3  กำรเจริญร่วมกันของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์ในอำหำรเหลว และประสิทธิภำพ
กำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูน 
 

3.3.1  ประชำกรของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์ที่เจริญร่วมกันในอำหำรทดสอบ 
 

กำรศึกษำจ ำนวนประชำกรเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์ที่เลี้ยงแบบผสม
ในอำหำรเหลว NB ในลักษณะ คู่ผสม 2 สำยพันธุ์ ผสม 3 สำยพันธุ์ และผสม 4 สำยพนัธุ์ และ
เปรียบเทียบกับกำรเลี้ยงเชื้อแบบเดี่ยว โดยตรวจสอบจ ำนวนประชำกรเชื้อด้วยวิธี dilution plate 
count หลังเลี้ยงเชื้อ 24 ชั่วโมง พบว่ำจ ำนวนประชำกรของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์เมื่อ
เลี้ยงแบบผสมในอำหำรเหลวมีจ ำนวนประชำกรที่มีชีวิตรอดแตกต่ำงกัน และมีประชำกรต่ ำกว่ำกำร
เลี้ยงแบบเดี่ยว (P. pabuli SW01/4 ) และแบคทีเรียปฏิปักษ์บำงสำยพันธุ์ไมส่ำมำรถเจริญและมีชีวิต
รอดได้ แบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมคู ่แบบผสม 2 สำยพันธุ์ (อัตรำส่วน 1:1) ที่เจริญร่วมกันได้ดี
ที่สุด   ที่อำยุกำรเลี้ยง 24 ชั่วโมง คือ B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s           
โดยมีจ ำนวนประชำกรเชื้อที่ตรวจสอบได้ เท่ำกับ 2X1010cfu/มิลลิลิตร และ 2X1012cfu/มิลลิลิตร 
ตำมล ำดับ จำกประชำกรเร่ิมต้นเท่ำกับ 1X108 cfu/มิลลิลิตร ส่วนกรรมวิธีกำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม 3 สำยพันธุ์ที่เจริญร่วมกันได้ดีที่สุดคือ กำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์
ระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46  P. fluorescens SP007s และ S. marcescens SPt360 โดยมี
จ ำนวนประชำกรของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์เฉลี่ยเท่ำกับ 1X1010, 2X1011 และ 2X1010cfu/มิลลิลิตร 
ตำมล ำดับ และกำรเลี้ยงแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม 4 สำยพันธุ์ (อัตรำส่วน 1:1:1:1) ที่อำยุกำร
เลี้ยง 24 ชั่วโมง ที่เจริญร่วมกันได้ดีที่สุดคือ กำรเลี้ยงแบคทีเรียระหว่ำง B. amyloliquefaciens 
KPS46, P. fluorescens SP007s, S. marcescens SPt360 และ P. pabuli SW01/4  ที่มีจ ำนวน
ประชำกรเชื้อเฉลี่ยเท่ำกับ 0.5X109 และ 2X109และ1X109  และ 0 cfu/มิลลิลิตรตำมล ำดับ ที่อำยุกำร
เลี้ยง 24 ชั่วโมง ทั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบกับกำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์เด่ียวพบว่ำ 
ประชำกรของเชื้อแต่ละสำยพันธุ์จะสูงกว่ำกำรเลี้ยงแบบผสมโดย B. amyloliquefaciens KPS46 มี
จ ำนวนประชำกรเฉลี่ยเท่ำกับ 3X1011cfu/มิลลิลิตร P. fluorescens SP007s มีจ ำนวนประชำกรเฉลี่ย
เท่ำกับ 3X1012cfu/มิลลิลิตร S. marcescens SPt360 มีจ ำนวนประชำกรเฉลี่ยเท่ำกับ 2X1010cfu/
มิลลิลิตร และ P. pabuli SW01/4 มีจ ำนวนประชำกรเฉลี่ยเท่ำกับ 2X1010cfu/มิลลิลิตรตำมล ำดับ 
(ตำรำงที่ 9) แสดงให้เห็นว่ำ กำรน ำเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์มำเลี้ยงร่วมกันในอำหำร NB 
มีผลต่อควำมสำมำรถในกำรเจริญร่วมกันแตกต่ำงกันและขึ้นอยู่กับสำยพันธุ์เชื้อทดสอบ  
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3.3.2  ประสิทธิภำพของแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบผสมหลำยสำยพันธุ์ในกำรยับยั้งเชื้อ
สำเหตุโรคใบจุดนูน 

 
กำรทดสอบประสิทธิภำพของแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบผสมเชื้อต่ำงสำยพันธุ์ใน

กำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนด้วยวิธี paper disc พบว่ำ เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์คู่ผสม 2 สำยพันธุ์ 
อัตรำส่วน 1:1 ระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s มีประสิทธิภำพ
ในกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนได้ดีที่สุด โดยมีควำมกว้ำงบริเวณยับยั้งเท่ำกับ 1.4 เซนติเมตร 
ซึ่งมีควำมแตกต่ำงจำกกำรผสมเชื้อในอัตรำส่วนอ่ืน ๆ อย่ำงชัดเจน (P=0.05) ส่วนแบคทีเรียปฏิปักษ์
สำยพันธุ์ผสม 3 สำยพันธุ์ อัตรำส่วน 1:1:1 ระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 และ                          
P. fluorescens SP007s และ S. marcescens SPt360 และระหว่ำง P. fluorescens SP007s และ           
S. marcescens SPt360 และ P. pabuli SW01/4 มีประสิทธิภำพในกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูน
ได้ดทีัดเทียมกันโดยมีควำมกว้ำงบริเวณยับยั้งเฉลี่ยเท่ำกับ 0.8 เซนติเมตร นอกจำกนี้พบว่ำกรรมวิธี
กำรเลี้ยงแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม 4 สำยพันธุ์ อัตรำส่วน 1:1:1:1 ระหว่ำง                                       
B. amyloliquefaciens KPS46 P. fluorescens SP007s  S. marcescens SPt360 และ P. pabuli 
SW01/4 มีประสิทธิภำพในกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนต่ ำสุดมีควำมกว้ำงบริเวณยับยั้งเท่ำกับ 
0.6 เซนติเมตร ในขณะกำรเลี้ยงเชื้อแบบเดี่ยว คือ B. amyloliquefaciens KPS46  P. fluorescens 
SP007s  S. marcescens SPt360 และ P. pabuli SW01/4  มีบริเวณยับยั้งเท่ำกับ 1.2 1.3 1.2 และ 1.1 
เซนติเมตรตำมล ำดับ (ตำรำงที่ 9) แสดงให้เห็นว่ำกำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์คู่ผสม 2 สำยพันธุ์ 
ระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s มีประสิทธิภำพในกำรยับยั้งเชื้อ
สำเหตุโรคใบจุดนูนได้ดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม 3 สำยพันธุ์ 
และผสม 4 สำยพันธุ์ ซึ่งจำกผลกำรศึกษำแสดงให้เห็นชัดเจนว่ำกำรเลี้ยงเชื้อแบบผสมระหว่ำง B. 
amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s มีประสิทธิภำพในกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรค
ได้ดีกว่ำกำรเลี้ยงเชื้อแต่ละสำยพันธุ์แบบเชื้อเดี่ยว ที่มีขนำดบริเวณยับยั้งแคบกว่ำซึ่งอำจเป็นผลมำ
จำกกำรผลิตสำรที่มีประสิทธิภำพมำกขึ้น หรืออำจเป็นกำรชักน ำให้เชื้อผลิตสำรชนิดใหม่เพิ่มเติม 
และกำรใช้เชื้อผสมมำกเกินไปมีผลต่อประสิทธิภำพในกำรเจริญ และกำรผลิตสำรปฏิชีวนะยับยั้ง
เชื้อโรค ซึ่งถือเป็นกลไกหลักของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในกำรควบคุมโรคพืชเชื้อสำเหตุโรคพืช



 

 

ตารางท่ี 9  ประชำกรเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์ที่เลี้ยงแบบเดี่ยวและแบบผสมในอำหำรเหลว NB และประสิทธิภำพในกำรยับยั้งเชื้อ                          
Xanthomonas axonopodis pv. glycines

ล ำดับ คู่ผสมเชื้อปฏิปักษ์และอัตรำส่วนผสม1/ 
ประชำกรเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ (cfu/มิลลิลิตร) 

บริเวณยับยั้ง (ซม.)2  
KPS46  SW01/4 SP007s SPt360 

1 KPS46  3X1011 - - - 1.2b 
2 SP007s  - - 3X1012 - 1.3ab 
3 SPt360   - - - 2X1010 1.2b 
4 SW01/4   - 2X1010 - - 1.1c 
5 KPS46+SP007s (1:1) 2X1010 - 2X1012 - 1.4a 
6 KPS46+SPt360 (1:1) 1X1010 - - 1.5X1010 0.6f 
7 KPS46+SW01/4 (1:1) 2X1011 1X1011 - - 1.0c 
8 SP007s+SPt360 (1:1) - - 3X1011 2X1010 0.8d 
9 SP007s+SW01/4 (1:1) - 0 3X1012 - 0.6f 

10 SPt360+SW01/4 (1:1) - 1X1010  2X1010 0.7e 
11 KPS46+SP007s+SPt360 (1:1:1) 1X1010 - 2X1011 2X1010 0.8d 
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1/ cell suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ แต่ละสำยพันธุ์ทีป่รับค่ำควำมขุ่นเท่ำกับ 108 cfu/มิลลิลิตร และเมื่อผสมกันจะใช้ปริมำตรสุดท้ำยเท่ำกับ 1 มิลลิลิตร และ
ตรวจนับประชำกรเชื้อที่ 24 ชั่วโมงหลังเลี้ยงเชื้อ  
2/ ประสิทธิภำพกำรยับยั้งเชื้อ X. axonopodis pv. glycines เมื่อทดสอบด้วยวิธี paper disc  diffusion.;ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไม่แตกต่ำงทำงสถิติ 
(P=0.05) เมื่อวิเครำะห์ด้วย Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT) 

ตารางท่ี 9  (ต่อ) 
 

ล ำดับ คู่ผสมเชื้อปฏิปักษ์และอัตรำส่วนผสม1/ 
ประชำกรเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ (cfu/มิลลิลิตร) 

บริเวณยับยั้ง (ซม.) 2/ 
KPS46  SW01/4 SP007s SPt360 

12 KPS46+SP007s+SW01/4 (1:1:1) 1X1010 0 2X1011 - 0.7 
13 SP007s+SPt360+SW01/4 (1:1:1) - 1X1010 2X1011 1X1010 0.8 
14 KPS46+SPt360+SW01/4 (1:1:1) 2X1010 1X1010 - 1X1010 0.6 
15 KPS46+SP007s+SPt360+SW01/4 

(1:1:1:1) 
0.5X109 0 2X109 1X109 0.6 

16 กรรมวิธีควบคุม (อำหำร NB) 0 0 0 0 0 
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3.4  ประสิทธิภำพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบผสมหลำยสำยพันธุ์ในกำรส่งเสริมกำร
เจริญเติบโตของถั่วเหลืองฝักสด และกำรผลิตสำร Indole- 3- acetic acid (IAA) ในอำหำรเลี้ยงเชื้อ 
 

3.4.1  ประสิทธิภำพของแบคทีเรียปฏิปักษ์ในกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตของถั่ว
เหลืองฝักสด 
 

จำกกำรทดสอบประสิทธิภำพของแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมต่อกำรงอก
ของเมล็ดและกำรเจริญเติบโตของถั่วเหลืองฝักสด โดยน ำเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมคู่ผสม 
2 สำยพันธุ ์ผสม 3 สำยพันธุ ์ผสม 4 สำยพันธุ ์และแบคทีเรียสำยพันธุ์เด่ียวมำทดสอบที่มี
ประสิทธิภำพกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโต พบว่ำกรรมวิธีคลุกเมล็ดถั่วเหลืองด้วยเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์คู่ผสม 2 สำยพันธุ์ ระหว่ำง  B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s 
อัตรำ 1:1 มีศักยภำพในกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตของถั่วเหลืองฝักสดได้สูงสุด โดยมีควำมสูงต้น 
เท่ำกับ 11.4 เซนติเมตร ควำมยำวรำก 23.2 เซนติเมตร จ ำนวนรำกแขนง 31 รำก และน้ ำหนักสด 0.6 
กรัม ตำมล ำดับ ส่วนแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมแบบ 3 สำยพันธุ์ที่มีศักยภำพสำมำรถส่งเสริม
กำรเจริญเติบโตของถั่วเหลืองฝักสดได้สูงสุดคือ  B. amyloliquefaciens KPS46 P. fluorescens 
SP007s และ P. pabuli SW01/4  อัตรำ 1:1:1 มีควำมสูงต้น เท่ำกับ 7.6 เซนติเมตร ควำมยำวรำก 10.5 
เซนติเมตร จ ำนวนรำกแขนง 25 รำก และน้ ำหนักสด 0.6 กรัม ตำมล ำดับ ส่วนแบคทีเรียปฏิปักษ์
สำยพันธุ์ผสม 4 สำยพันธุ์ที่มศีักยภำพสำมำรถส่งเสริมกำรเจริญเติบโตของถั่วเหลืองฝักสดได้ คือ 
กำรผสมเชื้อระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46  P. fluorescens SP007s  S. marcescens SPt360 
และ P. pabuli SW01/4  อัตรำส่วน 1:1:1:1 มีควำมสูงต้น เท่ำกับ 6.8 เซนติเมตร ควำมยำวรำก 10.6 
เซนติเมตร  จ ำนวนรำกแขนง 27 รำก และน้ ำหนกัสด 0.5 กรัม ตำมล ำดับ  (ตำรำงที่ 10 ) แสดงให้
เห็นว่ำกำรใช้เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมคูผ่สม 2 สำยพันธุ์ระหว่ำง  B. amyloliquefaciens 
KPS46 และ P. fluorescens SP007s มีประสิทธิภำพในกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตของถั่วเหลืองฝัก
สดได้ดกีว่ำอย่ำงชัดเจน เมือ่เปรียบเทียบกับเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบผสม 3 และ 4 สำยพันธุ์ และ
กรรมวิธีควบคุมคลุกเมล็ดด้วยน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ และที่น่ำสนใจพบว่ำคู่ผสมดังกล่ำวมีประสิทธิภำพ
ในกำรส่งเสริมด้ำนกำรเจริญเติบโตในทุกดัชนีชี้วัดได้ดีกว่ำกำรใช้เชื้อ B. amyloliquefaciens KPS46 
และ P. fluorescens SP007s แบบสำยพันธุ์เด่ียว ซึ่งอำจเป็นผลมำจำกกำรผสมเชื้อทั้ง 2 สำยพันธุ์
สำมำรถชักน ำให้เชื้อผลิตสำรที่จ ำเป็นต่อกำรเจริญเติบโตของพืชได้ดีกว่ำกำรเลี้ยงแบบเดี่ยว และ
กำรเลี้ยงร่วมกับคู่ผสมเชื้อสำยพันธ์อ่ืน ที่อำจมีผลในกำรยับยั้งกันเอง และสำรที่เชื้อผลิตมีผล
โดยตรงต่อกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตของพืชได้อย่ำงเพียงพอและเหมำะสม



63 
 

 61 

3.4.2  กำรวิเครำะห์ปริมำณ indole -3- acetic acid (IAA) ที่ผลิตโดยแบคทีเรียปฏิปักษ์ 
 

จำกผลกำรวิเครำะห์ปริมำณสำรควบคุมกำรเจริญเติบโต Indole -3- acetic acid 
(IAA) ที่ผลิตโดยเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมแบบคู่ผสม 2 สำยพันธุ ์ผสม 3 สำยพันธุ์ ผสม 
4 สำยพันธุ ์และแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์เด่ียวด้วยวิธี Salkowski assay  เพื่อประเมินหำ
ควำมสัมพันธ์ในด้ำนกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตของพืชจำกกำรทดลองในข้อ 3.4.1 ซึ่งพบว่ำเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปักษ์คู่ผสม 2 สำยพันธุ์ระหว่ำง  B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens 
SP007s อัตรำส่วน 1:1  มีประสิทธิภำพกำรผลิตสำร indole-3-acetic acid (IAA) ได้ดีที่สุดมีปริมำณ 
เท่ำกับ 0.201 µg IAA / ปริมำณสำรทดสอบ 1 มิลลิลิตร ซึ่งสัมพันธ์กับกำรเจริญเติบโตด้ำนล ำต้น
ของถั่วเหลืองฝักสดในข้อ 3.4.1 ส่วนแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม 3 สำยพันธุ์ คือระหว่ำง               
B. amyloliquefaciens KPS46 P. fluorescens SP007s และ P. pabuli SW01/4 อัตรำส่วน 1: 1:1 มี
ปริมำณ IAA รองลงมำเฉลี่ยเท่ำกับ 0.179 µg IAA / ปริมำณสำรทดสอบ 1 มิลลิลิตร และ แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม 4 สำยพันธุ์ ระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46  P. fluorescens SP007s   
S. marcescens SPt360 และ P. pabuli SW01/4 อัตรำส่วน 1:1:1:1 มีปริมำณ IAA ที่ตรวจพบได้
เท่ำกับ 0.165 µg IAA / ปริมำณสำรทดสอบ 1 มิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับควำมสำมำรถในกำร
ผลิตสำร indole-3-acetic acid ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่เลี้ยงแบบเดี่ยวคือ B. amyloliquefaciens 
KPS46  P. fluorescence SP007s  S. marcescens SPt360 และ P. pabuli SW01/4 เท่ำกับ 0.115  
0.125  0.106 และ 0.158 µg IAA / ปริมำณสำรทดสอบ 1 มิลลิลิตร ตำมล ำดับ (ภำพที่ 8) จำกผลกำร
ทดลองแสดงว่ำกำรใช้เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์คู่ผสม 2 สำยพันธุ์ระหว่ำง B.amyloliquefaciens KPS46 
และ P. fluorescens SP007s สำมำรถผลิตสำรควบคุมกำรเจริญเติบโต IAA ปริมำณมำกที่สุด และ
เพิ่มสูงขึ้นมำกกว่ำกำรเลี้ยงเชื้อแต่ละสำยพันธุ์แบบเดี่ยว โดยปริมำณกำรผลิต IAA ที่เชื้อผลิตมีควำม
สอดคล้อง กับกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตของถั่วเหลืองฝักสดโดย IAA มีผลต่อกำรเจริญของรำก 
และเมื่อรำกมีกำรเจริญดีท ำให้มีผลต่อกำรดึงธำตุอำหำรอย่ำงเต็มที่และส่งผลให้ส่วนล ำต้น
พัฒนำกำรเจริญดีตำมไปด้วย และกำรเลี้ยงเชื้อร่วมกันหลำยสำยพันธุ์ (3 และ 4 สำยพันธุ์) อำจมีผล
ต่อกำรแสดงออกกำรผลิตสำรปลดปล่อย (protein secretion) บำงชนิดด้วย  
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ตารางท่ี 10  คุณสมบัติของแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบสำยพันธุ์เด่ียวและแบบผสมในกำรส่งเสริมกำร
เจริญเติบโตของถั่วเหลืองฝัดสด  

 

กรรมวิธีกำรใช้เชื้อปฏิปักษ์1/ 

อัตรำกำรเจริญเติบโต2/ 
ควำมยำว
รำก (ซม.) 

สูงต้น 
(ซม.) 

จ ำนวนรำก
แขนง 
(รำก) 

นน.สด 
(กรัม) 

1. KPS46  18.1 f 5.1 p 29.8 c  0.5 b 
2. SP007s  21.8 c 7.1 f 28.6 f 0.5 b 
3 SPt360  18.5 e 6.7 h 21.8 0.6 a 
4. SW01/4  20.0 d 5.3 o 30.0 b 0.5 b 
5. SP007s+SPt360 16.3 g 6.5 i 21.6 j 0.6 a 
6. SP007s+SW01/4 22.2 b 10.5 b 28.8 e 0.5 b 
7. SP007s+KPS46 23.2 a 11.4 a 31.2 a 0.6 a 
8. SPt360+SW01/4 11.8 h 9.2 c 26.8 g 0.6 a 
9. SPt360+KPS46 10.5 j 6.2 j 29.2 d 0.6 a 
10. SW01/4+KPS46 10.5 j 5.4 n 20.8 l 0.5 b 
11. SP007s+SPt360+KPS46 10.6 i 9.8 d 14.2 m 0.6 a 
12. SP007S+SW01/4+KPS46 10.5 j 5.8 l 22.4 i 0.5 b 
13. SPt360+SW01/4+KPS46 10.6 i 5.9 k 21.4 k 0.6 a 
14. SW01/4+KPS46+SP007s 10.5 j 7.9 e 24.6 h    0.6 a 
15. SP007s+SPt360+KPS46+SW01/4 10.6 i 6.8 g 26.6 g  0.5 b 
16. Control3/ 8.6 k 5.7 m 8.8 n  0.4 c 

CV (%) 35.3 27.3 25.4 6.4 

1/กรรมวิธีกำรใช้เชื้อปฏิปักษ์คือกำรคลุกเมล็ดอัตรำส่วน 1 มิลลิลิตร/เมล็ด 30 กรัม; โดยกำรใช้เชื้อ
แบบเดี่ยว (ตำมกรรมวิธีที่ 1-4) และแบบผสม (ตำมกรรมวิธีที่ 5-15) KPS46 = B. amyloliquefaciens 
KPS46,  SP007s=P. fluorescens SP007s , SPt360 =S. marcescens SPt360 และ                       
SW01/4= P. pabuli SW01/4 
2/ ตัวอักษรของข้อมูลในตำรำงที่เหมือนกันในแนวต้ังไม่แตกต่ำงทำงสถิติที่ระดับควำมเชื่อมั่น 
(P=0.05) เมื่อวิเครำะห์ด้วย Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT) 
3/ กรรมวิธีควบคุมโดยใช้น้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อคลุกเมล็ดถั่วเหลืองฝักสดแทนกำรใช้ cell-suspension 
ของแบคทีเรียปฏิปักษ์  
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ภาพท่ี 8   ปรมิำณ indole-3-acetic acid (IAA) ที่ผลิตโดยเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่เลี้ยงแบบสำยพันธุ์

เด่ียวและแบบผสมหลำยสำยพันธุ์ในอำหำรเหลว NB บ่มเชื้อ 48 ชั่วโมง ; ตัวเลขแสดง
ปริมำณสำร IAA (µg / มิลลิลิตร) 
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3.5  อัตรำผสมที่เหมำะต่อกำรเพิ่มปริมำณและประสิทธิภำพกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุด
นูนของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม 

 
กำรทดสอบประสิทธิภำพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมด้ำนกำรควบคุมโรค

ใบจุดนูน โดยกำรใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์คูผ่สม 2 สำยพันธุ์ระหว่ำง B. amyloliquefaciens 
KPS46 และ P. fluorescens SP007s  ที่น ำมำผสมในอัตรำส่วนที่ต่ำงกันในปริมำตรสุดท้ำย           
1 มิลลิลิตรในอำหำรเหลว NB ปริมำตร 100 มิลลิลิตร รวมอัตรำส่วนผสมทั้งหมด 9 อัตรำส่วน 
เปรียบเทียบกับกำรเลี้ยงแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบสำยพันธุ์เด่ียว และกรรมวิธีควบคุมโดยกำรใช้น ำ
กลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ (ตำรำงที่ 11)  ผลปรำกฏว่ำอัตรำส่วนที่เหมำะสมต่อกำรผสมเชื้อ 2 สำยพันธุ์ คือ     
B. amyloliquefaciens KPS46 : P. fluorescens SP007s  คืออัตรำส่วนที่ 9:1 ซึ่งจำกกำรเลี้ยงเชื้อและ
ตรวจสอบประชำกรเชื้อหลังผสมเชื้อ 24ชั่วโมง พบว่ำกำรผสมในอัตรำส่วนดังกล่ำวไม่มีผลต่อกำร
เจริญของเชื้อซึ่งกันและกัน โดยพบว่ำมีจ ำนวนประชำกรของ B. amyloliquefaciens KPS46 เฉลี่ย 
2.4 X1012cfu/มิลลิลิตร และจ ำนวนประชำกรของ P. fluorescens SP007s เฉลี่ย 2.3 X1012cfu/
มิลลิลิตร ที่ 24 ชั่วโมงหลังเลี้ยงเชื้อ ซึ่งท ำกำรตรวจนับด้วยวิธี dilution plate count บนอำหำร NA ที่
ผสมสำรปฏิชีวนะที่เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุต์้ำนทำนได้ ทั้งนี้ค่ำตั้งต้นของเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 2 สำยพันธุ์ในอำหำรมีค่ำเฉลี่ยประมำณ 2.5X108 และ1.7 X108cfu/ มิลลิลิตร 
อัตรำส่วนผสมที่มีประสิทธิภำพรองลงมำ คือ สัดส่วน 8:2 (B. amyloliquefaciens KPS46 : P. 
fluorescens SP007s) มีจ ำนวนประชำกรของ B. amyloliquefaciens KPS46 เฉลี่ย 2.2 x1011cfu/
มิลลิลิตร และจ ำนวนประชำกรของ P. fluorescens SP007s เฉลี่ย 2.4X1012cfu/มิลลิลิตร ในขณะที่
กำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ในสัดส่วน 5:5 พบว่ำมีจ ำนวนประชำกร B. 
amyloliquefaciens KPS46 เฉลี่ย เท่ำกับ 1.1X1011cfu/มิลลิลิตร และ P. fluorescens SP007s เท่ำกับ 
2.0X1012cfu/มิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับกำรเลี้ยงแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบสำยพันธุ์เด่ียว B. 
amyloliquefaciens KPS46 และ    P. fluorescens SP007s ที่มีจ ำนวนประชำกรเฉลี่ย 2.6X1011 และ 
3.0X1012cfu/มิลลิลิตร จะเห็นไดว่้ำอัตรำส่วนที่ปรับใหม่ในกำรเลี้ยงเชื้อ B. amyloliquefaciens 
KPS46 และ P. fluorescens SP007s 9:1 มีประชำกรเฉลี่ยของเชื้อเพิ่มสูงขึ้นและดีกว่ำกำรใช้อัตรำ 
1:1 เมื่อเลี้ยงสภำวะและเวลำเดียวกัน 

 
เมื่อน ำ cell-suspension ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมระหว่ำง                     

B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s ที่ผ่ำนกำรทดสอบสัดส่วนกำรผสมที่
เหมำะสมมำทดสอบประสิทธิภำพกำรยับยั้งเชื้อ X. axonopodis pv. glycines ด้วยวิธี paper disc
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diffusion พบว่ำหลังจำกบ่มเชื้อ 48 ชั่วโมง cell-suspension ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์
คูผ่สม 2 สำยพันธุ์ที่สัดส่วน 9:1 มีควำมสำมำรถยับยั้งกำรเจริญของเชื้อ X. axonopodis pv. glycines 
ได้ดีที่สุดโดยมีขนำดควำมกว้ำงของบริเวณยับยั้งเท่ำกับ 1.6 เซนติเมตร รองลงมำ คือ แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s ที่สัดส่วน 
5:5 และเชื้อเดี่ยวแบคทีเรียปฏิปักษ์ P. fluorescens SP007s ที่มีบริเวณยับยั้งกำรเจริญของเชื้อสำเหตุ
โรคเท่ำกับ 1.4 และ 1.3 เซนติเมตร ตำมล ำดับ ในขณะที่แบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมระหว่ำง         
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s ที่สัดส่วน 8:2 และ 1:9 มีบริเวณยับยั้งกำร
เจริญของเชื้อสำเหตุโรค เท่ำกับ 1.2 เซนติเมตร และพบว่ำกำรใช้ที่สัดส่วนผสมของ                               
B. amyloliquefaciens KPS46 : P. fluorescens SP007s เท่ำกับ 9:1 มีควำมสำมำรถในกำรชักน ำเชื้อ
ดังกล่ำวผลิตสำรยับยั้งได้ดีกว่ำกำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. amyloliquefaciens KPS46  และ              
P. fluorescens SP007s แบบเดี่ยว ที่มีขนำดบริเวณยับยั้ง เท่ำกับ 1.2  และ 1.3 เซนติเมตร ตำมล ำดับ 
(ตำรำงที่ 11) และให้ผลดีกว่ำกำรใช้เชื้อปฏิปักษ์คู่ผสม B. amyloliquefaciens KPS46 และ                     
P. fluorescens SP007s อัตรำส่วน 1:1 จำกกำรทดลองในข้อ 3.3.2 (ตำรำงที่ 1) 
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ตารางท่ี 11   อัตรำส่วนที่เหมำะสมต่อกำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม และ
ประสิทธิภำพในกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนในห้องปฏิบัติกำร 

 

กรรมวิธีกำรเลี้ยงเชื้อ
ปฏิปักษ ์1/ 

จ ำนวนประชำกรเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ ์
(cfu/มิลลิลิตร) 

บริเวณยับยั้ง 
(ซม.) 2/ 

KPS46 SP007s 
1.KPS46 (1) 2.6 X1011 - 1.2d 
2.SP007s (1) - 3.0 X 1012 1.3c 
3. KPS46+SP007s (5:5) 1.1 X 1010 2.0 X 1012 1.4b 
4. KPS46+SP007s (6: 4) 1.9 X 10 11 2.7 X 10 12 1.0f 
5. KPS46+SP007s (7: 3) 1.9 X 10 11  2.4 X 10 12 1.0f 
6. KPS46+SP007s (8: 2) 2.2 X 10 11 2.4 X 10 12 1.2d 
7. KPS46+SP007s (9:1) 2.4 X 1012 2.3 X 1012 1.6a 
8. KPS46+SP007s (4:6) 1.7 X 1010 2.0 X 1013 1.1e 
9. KPS46+SP007s (3:7) 1.5 X 1010 2.4 X10 13 1.0f 
10. KPS46+SP007s (2:8) 1.2 X 109 1.9 X1014 1.0f 
11. KPS46+SP007s (1:9) 0.9 X 109 2.1 X 1014 1.2d 
12. Control 0 0 0g 

 

1/ KPS46 = B. amyloliquefaciens KPS46, SP007s=P. fluorescens SP007s ; cell suspension เชื้อ
แบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์ที่ปรับค่ำควำมขุ่นเท่ำกับ 108cfu/มิลลิลิตร และเมื่อผสมจะใช้
ปริมำตรสุดท้ำยเท่ำกับ 1 มิลลิลิตร ตรวจนับจ ำนวนเซลล์เมื่อบ่มเชื้อนำน 24 ชั่วโมง บนอำหำรที่
ผสมสำรปฏิชีวนะที่เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุต์้ำนทำนได้  

2/ ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวต้ังไม่แตกต่ำงทำงสถิติ (P=0.05) เมื่อวิเครำะห์ด้วย Duncan’s New 
Maltiple Range test (DMRT) 
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4.  ประสิทธิภาพการเจริญครอบครองใบถั่วเหลืองของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ และการผลิตสารยับยั้ง
เชื้อสาเหตุโรคใบจุดนูน  
 
 4.1  จ ำนวนประชำกรแบคทีเรียปฏิปักษ์และเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนบนผิวใบถั่วเหลือง 
 

กำรตรวจสอบติดตำมอัตรำกำรรอดชีวิตและกำรครอบครองผิวใบถั่วเหลืองของเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์ คือ B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s  ที่
ใช้แบบสำยพันธุ์เด่ียว และสำยพันธุ์ผสมในอัตรำส่วนเท่ำกับ 9:1 พบว่ำอัตรำกำรรอดชีวิต และกำร
ครอบครองผิวใบมีควำมผันแปรแตกต่ำงกันขึ้นอยู่กับสำยพันธุ์ของเชื้อและรูปแบบกำรใช้ โดย
ประชำกรของเชื้อ B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s  ที่ใช้พ่นใบถั่วเหลือง
แบบเดี่ยวมีปริมำณประชำกรที่ตรวจสอบที่ 0, 6, 12, 24 และ 48 ชั่วโมง ไม่แตกต่ำงกับกำรใช้แบบ
เชื้อผสม (เมื่อพิจำรณำแต่ละสำยพันธุ์) โดยระยะกำรตรวจสอบเชื้อเร่ิมต้นที่ 0 ชั่วโมงหลังพ่นเชื้อ 
พบว่ำมีประชำกรเชื้อ B. amyloliquefaciens KPS46 เท่ำกับ 5.0X103cfu/มิลลิลิตร เมื่อพ่นแบบเชื้อ
เด่ียว ในขณะที่ B. amyloliquefaciens KPS46 ที่พ่นพร้อมกับ P. fluorescens SP007s  มีประชำกร
เท่ำกับ 2.2X103cfu/มิลลิลิตร พ่นเช่นเดียวกับประชำกรของ P. fluorescens SP007s  ที่เร่ิมต้นที่ 0 
ชั่วโมงหลังพ่นเชื้อ พบว่ำมีประชำกร SP007s เท่ำกับ 6.2X103cfu/มิลลิลิตร เมื่อพ่นแบบเชื้อเดี่ยว 
ในขณะที่กำรใช้ P. fluorescens SP007s พ่นพร้อมกับ B. amyloliquefaciens KPS46 มีประชำกร
เท่ำกับ 3.0X103cfu/มิลลิลิตร อย่ำงไรก็ตำมประชำกรเชื้อปฏิปักษ์ทั้ง B. amyloliquefaciens KPS46 
และ P. fluorescens SP007s  มีแนวโน้มเพิ่มสูงขึ้นตำมล ำดับ เมื่อระยะเวลำเพิ่มขึ้นจำก 6 12 และ 24 
ชั่วโมง และหลังจำกพ่นที่ 48 72 และ 96 ชั่วโมง ประชำกรของเชื้อปฏิปักษ์มีแนวโน้มลดลงอีกครั้ง 
และเพิ่มขึ้นเมื่อตรวจสอบที่ 120 และ 168 ชั่วโมง แสดงถึงควำมผันแปรของประชำกรบนใบพืชที่
อำจเป็นผลจำกสภำพแวดล้อมที่ผิวใบพืช 

 
ทั้งนี้เมื่อพิจำรณำแล้วอำจแสดงให้เห็นว่ำเป็นไปตำมวงจรชีวิตของเชื้อ และ

สภำพแวดล้อมที่ส่งผลต่อควำมแปรปรวนของประชำกรเชื้อที่ระยะเวลำต่ำง ๆ และกระบวนกำร
เพิ่มประมำณของเชื้อในสภำพธรรมชำติ ที่ระยะเวลำกำรตรวจสอบประชำกรเชื้อที่ 24 ชั่วโมง 
พบว่ำกรรมวิธีกำรพ่นเชื้อ B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s แบบเชื้อเดี่ยวมี
ประชำกรเชื้อบนผิวใบถั่วเหลืองเท่ำกับ 6.1X103 และ 7.5X103cfu/มิลลิลิตร ในขณะที่กรรมวิธีกำร
พ่นแบบผสมเชื้อ B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s  อัตรำ 9:1 มีประชำกร
เชื้อ 3.3 X103cfu/มิลลิลิตร และ 4.3X103cfu/มิลลิลิตร ตำมล ำดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่ำอัตรำกำรเจริญ
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ของ B. amyloliquefaciens KPS46 จะช้ำกว่ำ P. fluorescens SP007s  ถึงแม้ในกรรมวิธีกำรใช้แบบ
เชื้อผสมที่มีกำรปรับใช้อัตรำส่วน 9:1 (B. amyloliquefaciens KPS46 : P. fluorescens SP007s) แล้ว 
แสดงให้เห็นว่ำ P. fluorescens SP007s  มีประสิทธิภำพในกำรเจริญดีกว่ำ B. amyloliquefaciens 
KPS46 เมื่อใช้ร่วมกัน และเมื่อตรวจสอบประชำกรเชื้อที่ 72 ชั่วโมง พบว่ำปริมำณประชำกรเชื้อ
แบคทีเรีย B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s  ทั้งแบบกำรใช้เชื้อเดี่ยวและ
เชื้อผสมมีอัตรำกำรรอดชีวิตในระยะใกล้เคียงกันคือ ประชำกร B. amyloliquefaciens KPS46 และ 
P. fluorescens SP007s ที่พ่นแบบเชื้อเดี่ยวเท่ำกับ 2.4X103cfu/มิลลิลิตร และ 2.6X103cfu/มิลลิลิตร
ตำมล ำดับ ในขณะที่กรรมวิธีกำรใช้แบบผสม B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens 
SP007s อัตรำส่วน 9:1 มีประชำกรเชื้อ 2.0X103cfu/มิลลิลติร และ 2.7X103cfu/มิลลิลิตรตำมล ำดับ 
ซึ่งเป็นไปได้ว่ำช่วงเวลำดังกล่ำวเป็นสภำวะคงตัวที่เชื้อปฏิปักษ์สำมำรถปรับตัวครอบครองใบถั่ว
เหลืองได้ และเมื่อตรวจประชำกรเชื้ออีกครั้งที่ 168 ชั่วโมงหลังพ่นหรือประมำณ 6 วัน พบว่ำที่ผิว
ใบถั่วเหลืองมีประชำกรเชื้อเพิ่มสูงขึ้นอย่ำงชัดเจนในทุกกรรมวิธี กรรมวิธีกำรพ่นเชื้อเดี่ยวมี                  
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s เท่ำกับ 4.4X103cfu/มิลลิลิตรและ 
6.3X103cfu/มิลลิลิตร ตำมล ำดับ ในขณะที่กรรมวิธีกำรพ่นแบบผสมมีประชำกร                                   
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s เท่ำกับ 4.3X103 และ4.6X103cfu/
มิลลิลิตร ตำมล ำดับ 

 
ส่วนกำรตรวจสอบติดตำมอัตรำกำรรอดชีวิตและครอบครองผิวใบถั่วเหลืองของเชื้อ

แบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมและสำยพันธุ์เด่ียวร่วมกับกำรปลูกเชื้อ X. axonopodis pv. glycines 
บนใบถั่วเหลืองฝักสด พบว่ำอัตรำกำรรอดชีวิตและกำรครอบครองผิวใบมีควำมแตกต่ำงกัน โดย
พบว่ำประชำกรของเชื้อสำยพันธุ์ผสม B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s 
อัตรำ 9:1 ที่ใช้พ่นใบถั่วเหลืองร่วมกับกำรปลูกเชื้อสำเหตุโรคที่ตรวจสอบที่ 0, 6, 12, 24 และ 48 
ชั่วโมง มีจ ำนวนประชำกรของเชื้อที่ตรวจสอบในช่วงเวลำเร่ิมต้นมีจ ำนวนประชำกรเฉลี่ยของ               
B. amyloliquefaciens KPS46 เท่ำกับ 1.9X106  2.2X106 2.6X104 3.5X106 และ2.7X105cfu/มิลลิลิตร
ตำมล ำดับ และมีจ ำนวนประชำกรเฉลี่ยของ P. fluorescens SP007s เท่ำกับ 2.1X105 2.7X105 
3.1X105 3.9X105 และ 3.0X104 cfu/มิลลิลิตรตำมล ำดับ ในขณะที่กรรมวิธีพ่นเชื้อเชื้อ X. axonopodis 
pv. glycines อย่ำงเดียวมีจ ำนวนประชำกรเร่ิมต้น 5.7X105cfu/มิลลิลิตร แต่พบว่ำประชำกรเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์มีกำรลดลงและเพิ่มขึ้นตำมช่วงเวลำที่เปลี่ยนแปลง (ตำรำงที่ 12) 
โดยมีกำรยึดเกำะและมีชีวิตอยู่ที่ผิวใบถั่วเหลืองแข่งขันกับเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนในช่วงท้ำยของ
กำรทดสอบที่ 168 ชั่วโมง ซึ่งพบว่ำมีจ ำนวนประชำกรเชื้อหลังปลูกเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์
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คู่ผสมระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s อัตรำ 9:1 และแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์สำยพันธุ์เด่ียวคือ B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s เฉลี่ยเท่ำกับ 3.6 
X103 3.8X103 5.0X103 และ 5.4X103cfu/มิลลิลิตรตำมล ำดับ ส่วนเชื้อ X. axonopodis pv. glycines 
ในช่วงท้ำยมีจ ำนวนประชำกรเฉลี่ยเท่ำกับ 0.6X102cfu/มิลลิลิตร ซึ่งน้อยกว่ำเชื้อปฏิปักษ์แสดงให้
เห็นว่ำเชื้อปฏิปักษ์มีศักยภำพในกำรแข่งขันด้ำนแหล่งที่อยู่กับเชื้อสำเหตุโรค ซึ่งผลกำรทดลองโดย
กรรมวิธีปลูกเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนเพียงอย่ำงเดียวเพื่อดูแนวโน้มในกำรเปลี่ยนแปลงปริมำณของ
เชื้อ X. axonopodis pv. glycines บนใบถั่วเหลือง ผลปรำกฏว่ำจำกปริมำณเชื้อ X. axonopodis pv. 
glycines เร่ิมต้นที่ 5.7X102cfu/มิลลิลิตร พบว่ำปริมำณเชื้อสำเหตุมีแนวโน้มลดลงตำมระยะเวลำที่
เพิ่มขึ้น โดยเมื่อสิ้นสุดกำรตรวจนับปริมำณเชื้อคร้ังสุดท้ำยที่ 168 ชั่วโมง ปริมำณที่ตรวจสอบได้
เท่ำกับ 2.4X102cfu/มิลลิลิตร และพบว่ำปริมำณเชื้อมีควำมผันแปรไม่สม่ ำเสมอคือช่วงแรกของกำร
ตรวจสอบที่ 6 12 24 และ 48 ชั่วโมงหลังปลูกเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนมีกำรเพิ่มจ ำนวนของเชื้อ
สำเหตุโรคและมีแนวโน้มลดลงที่ 72 -168 ชั่วโมง ตำมล ำดับ (ตำรำงที่ 12)  

 
4.2  ประสิทธิภำพของกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนที่ผลิตโดยเชื้อแบคทีเรีย

ปฏิปักษ์บนใบถั่วเหลือง 
   

กำรทดสอบประสิทธิภำพกำรยับยั้งเชื้อ X. axonopodis pv. glycines โดยกำรใช้น้ ำ
ล้ำงใบที่มีกำรพ่นเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์บนผิวใบด้วยวิธี paper disc diffusion พบว่ำกรรมวิธีที่ใช้น้ ำ
ล้ำงใบของแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์คู่ผสม 2 สำยพันธุ์ระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 และ 
P. fluorescens SP007s อัตรำส่วน 9:1  ที่พ่นลงบนใบ 168 ชั่วโมง มีประสิทธิภำพยับยั้งเชื้อก่อโรค
ใบจุดนูนได้ดี โดยตรวจพบบริเวณยับยั้งกว้ำงเท่ำกับ 0.5 เซนติเมตร รองลงมำคือ กรรมวิธีที่ใช้น้ ำ
ล้ำงใบของแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์เด่ียวคือ P. fluorescens SP007s และ B. amyloliquefaciens 
KPS46 ยับยั้งได้บริเวณกว้ำงเท่ำกับ 0.4 และ 0.3 เซนติเมตรตำมล ำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่
ใช้น้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อที่ไม่เกิดบริเวณยับยั้ง แสดงให้เห็นว่ำเชื้อแบคทีเรียดังกล่ำวทั้งกำรใช้แบบเดี่ยว
และแบบผสมสำมำรถผลิตสำรยับยั้งบนผิวใบพืชได้แต่อำจมีปริมำณที่เจือจำงกว่ำกำรเลี้ยงใน
อำหำรทดสอบจึงเห็นผลในกำรยับยั้งน้อยกว่ำ ส่วนกรรมวิธีที่ใช้น้ ำล้ำงใบของแบคทีเรียปฏิปักษ์
ตำมด้วยกำรปลูกเชื้อ X. axonopodis pv. glycines ผลปรำกฏว่ำประสิทธิภำพกำรยับยั้งเชื้อ                     
X. axonopodis pv. glycines ลดลงเล็กน้อย ซึ่งอำจเป็นผลจำกสภำวะกำรแข่งขันของเชื้อที่ผิวใบและ
ประชำกรของเชื้อที่ส่งผลต่อกำรผลิตสำรลดลง อย่ำงไรก็ตำมพบว่ำกรรมวิธีที่ใช้น้ ำล้ำงใบของ
แบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์คู่ผสม 2 สำยพันธุ์ระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 และ 
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P. fluorescens SP007s อัตรำส่วน 9:1 และแบคทีเรียสำยพันธุ์เดี่ยวคือ P. fluorescens SP007s มี
ประสิทธิภำพยับยั้งได้บริเวณกว้ำงเท่ำกับ 0.2 เซนติเมตร รองลงมำคือแบคทีเรียปฏิปักษ์                     
B. amyloliquefaciens KPS46 ยับยั้งได้บริเวณกว้ำงเท่ำกับ 0.1 เซนติเมตร เปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่
ใช้เชื้อ X. axonopodis pv. glycines เพียงอย่ำงเดียวในกำรทดสอบ ที่ไม่พบกำรเกิดบริเวณยับยั้ง 
(ตำรำงที่ 12) จึงแสดงให้เห็นว่ำกำรใช้น้ ำล้ำงใบที่ปลูกเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์เด่ียวและ
คู่ผสม 2 สำยพันธุ์ระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s อัตรำส่วน 9:1  
สำมำรถใช้ในกำรยับยั้งเชื้อ X. axonopodis pv. glycines ได้ ทั้งนี้ประสิทธิภำพกำรผลิตสำรยับยั้งบน
ผิวใบจะขึ้นอยู่กับจ ำนวนประชำกรเชื้อและสภำวะกระตุ้น รวมทั้งผลกำรทดลองชี้ให้เห็นว่ำเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปักษ์มีกำรผลิตสำรปฏิชีวนะยับยั้งเชื้อโรคได้จริงบนใบพืช ซึ่งได้มีกำรศึกษำใน
รำยละเอียดต่อไป 

 
ทั้งนี้จำกกำรศึกษำควำมสัมพันธ์ของกำรใช้น้ ำล้ำงจำกใบถั่วเหลืองที่มีกำรปลูก

เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์เด่ียวและคู่ผสม 2 สำยพันธุร์ะหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 
และ P. fluorescens SP007s อัตรำส่วน 9:1 ต่อประสิทธิภำพในกำรลดควำมรุนแรงของโรคใบจุด
นูนถั่วเหลือง โดยกำรพ่นน้ ำล้ำงใบลงบนใบถั่วเหลืองที่อำยุ 14 21 และ 28 วัน และตำมด้วย                
กำรปลูกเชื้อสำเหตุโรค พบว่ำกรรมวิธีที่ใช้แบคทีเรียสำยพันธุ์คู่ผสม 2 สำยพันธุ์ระหว่ำง                                     
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s อัตรำส่วน 9:1 สำมำรถลดควำมรุนแรง
ของกำรเกิดโรคใบจุดนูนหลังจำกกำรปลูกเชื้อ X. axonopodis pv. glycines ได้โดยมีควำมรุนแรง
ของโรคเท่ำกับ 80.8 เปอร์เซ็นต์ รองลงมำคือกรรมวิธีที่ใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์เด่ียว                 
P. fluorescens SP007s และ B. amyloliquefaciens KPS46 สำมำรถท ำให้ถั่วเหลืองฝักสดเกิดโรคใบ
จุดนูนหลังจำกกำรปลูกเชื้อมีควำมรุนแรงของโรคเท่ำกับ 81.7 และ 84.9 เปอร์เซ็นต์ ตำมล ำดับ เมื่อ
เปรียบกับกรรมวิธีควบคุมโดยน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อควำมรุนแรงของโรคเท่ำกับ 100 เปอร์เซ็นต์ ส่วน
กรรมวิธีที่ใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์ตำมหลังด้วยกำรปลูกเชื้อ X. axonopodis pv. glycines พบว่ำกรรมวิธี
ที่ใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพนัธุ์คู่ผสม 2 สำยพันธุ์ระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 และ               
P. fluorescens SP007s อัตรำส่วน 9:1 และกรรมวิธีที่ใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุเด่ียวคือ                    
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s พ่นลงบนต้นถั่วเหลืองฝักสดท ำให้มี
ควำมรุนแรงโรคเพิ่มขึ้นเท่ำกับ 90.2 92.6 และ 91.0 เปอร์เซ็นต์ตำมล ำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับกำร
พ่นเชื้อ X. axonopodis pv. glycines เพียงอย่ำงเดียวที่มีระดับควำมรุนแรงเท่ำกับ 100 เปอร์เซ็นต์ 
(ตำรำงที่ 13) ชี้ให้เห็นว่ำสำรปฏิชีวนะเป็นส่วนหนึ่งในกำรควบคุมโรคแต่จำกกำรทดลอง พบว่ำ
สำมำรถควบคุมโรคต่ ำ ซึ่งเป็นผลจำกระดับควำมเข้มข้นของสำรปฏิชีวนะที่ใบมีน้อยรวมทั้งกลไก
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กำรควบคุมโรคในสภำพธรรมชำติจ ำเป็นต้องใช้กลไกอ่ืนร่วมด้วย เช่น กำรเจริญแข่งขันและกำรชัก
น ำภูมิต้ำนทำนโรคของพืช 
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ตารางท่ี 12  ประชำกรเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมบนใบถั่วเหลืองฝักสดหลังปลูกเชื้อที่ระยะเวลำต่ำงกัน และประสิทธิภำพของน้ ำล้ำงใบต่อกำรยับยั้ง
เชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูน 

 

กรรมวิธี1/ 

ประชำกรเชื้อแบคทีเรีย/น้ ำหนักใบ 1 กรัม (cfu/มิลลิลิตร) 2/ 
บริเวณยับยั้ง 
(ซม.) 3/ ระยะเวลำหลังปลูกเชื้อ (ชั่วโมง) 

0 6 12 24 48 72 96 120 168 
พ่นเฉพำะแบคทีเรียปฏิปักษ์  
KPS46 5.0 X103 5.2 X103 5.9 X103 6.1 X103 4.4 X103 2.4 X103 2.7 X103 3.8 X103 4.4 X103 0.3 c 
SP007s 6.2 X103 6.8 X103 7.1 X103 7.5 X103 5.3 X103 2.6 X103 3.0 X103 4.8 X103 5.3 X103 0.4 b 
KPS46+SP007s 
       : KPS46 
       : SP007s 

 
2.2 X103 
3.0 X103 

 
2.7 X103 
3.6 X103 

 
3.0 X103 
3.9 X103 

 
3.3 X103 
4.3 X103 

 
2.2 X103 
3.1 X103 

 
2.0 X103 
2.7 X103 

 
2.3 X103 
2.9 X103 

 
3.5 X103 
4.0 X103 

 
4.3 X103 
4.6 X103 

0.5 a 

น้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0f 
พ่นแบคทีเรียปฏิปักษ์และเชื้อสำเหตุโรค  
KPS46 -Xag 
      :KPS46 
      :Xag 

 
4.2 X104 
3.2 X103 

 
4.5 X104 
3.7 X103 

 
4.8 X104 
3.9 X103 

 
5.0 X104 
4.0 X103 

 
4.2 X104 
3.1 X102 

 
3.4 X104 
2.6 X102 

 
3.6 X103 
2.2 X102 

 
4.3 X103 
2.0 X102 

 
5.0 X103 
1.5 X102 

0.1e 
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ตารางท่ี 12  (ต่อ) 
 

กรรมวิธี 1/ 
ปริมำณประชำกรของเชื้อแบคทีเรีย ( x102cfu/มิลลิลิตร) 2/ 

บริเวณยับยั้ง 
(ซม.) 3/ 

ระยะเวลำหลังปลูกเชื้อ (ชั่วโมง) 
0 6 12 24 48 72 96 120 168 

SP007s –Xag 
         :SP007s 
          :Xag 

 
5.3 X104 
3.1 X103 

 
5.7 X104 
3.1 X103 

 
5.9 X104 
3.3 X103 

 
6.0 X104 
3.4 X103 

 
5.0 X104 
2.5 X103 

 
4.2 X103 
2.2 X102 

 
4.5 X103 
2.0 X102 

 
4.8 X103 
1.3 X102 

 
5.4 X103 
1.1 X102 

0.2 d 

KPS46+SP007s -Xag 
          : KPS46 
          : SP007s 
         : Xag 

 
1.9 X106 
2.1 X105 
3.0 X104 

 
2.2 X106 
2.7 X105 
3.0 X104 

 
2.6 X106 
3.1 X105 
3.2 X104 

 
3.5 X106 
3.9 X105 
3.3 X104 

 
2.7 X105 
3.0 X104 
2.2 X102 

 
2.0 X105 
2.3 X104 
2.0 X102 

 
2.4 X103 
2.8 X103 
1.7 X102 

 
2.9 X103 
3.2 X103 
1.2 X102 

 
3.6 X103 
3.8 X103 
0.6 X102 

0.2 d 

Xag 5.7 X105 6.2 X105 6.7 X105 7.0 X105 5.2 X103 4.7 X103 2.9 X102 2.6 X102 2.4 X102 0 f 
 1/ การทดลองมี 2 กรรมวิธีคือ KPS46+SP007s = พ่นเฉพาะ suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์; KPS46+SP007s – Xag = ปลูกเชื้อสาเหตุโรคใบจุดนูนตามหลัง
การพ่น suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ 24 ชั่วโมง  
2/ การเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ผสม KPS46 + SP007s ที่ปริมาณเซลล์เร่ิมต้น 1 X 108cfu/มิลลิลิตร; การครอบครองพื้นที่ผิวใบถั่วเหลืองตรวจนับ
จ านวนเซลล์หลังปลูกเชื้อที่ 0-168 ชั่วโมง ด้วยวิธี leaf washing และ dilution plate count 
3/การผลิตสารยับยั้งเชื้อก่อโรคใบจุดนูนถั่วเหลืองของเชื้อปฏิปักษ์บนผิวใบตรวจสอบตัวอย่างใบที่อายุ 168 ชั่วโมงหลังปลูกเชื้อ ;ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวต้ัง
ไม่แตกต่างทางสถิติ (P=0.05) เมื่อวิเคราะห์ด้วย Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT) 
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ตารางท่ี 13  ประสิทธิภำพของน้ ำล้ำงใบที่มีสำรยับยั้งเชื้อก่อโรคใบจุดนูนถั่วเหลืองที่ผลิตโดยเชื้อ
ปฏิปักษ์บนผิวใบ 

 
กรรมวิธีกำรใช้1/ ควำมรุนแรงโรค (%)2/ 

พ่นเฉพำะ KPS46 84.9 c 
พ่นเฉพำะ SP007s 81.7 b 
พ่นเฉพำะ KPS46+SP007s      80.8 a 
พ่นน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ 100.0 d 
พ่นแบคทีเรียปฏิปักษ์และเชื้อสำเหตุโรค 
KPS46 -Xag 92.6 b 
SP007s -Xag 91.0 c 
KPS46+SP007s -Xag           90.2 a 
Xag 100.0 d 

 
1/ กำรทดลองมี 2 กรรมวิธี: KPS46+SP007s = พ่นเฉพำะ suspension เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์; 
KPS46+SP007s – Xag = ปลกูเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนตำมหลังกำรพ่น cell-suspension เชื้อ
แบคทีเรียปฏิปักษ์ 24 ชั่วโมง; KPS46 =Bacillus amyloliquefaciens SP007s= Pseudomonas 
fluorescens  และ Xag = Xanthomonas axonopodis pv. glycines 
2/ประเมินกำรเกิดโรคที่ถั่วเหลืองอำยุ 28 วัน; ตัวอักษรของข้อมูลในตำรำงที่เหมือนกันในแนวต้ังไม่
แตกต่ำงทำงสถิติที่ระดับควำมเชื่อมั่น (P=0.05) เมื่อวิเครำะห์ด้วย Duncan’s New Maltiple Range 
test (DMRT) 
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5.  การจ าแนกชนิดสาร secondary metabolites ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สายพันธุ์ผสม โดยวิธี 
Thin - layer Chromatography (TLC) 
 

5.1  ชนิดอำหำรและสภำวะที่เหมำะสมต่อกำรเพิ่มปริมำณเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบผสม
หลำยสำยพันธุ์และกำรผลิตสำร secondary metabolites  
 

จำกกำรน ำแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 และ              
P. fluorescens SP007s  อัตรำส่วน 9:1 และแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์เด่ียวคือ B. 
amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s เลี้ยงในอำหำรเลี้ยงเชื้อ 4 ชนิด คือ NGB  LB 
MY และ KB ที่ระยะเวลำ 96 ชั่วโมง และท ำกำรแยกสำร secondary metabolites โดยกำรตก 
ตะกอนเซลล์และกรองเซลล์แบคทีเรียออกด้วย sterile syringe filters (0.45 ไมโคร) ไปทดสอบ
ประสิทธิภำพในกำรยับยั้งเชื้อ X. axonopodis pv. glycines ด้วยวิธี agar diffusion พบว่ำอำหำร  
NGB มีประสิทธิภำพสูงสุดในกระตุ้นกำรผลิตสำร secondary metabolites ของแบคทีเรียปฏิปักษ์
สำยพันธุ์คู่ผสม 2 สำยพันธุ์ระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s โดยมี
ควำมกว้ำงของบริเวณยับยั้งเท่ำกับ 2.2 เซนติเมตร ส่วนอำหำรที่เหมำะต่อกำรผลิตสำร secondary 
metabolites ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ P. fluorescence SP007s แบบเดี่ยวคือ อำหำร KB และอำหำร 
MY เหมำะต่อกำรผลิตสำร secondary metabolites ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ B.amyloliquefaciens 
KPS46 แบบเดี่ยว มีควำมกว้ำงของบริเวณยับยั้งเท่ำกับ 1.9 และ 1.7 เซนติเมตรตำมล ำดับ จะเห็นได้
ว่ำเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์จะมีควำมจ ำเพำะของกำรผลิตสำรเมื่อเลี้ยงในอำหำรเลี้ยงเชื้อ
ต่ำงชนิดกัน อย่ำงไรก็ตำมอำหำร NGB เป็นอำหำรที่เหมำะต่อกำรผลิตสำร secondary metabolites 
ของแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพนัธุ์คู่ผสม 2 สำยพันธุ์ระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 และ              
P. fluorescens SP007s (9:1) ดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับอำหำรชนิดอ่ืน ๆ (ตำรำงที่ 14) 
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ตารางท่ี 14  ประสิทธิภำพของอำหำรเลี้ยงเชื้อต่ำงชนิด ต่อศักยภำพในกำรผลิตสำร secondary 
metabolites ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ยับยั้งเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. 
glycines  

 
สำยพันธุ์แบคทีเรีย1/ อำหำรเลี้ยงเชื้อ ควำมกว้ำงบริเวณยับยั้ง 2/ (เซนติเมตร) 

KPS46 NGB 
LB 
MY 
KB 

1.5 b  
0.7 d 
1.7 a 
1.2 c  

SP007s NGB 
LB 
MY 
KB 

1.6 b 
0.7 d 
1.1 c 
1.9 a 

KPS46+SP007s (9:1) NGB 
LB 
MY 
KB 

2.2 a 
0.8 d 
1.3 c 
1.4 b 

 
1/ KPS46 = Bacillus amyloliquefaciens KPS46, SP007s = Pseudomonas fluorescens SP007s 
2/ ค่ำเฉลี่ยของควำมกว้ำงบริเวณยับยั้งจำกกำรทดลอง 4 ซ้ ำ ตัวอักษรของข้อมูลในตำรำงที่เหมือนกัน
ในแนวต้ังไม่แตกต่ำงทำงสถิติที่ระดับควำมเชื่อมั่น (P=0.05) เมื่อวิเครำะห์ด้วย Duncan’s New 
Maltiple Range test (DMRT) 
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 5.2  กำรสกัดสำร secondary metabolites อย่ำงหยำบ และกำรทดสอบประสิทธิภำพของ
สำร secondary metabolites ในกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูน 
 

5.2.1  ประสิทธิภำพสำร secondary metabolites ที่สกัดหยำบต่อกำรยับยั้งเชื้อโรค
เป้ำหมำย 
 

กำรทดสอบประสิทธิภำพกำรผลิตสำร secondary metabolites ในกำรยับยั้งเชื้อ 
X. axonopodis pv. glycines ของแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์คู่ผสม 2 สำยพันธุ์ระหว่ำง                           
B.  amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s สัดส่วน 9:1 ในอำหำร NGB ประมำณ 1 
ลิตร นำน 96 ชั่วโมง มีปริมำณกำรผลิตสำร secondary metabolites สูงสุด 1,322 มิลลิกรัม (น้ ำหนัก
แห้ง) ลักษณะสำรที่ได้มีสีน้ ำตำล และหนืด ในขณะที่เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์เด่ียวคือ                         
B.  amyloliquefaciens KPS46 ในอำหำร MY มีปริมำณกำรผลิตสำร secondary metabolites ได้  
รองลงมำคือ 1,150 มิลลิกรัม (น้ ำหนักแห้ง) สำรที่ได้มีลักษณะมีสีน้ ำตำลเข้ม และหนืด และเชื้อ
ปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ในอำหำร KB มีปริมำณกำรผลิตสำร secondary metabolites ได้ 
990 มิลลิกรัม (น้ ำหนักแห้ง) ลักษณะสำรมีสีน้ ำตำล และไม่หนืด นอกจำกนี้สำร secondary 
metabolites ที่สกัดหยำบสำมำรถละลำยได้ดีใน 80% Ethanol จำกนั้นท ำกำรเก็บสำร secondary 
metabolites ที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เพื่อใช้ทดสอบประสิทธิภำพในกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบ
จุดนูน  
 

กำรทดสอบประสิทธิภำพสำร secondary metabolites จำกกำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ระหว่ำง B.  amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s  อัตรำส่วน 9:1 ในกำร
ยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนของด้วยวิธี agar diffusion เพื่อหำควำมเข้มข้นต่ ำสุดของสำรที่
สำมำรถยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูน พบว่ำสำร secondary metabolites ที่ผลิตจำกเชื้อแต่ละชนิดมี
ระดับควำมเข้มข้นแตกต่ำงกัน และมีผลต่อประสิทธิภำพในกำรยับยั้งเชื้อก่อโรคต่ำงกัน รวมทั้งกำร
เลี้ยงเชื้อแบบเดี่ยว และแบบผสมมีผลต่อกำรผลิต และควำมเข้มข้นของสำร secondary metabolites 
ที่ได้ โดยสภำวะกำรเลี้ยงเชื้อร่วมกันระหว่ำง  B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens 
SP007s อัตรำส่วน 9:1 ในอำหำร NGB มีระดับควำมเข้มข้นของสำรสูงสุด โดยมีระดับควำมเข้มข้น
ที่ 20 µg/มลิลิลิตร เป็นควำมเข้มข้นต่ ำสุดที่ยังสำมำรถยับยั้งเชื้อ X. axonopodis pv. glycines ได้ โดย
มีขนำดบริเวณยับยั้งเท่ำกับ 1.1 เซนติเมตร และยังให้ผลดีกว่ำกำรเลี้ยงเชื้อ P. fluorescens SP007s 
แบบเดี่ยวที่สำมำรถทดสอบประสิทธิภำพได้ที่ระดับควำมเข้มข้นต่ ำสุดที่ 30 µg/มิลลิลิตร
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มีค่ำบริเวณยับยั้งเท่ำกับ 1.2 เซนติเมตร นอกจำกนี้จำกผลกำรทดลองยังแสดงให้เห็นว่ำ สภำวะกำร
เลี้ยงเชื้อแบบเดี่ยวและแบบผสมมีผลต่อกำรผลิตสำรของเชื้อทดสอบ โดยพบว่ำ                              
B. amyloliquefaciens KPS46 เมื่อเลี้ยงแบบเดี่ยวสำมำรถผลิตสำรทดสอบได้ดีกว่ำกำรเลี้ยงผสมโดย
พบว่ำควำมเข้มข้นต่ ำสุดของสำร secondary metabolites มีควำมสำมำรถยับยั้งเชื้อ X. axonopodis 
pv. glycines ได้คือ 10 µg/มิลลิลิตร ซึ่งมีค่ำบริเวณยับยั้งเท่ำกับ 0.7 เซนติเมตร แต่เมื่อน ำมำเลี้ยง
ร่วมกับ  P. fluorescens SP007s พบว่ำให้ผลที่ต่ำงกัน (ตำรำงที่ 15) ทั้งที่เชื้อ B. amyloliquefaciens 
KPS46 เมื่อเลี้ยงในสภำพเดี่ยวอำจมีกำรผลิตสำรกลุ่มอื่นที่มีประสิทธิภำพร่วมกันในกำรยับยั้งเชื้อ
เป้ำหมำย แต่เมื่อเลี้ยงร่วมกับ P. fluorescens SP007s จะเกิดกำรยับยั้งกำรผลิตสำรดังกล่ำว   
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ตารางท่ี 15  ประสิทธิภำพของสำร secondary metabolites จำกกำรสกัดหยำบที่ควำมเข้มข้นต่ำง ๆ 
ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม และแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์เด่ียวต่อกำร
ยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนถั่วเหลืองฝักสด 

 
ควำมเข้มข้นของสำร 

secondary metabolites  
(µg/มิลลิลิตร) 

ควำมกว้ำงบริเวณยับยั้ง (เซนติเมตร) 
เชื้อแบคทีเรีย1/ 

KPS46 SP007s KPS46+SP007s 
5 0 0 0 

10 0.7 0 0 
20 0.9 0 1.1 
30 0.94 0.8 1.2 
40 0.98 0.95 1.3 
50 1.0 1.1 1.4 
60 1.2 1.3 1.45 
70 1.3 1.4 1.6 
80 1.5 1.6 1.7 

100 2.0 1.9 2.4 
Control2/ 0 0 0 

 
1/ KPS46 = Bacillus amyloliquefaciens KPS46 แบบเดี่ยว, SP007s = Pseudomonas fluorescens 
SP007s แบบเดี่ยว และ KPS46+SP007s = กำรเลี้ยงเชื้อผสมระหว่ำง Bacillus amyloliquefaciens 
KPS46 และ Pseudomonas fluorescens SP007s 
2/กำรทดสอบโดยใช้ 80 % ethanol 
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5.3  กำรแยกสำร secondary metabolites โดย Thin-layer Chromatography (TLC) และ
ประสิทธิภำพในกำรยับยั้งเชื้อ X. axonopodis pv. glycines 
 

กำรแยกสำร secondary metabolites ที่สกัดจำกเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์คู่ผสม
ระหว่ำง B.amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s (อัตรำ 9:1) บนแผ่น TLC ตำม
วิธีกำรข้อ 5.3.2 พบแถบที่แยกได้ของ B.  amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s 
อัตรำส่วน 9:1 ที่เลี้ยงร่วมกันในอำหำร NGB มีจ ำนวน 6 แถบที่ชัดเจนโดยมีค่ำ Rf ของแถบที่ 1-6 
เท่ำกับ 0.15, 0.21, 0.35, 0.37, 0.47 และ 0.82 ตำมล ำดับ ในขณะที่แถบที่แยกได้จำก B.  
amyloliquefaciens KPS46 ที่เลี้ยงเชื้อแบบเดี่ยวในอำหำรNGB มีจ ำนวน 8 แถบ ค่ำ Rf ของแถบ
เท่ำกับ 0.13, 0.25, 0.33, 0.37, 0.43, 0.54, 0.86 และ 0.90 ตำมล ำดับ และแถบที่แยกได้จำก P. 
fluorescens SP007s ที่เลี้ยงแบบเดี่ยวในอำหำร NGB มีจ ำนวน 6 แถบ ค่ำ Rf ของแถบที่ 1-6 เท่ำกับ 
0.16, 0.21, 0.33,0.36, 0.4 และ 0.66 ตำมล ำดับ (ตำรำงที่ 15 และภำพที่ 9) 
  

โดยมีข้อสังเกตจำกกำรแยกสำรที่ได้จำกเชื้อแต่ละชนิดและสภำวะกำรเลี้ยงที่แตกต่ำง
กัน คือ เชื้อแต่ละสำยพันธุ์ คือ B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s มีกำรผลิต
สำรที่แตกต่ำงกันในสภำวะกำรเลี้ยงในอำหำรและสิ่งแวดล้อมเดียวกัน โดย B.amyloliquefaciens 
KPS46 มีชนิดสำรที่แยกได้จำก แถบ TLC จ ำนวนมำกกว่ำชนิดสำรที่แยกจำก P. fluorescens 
SP007s อย่ำงน้อย 2 กลุ่มคือ Rf ที่ 0.86 และ 0.90 และเมื่อน ำมำเลี้ยงร่วมกันระหว่ำง                       
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s  อัตรำ 9:1 พบว่ำเกิดกำรเปลี่ยนแปลงของ
สำรที่แยกได้ โดยกำรเลี้ยงเชื้อผสมสำมำรถผลิตชนิดสำรได้ 6 กลุ่ม (6 แถบ) แต่มีแถบที่แตกต่ำงไป
จำกกำรเลี้ยงแบบเดี่ยวของ B.amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s (ภำพที่ 9 และ
ภำพที่ 10) โดยพบว่ำเมื่อมีกำรเลี้ยงเชื้อร่วมกันระหว่ำง B.amyloliquefaciens KPS46 และ           
P. fluorescens SP007s แถบสำรที่ตรวจสอบได้ที่ Rf 0.54 และ 0.66 ที่แยกออกจำกกำรเลี้ยงเชื้อแบบ
เด่ียว B.amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s ตำมล ำดับไม่ปรำกฏ แต่ปรำกฏว่ำ
แถบสำรรวมออกมำใหม่ที่ Rf 0.82 แทน ซึ่งไม่พบแถบดังกล่ำวในกำรเลี้ยง P. fluorescens SP007s 
แบบเดี่ยว แต่มีค่ำใกล้เคียงกัน แถบสำรที่พบในเชื้อ B.amyloliquefaciens KPS46 ที่แถบสำรที่ 7 
และ 8 (Rf = 0.86 และ 0.90 ตำมล ำดับ)  

 
เมื่อท ำกำรสกัดแถบสำรแต่ละแถบดังกล่ำวมำทดสอบประสิทธิภำพในกำรยับยั้งเชื้อ         

X. axonopodis pv. glycines ด้วยวิธี agar diffusion พบว่ำแถบสำรที่ปรำกฏมีทั้งคุณสมบัติ
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กำรยับยั้งและไม่ยับยั้งเชื้อเป้ำหมำย คือแถบสำรที่ 1 ของ B.amyloliquefaciens KPS46,                  
P. fluorescens SP007s และกำรเลี้ยงผสมระหว่ำง B.amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens 
SP007s ที่ Rf 0.13 0.16  และ 0.15 ตำมล ำดับ ไม่มีศักยภำพในกำรยับยั้งเชื้อ X. axonopodis pv. 
glycines แถบที่ 2 ที่ Rf 0.25 0.21 และ 0.21 มีศักยภำพในกำรยับยั้งเชื้อ X. axonopodis pv. glycines 
ในทุกสภำวะกำรเลี้ยงแบบเดี่ยว และเชื้อผสม แถบที่ 3 ที่ Rf 0.33 0.33 และ 0.35 ให้ผลต่ำงกัน โดย 
Rf 0.33 (B.amyloliquefaciens KPS46) และ0.33 (P. fluorescens SP007s) มีควำมสำมำรถยับยั้งเชื้อ 
X. axonopodis pv. glycines ได้ แต่ที่ Rf 0.35 (B.amyloliquefaciens KPS46 + P. fluorescens 
SP007s) ยับยั้งไม่ได้  แถบที่ 4 ที่ Rf 0.37 0.36 และ 0.37 ตำมล ำดับ ให้ผลต่ำงกันโดยที่ Rf  0.37 
(B.amyloliquefaciens KPS46) และ0.37 (B.amyloliquefaciens KPS46 + P. fluorescens SP007s)          
มีควำมสำมำรถยับยั้งเชื้อ X. axonopodis pv. glycines ได้ ส่วนที่ Rf 0.36 (B.amyloliquefaciens 
KPS46) ยับยั้งไม่ได้ แถบที่ 5 ที่ Rf 0.43 0.40 และ 0.47 ตำมล ำดับ ให้ผลต่ำงกันที่ Rf 0.43 
(B.amyloliquefaciens KPS46) และ 0.40 (P. fluorescens SP007s) ไม่สำมำรถยับยั้งเชื้อ                           
X. axonopodis pv. glycines แต่ที่ Rf 0.47 (B.amyloliquefaciens KPS46 + P. fluorescens SP007s) 
ยับยั้งได้ แถบที่ 6 ที่ Rf 0.54 0.66 และ 0.82 ตำมล ำดับ ให้ผลต่ำงกันที่ Rf  0.54 (B.amyloliquefaciens 
KPS46)ไม่สำมำรถยับยั้งเชื้อ X. axonopodis pv. glycines แต่ที่ Rf 0.66 (P. fluorescens SP007s) 
แถบที่ 7-8 ที่ Rf 0.86 และ 0.90 ตำมล ำดับของ B.amyloliquefaciens KPS46 ไม่สำมำรถยบัยั้งเชื้อ        
X. axonopodis pv. glycines และพบว่ำแถบสำรใหม่ที่ Rf 0.82 จำกกำรเลี้ยงเชื้อผสม 
B.amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s อัตรำ 9:1 มีควำมสำมำรถในกำรยับยั้งเชื้อ
สูงสุด มีบริเวณยับยั้งกว้ำง 2.1 เซนติเมตร ชี้ให้เห็นว่ำ เมื่อผสมเชื้อร่วมกันสำมำรถชักน ำให้เกิดสำร
ออกฤทธิ์ชนิดใหม่ได้ ซึ่งอำจเป็นผลจำกกำรเจริญแข่งขันของเชื้อดังกล่ำวในสภำวะอำหำรจ ำกัดที่
ท ำให้เชื้อผลิตสำรชนิดใหม่ออกมำในอำหำรเลี้ยงเชื้อ และเป็นประโยชน์ต่อกำรควบคุมโรคพืชโดย
สรุปคือ แถบที่ 2 3 และ4 ของ B.amyloliquefaciens KPS46 สำมำรถยับยั้งเชื้อ X. axonopodis pv. 
glycinesได้ แถบที่ 2 3 และ 6 ของ P. fluorescens SP007s สำมำรถยับยั้งเชื้อ X. axonopodis pv. 
glycines ได้ และแถบที่ 2 4 5 และ6 ของกำรเลี้ยงเชื้อผสมสำมำรถยับยั้งเชื้อ X. axonopodis pv. 
glycines ได้ (ตำรำงที่ 16)
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ตารางท่ี 16  ประสิทธิภำพของแถบสำรสกัดของแบคทีเรียปฏิปักษ์ B.amyloliquefaciens KPS46 
และ P. fluorescens SP007s แบบเชื้อเด่ียวและแบบผสมที่แยกจำกแผ่น TLC ในกำร
ยับยั้งเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. glycines 

 

แถบที่ 

สำร secondary metabolites จำกแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่แยกจำกแผ่น TLC1/ 
KPS46 SP007s KPS46+SP007s 

ค่ำ Rf บริเวณยับยั้ง 
(เซนติเมตร) 

ค่ำ Rf บริเวณยับยั้ง 
(เซนติเมตร) 

ค่ำ Rf บริเวณยับยั้ง 
(เซนติเมตร) 

1 0.13 0 0.16 0 0.15 0 
2 0.25 1.1 0.21 1.8 0.21 1.8 
3 0.33 1.8 0.33 1.5 0.35 0 
4 0.37 1.7 0.36 0 0.37 1.7 
5 0.43 0 0.40 0 0.47 1.4 
6 0.54 0 0.66 1.2 0.82 2.1 
7 0.86 0 - - - - 
8 0.90 0 - - - - 

Contro
l 

80% 
Ethanol 

0 80% 
Ethanol 

- 80% 
Ethanol 

- 

 

1/ KPS46 = Bacillus amyloliquefaciens KPS46 แบบเชื้อเดี่ยว, SP007s = Pseudomonas fluorescens 
SP007s แบบเชื้อเด่ียว และKPS46+SP007s = กำรเลี้ยงเชื้อผสมระหว่ำง Bacillus amyloliquefaciens 
KPS46 และ Pseudomonas fluorescens SP007s
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ภาพท่ี 9  ต ำแหน่งแถบสำรบน TLC plate silica gel ที่ใช้แยกสำร secondary metabolites ที่ได้จำก

กำรเลี้ยงเชื้อ  B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s แบบเดี่ยว (ก และ 
ข) และแบบผสม (ค) 
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KPS46 SP007s KPS46+SP007s 
 
ภาพท่ี 10  ภำพจ ำลองแถบสำร secondary metaboloites ที่สกัดได้จำกเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำย

พันธุ์เด่ียว B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s และแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์สำยพันธุ์คู่ผสม 2 สำยพันธุ์ระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 และ                   
P. fluorescens SP007s อัตรำส่วน 9:1 โดยวิธี Thin-layer Chromatography 

7 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 8 

1 
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3 
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6 

6 

3 
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6.  การพัฒนาสูตรส าเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบผสมหลายสายพันธุ์ และการทดสอบ
ประสิทธิภาพการควบคุมโรคและส่งเสริมการเจริญเติบโตพืช   
 
 6.1  สูตรอำหำรเพิ่มปริมำณ 
  

กำรศึกษำชนิดและส่วนผสมอำหำรเลี้ยงเชื้อสูตรเพิ่มปริมำณเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ โดย
ดัดแปลงจำกสูตรอำหำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในห้องปฏิบัติกำรคือ nutrient glucose broth (NGB) เพื่อ
ใช้เป็นส่วนผสมอำหำรเพิ่มปริมำณเซลล์แบคทีเรียปฏิปักษ์ โดยมีกำรปรับสภำวะกำรเลี้ยงตำม
รำยละเอียดในอุปกรณ์และวิธีกำรข้อ 6.1  พบว่ำสูตรอำหำร VS medium ที่มีส่วนผสมของ
กำกน้ ำตำล vinasses และกำกถั่วเหลือง อัตรำส่วนผสมเท่ำกับ 10 : 10  (กรัม/กรัม) ที่ผสมในน้ ำ 1 
ลิตร  ที่ใช้เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s 
แบบเดี่ยวและแบบผสมมีอัตรำกำรเพิ่มปริมำณของประชำกรเชื้อสูงที่สุด จำกกำรตรวจสอบ
ประชำกรเชื้อหลังเลี้ยงเชื้อที่ 24 ชั่วโมง โดยมีประชำกรเชื้อที่ 1019-1022cfu/มิลลิลิตร (ตำรำงที่ 18)
ในขณะที่กำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ด้วยสูตรอำหำรดัดแปลง MS medium ตำมวิธีกำรของ             
ชัยสิทธิ์ และสุดฤดี ( 2548) ที่มีส่วนผสมของกำกน้ ำตำล (molasses) และกำกถั่วเหลือง และอำหำร
สังเครำะห์ NGB ที่เวลำเลี้ยงเชื้อและสภำวะเลี้ยงเชื้อเดียวกัน มีประชำกรเชื้อที่ตรวจพบน้อยกว่ำ 
โดยมีประชำกรเชื้อเฉลี่ยที่ 1018-1020cfu/มิลลิลิตร  ในสภำวะกำรเลี้ยงแบบเชื้อเด่ียว และแบบเชื้อ
ผสม 2 สำยพันธุ์ตำมล ำดับ ทั้งนี้กำรน ำเชื้อดังกล่ำว คือ B. amyloliquefaciens KPS46 และ                    
P. fluorescens SP007s มำเลี้ยงร่วมกันในอำหำร VS medium พบว่ำอัตรำกำรเจริญของประชำกร
เชื้อ  B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s มีปริมำณสูงสุด เท่ำกับ 3.2X1022 
และ 2.4X1022cfu/ มิลลิลิตร ตำมล ำดับ (ตำรำงที่ 17 และภำพที่ 11) 

 
เมื่อน ำผลกำรทดสอบอัตรำส่วนที่เหมำะสมดังกล่ำวมำท ำกำรศึกษำปัจจัยตั้งต้นที่

เหมำะสมของอำหำร VS medium ต่อกำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ทั้ง 2 สำยพันธุ ์ได้แก่ ค่ำ
ควำมเป็นกรด-ด่ำงเร่ิมต้น และสภำวะอุณหภูมิเลี้ยงเชื้อต่ำงๆ  พบว่ำเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์
ผสม B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s สัดส่วน 9:1 สำมำรถเจริญได้ดีใน
สภำพอำหำรเลี้ยงเชื้อ VS medium ที่ผสมส่วนผสมกำกน้ ำตำล vinasses และกำกถั่วเหลือง อัตรำ
ส่วนผสมเท่ำกับ 10 : 10 (กรัม/กรัม) ที่ผสมในน้ ำ 1 ลิตร ที่ปรับค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง เท่ำกับ 7 โดย
มีจ ำนวนเซลล์แบคทีเรียปฏิปักษ์ B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s เฉลี่ย
เท่ำกับ 3.2X1022  และ 2.4 X1022cfu / มิลลิลิตรตำมล ำดับ (ตำรำงที่ 19)
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ส่วนกำรทดสอบปัจจัยด้ำนอุณหภูมิที่มีผลต่อกำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำย
พันธุ์ผสม B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s พบว่ำอำหำร VS medium ที่ค่ำ 
pH เท่ำกับ 7 และปรับสภำวะกำรเลี้ยงที่อุณหภูมิในช่วง 25- 30 องศำเซลเซียส เป็นอุณหภูมิที่เซลล์
เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s 
สำมำรถเพิ่มปริมำณได้มำกที่สุดเมื่อเลี้ยงเชื้อบนเคร่ืองเขย่ำควำมเร็ว 150 รอบ/นำที นำน 24 ชั่วโมง 
โดยที่ B. amyloliquefaciens KPS46 มีประชำกรอยู่ในช่วงเฉลี่ยเท่ำกับ 3.0X1022– 3.4X1024cfu/
มิลลิลิตร และ P. fluorescens SP007s มีประชำกรอยู่ในช่วงเฉลี่ยเท่ำกับ 2.0 X1022– 2.6X1024cfu/
มิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงที่สภำพอุณหภูมิ 30 -35 องศำเซลเซียส ตำมล ำดับ (ตำรำงที่ 19)  
 
 นอกจำกนี้ยังพบว่ำ อำหำรเหลวทดสอบแต่ละชนิดมีควำมเหมำะสมต่อกำรกระตุ้นกำรผลิต
สำร secondary metabolite ที่แตกต่ำงกัน โดยผลกำรทดสอบประสิทธิภำพในกำรยับยั้งเชื้อ                    
X. axonopodis pv. glycines ของแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม B. amyloliquefaciens KPS46 และ        
P. fluorescens SP007s อัตรำส่วน 9:1 ด้วยวิธี agar diffusion โดยกำรน ำสำรกรองเซลล์จำกอำหำร
เพิ่มปริมำณ VS medium ที่ปรับ pH เท่ำกับ 7 และปรับเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 30 องศำเซลเซียส 
สำมำรถยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนได้ดีที่สุดมีค่ำควำมกว้ำงบริเวณยับยั้งเท่ำกับ 2.2 เซนติเมตร 
รองลงมำคือ แบคทีเรียปฏิปักษ์ KPS46 แบบสำยพันธุ์เด่ียวโดยมีขนำดควำมกว้ำงของบริเวณยับยั้ง 
2.0 เซนติเมตร  และเมื่อเปรียบเทียบกับอำหำร NGB พบว่ำแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม                  
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s สัดส่วน 9:1 สำมำรถยับยั้งเชือ้                       
X. axonopodis pv. glycines ได้ดีที่สุด มีขนำดควำมกว้ำงของบริเวณยับยั้งเท่ำกับ 1.8 เซนติเมตร 
รองลงมำคือแบคทีเรียปฏิปักษ์ KPS46 และ  SP007s แบบสำยพันธุ์เด่ียวโดยมีขนำดควำมกว้ำงของ
บริเวณยับยั้ง 1.7 เซนติเมตร  (ตำรำงที่ 20) แสดงว่ำอำหำรเหลว VS medium มีศักยภำพในกำร
กระตุ้นกำรผลิตสำร secondary metabolites ได้ดีที่สุดมีขนำดควำมกว้ำงของบริเวณยับยั้งได้ดีกว่ำ
อำหำรเหลว NGB 
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1/กำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ปริมำณเซลล์เร่ิมต้น 108cfu/มิลลิลิตร ที่เจริญในอำหำรเพิ่มปริมำณ ตรวจนับจ ำนวนเซลล์เมื่อเลี้ยงบ่มเชื้อนำน 24 ชั่วโมง 
ภำยใต้สภำพอุณหภูมิห้อง 
 2/ V = กำกน้ ำตำล Vinasses, VS = กำกน้ ำตำล Vinasses + กำกถั่วเหลือง,  M = Molasses,   MS = Molasses + กำกถั่วเหลือง และ  NGB = nutrient glucose broth  
3/ KPS46= Bacillus amyloliquefaciens KPS46 และ SP007s = Pseudomonas fluorescens SP007s 
 
 

ตารางท่ี 17  กำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์เด่ียวและสำยพันธุ์ผสมในอำหำรเลี้ยงเชื้อเพิ่มปริมำณสูตรต่ำงๆ 
 

กรรมวิธี 3/ 
 จ ำนวนประชำกรเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ (cfu/มิลลิลิตร) 1/ 
 สูตรอำหำรเพิ่มปริมำณ2/ 

V  VS  M  MS  กำกถั่วเหลือง NGB  
1. KPS46 3.0X1017 3.2X1019 1.6X1017 3.0X1018 2.9X1016 2.0X1018 
2.SP007s 3.7X1017 3.6X1019 1.3X1017 1.5X1018 2.2X1016 2.2X1018 
3.KPS46 + SP007s (9:1) 
:KPS46 
:SP007s 

 
3.0X1018 
2.7X1018 

 
3.2X1022 
2.4X1022 

 
1.5X1017 
1.2X1017 

 
3.3X1020 
2.9X1020 

 
2.2X1018 
1.7X1018 

 
2.7X1020 
2.1X1020 



 

 

 

ตารางท่ี 18  อัตรำกำรเจริญของเชื้อปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s (อัตรำ 9:1) ในสูตรอำหำรดัดแปลง              
VS medium ที่มีส่วนผสมของ  Vinasses และกำกถั่วเหลืองแตกต่ำงกัน 

 
อัตรำส่วน 

กำกถั่วเหลือง : vinasse2/ 
จ ำนวนประชำกรเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ (cfu/มิลลิลิตร) 1/ 

เวลำ (ชั่วโมง) 
0 6 12 18 24 30 

 0:10 1X108 3X109 2.7X1010 2X1013 2X1017 1.7X1017 
1.25:10 1X108 3X109 3X1011 2.7X1016 2.5X1019 2.1X1019 
2.5:10 1X108 3X109 3X1013 2.5X1016 2.5X1019 2.3X1019 
5:10       
10:10 1X108 3X1011 3X1013 3X1019 3X1022 3X1022 
10:0 1X108 2X109 2.4X1010 2.3X1013 2.2X1018 2X1019 
10:1.25 1X108 3X1011 3X1011 2.5X1016 2X1019 1.7X1019 
10:2.5 1X108 3X1012 3X1013 2.6X1017 2.3X1019 1.9X1019 
10:5 1X108 3X1012 3X1013 2.9X1017 2.6X1019 2X1019 
NGB 1X108 3X1011 3X1013 1.9X1018 2X1020 2X1020 
MS-medium 1X108 3X1010 2.3X1012 2.7X1017 3X1020 2.5X1019 

1/ = ค่ำเฉลี่ยจำก 5 ซ้ ำ ตรวจนับจ ำนวนเซลล์เมื่อบ่มเชื้อนำน 24 ชั่วโมง บนอำหำรที่ผสมสำรปฏิชีวนะที่เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์ต้ำนทำนและบ่มเชื้อ 
ภำยใต้อุณหภูมิห้อง 2/ =อัตรำส่วนของอำหำร VS medium ที่ประกอบด้วย กำกน้ ำตำล vinasses : กำกถั่วเหลือง ในน้ ำ 1 ลิตร เพื่อเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์
สำยพันธุ์ผสม 
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ตารางท่ี 19  ปัจจัยควำมเป็นกรด – ด่ำง และอุณหภูมิระดับต่ำงกันในระยะกำรบ่มเชื้อ 24 ชั่วโมงที่มี
ผลต่อกำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม B. amyloliquefaciens KPS46 
และ P. fluorescens SP007s (อัตรำ 9:1) ในสูตรอำหำร VS medium  

 

ปัจจัยทดสอบ 
ประชำกรเชื้อ (cfu/มิลลิลิตร) 1 / 

KPS46 SP007s 

กรด-ด่ำง 
(pH) 

5 2.3X1014d 2.7X1014d 
6 2.7X1016c 3.0X1016c 
7 3.2X1022a 2.4X1022a 
8 2.6X1017b 3.0X1017b 

อุณหภูมิ 
(๐C) 

25 3.4X1024a 2.6X1024a 
30 3.0X1022a 2.0X1022a 
35 2.8X1020b 2.6X1020b 
40 2.1X1020b 2.3X1020b 

 

1/ ค่ำเฉลี่ยจำก 5 ซ้ ำ ตัวอักษรเหมือนกันในแนวตั้งไม่แตกต่ำงกันทำงสถิติที่ระดับ P= 0.05 เมื่อ
วิเครำะห์ด้วย Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT); ตรวจนับจ ำนวนเซลล์เมื่อบ่มเชื้อนำน 
24 ชั่วโมง 
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ภาพท่ี 11  อัตรำกำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม B. amyloliquefaciens KPS46 

และ P. fluorescens SP007s (อัตรำ 9:1) ในอำหำรเลี้ยงเชื้อ VS medium เปรียบเทียบ
อำหำรเลี้ยงเชื้อ MS และ NGB ที่อำยุกำรเลี้ยงเชื้อ 0 – 96 ชั่วโมง 
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ตารางท่ี 20  ประสิทธิภำพกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรค Xanthomonas axonopodis pv. glycines ในสูตร
เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ในวัสดุผสมสูตรต่ำง ๆ  

 

1/ ค่ำเฉลี่ยจำก 5 ซ้ ำ ตัวอักษรเหมือนกันในแนวตั้งแตกต่ำงกันทำงสถิติที่ระดับ P=0.05 เมื่อวิเครำะห์
ด้วย Duncan’s New Mul tiple Range Test (DMRT)  
 2/V = กำกน้ ำตำล Vinasse , VS = กำกน้ ำตำล Vinasse และกำกถั่วเหลือง, M =กำกน้ ำตำล, MS = 
กำกน้ ำตำล และกำกถั่วเหลือง และ NB = nutrient broth 

กรรมวิธี1/ 
 บริเวณยับยั้ง (เซนติเมตร) 

MS2/ M2/ VS2/ V2/ กำกถั่วเหลือง NB2/ 
1.KPS46 1.7b 1.4a 2.0b 1.2a 0 1.7b 
2.SP007s 1.6c 1.2b 1.8c 1.1b 0 1.7b 
3.SW01/4 0.5d 0.2d 0.5d 0.2c 0 1.1c 
4.SPt360 0e 0e 0e 0d 0 0d 
5.KPS46 + SP007s 1.9a 0.4c 2.2a 1.2a 0 1.8a 
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6.2  กำรพัฒนำสูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบผสม 2 สำยพันธุ ์
 

กำรคัดเลือกชนิดสำรพำ สำรเสริมประสิทธิภำพ และกำรใช้อัตรำส่วนที่
เหมำะสมต่อควำมมีชีวิตรอด และประสิทธิภำพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมในสูตร 
ส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่พัฒนำขึ้น พบว่ำ สำรพำ kaolin ที่มีส่วนผสมของสำรเสริม
ประสิทธิภำพ ได้แก่ น้ ำตำลทรำย + SiO2+CMC +CaCO3+ FeSO4+ deshecofix เป็นส่วนผสมของ
สำรพำและสำรเสริมประสิทธิภำพที่เหมำะสมที่สุดในกำรรักษำควำมมีชีวิตรอดของเชื้อ                   
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s โดยสำมำรถเก็บรักษำนำนที่สุด 12 เดือน
โดยให้ผลกำรทดสอบในกำรเก็บรักษำควำมมีชีวิตรอดของ (viability) ประชำกรเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s อัตรำส่วน 
9:1 เฉลี่ยเท่ำกับ 3.4X1013 และ 2.2X1013cfu/ มิลลิลิตร โดยกำรตรวจสอบบนอำหำร NA ที่ผสมสำร
ปฏิชีวนะที่เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์ต้ำนทำน  สูตรส ำเร็จดังกล่ำวมีค่ำกำรละลำยน้ ำก่อน
พ่นใบถั่วเหลืองฝักสดเท่ำกับระดับที่ 1 ซึ่งเป็นระดับที่ดีที่สุด เน่ืองจำกผงสูตรส ำเร็จสำมำรถ
กระจำยตัวได้ดใีนน้ ำและไม่ตกตะกอนหลังผสมน้ ำซึ่งเป็นกำรช่วยให้แบคทีเรียเป้ำหมำยกระจำย
ครอบคลุมเมื่อพ่นลงผิวพืช ซึ่งจำกกำรประเมินพบว่ำสำรพำดังกล่ำวละลำยน้ ำทันทีในเวลำ 1-5 
นำที (ตำรำงที่ 21 และ ภำพที่ 12)  

 
กำรทดสอบอัตรำส่วนที่เหมำะผสมระหว่ำงสำรพำและสำรเสริมประสิทธิภำพ

ในกำรผลิตสูตรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม B. amyloliquefaciens KPS46 และ                 
P. fluorescens SP007s อัตรำส่วน 9:1 พบว่ำอัตรำส่วนของ kaolin + น้ ำตำลทรำย + SiO2 +CMC + 
CaCO3+ FeSO4+ deshecofix ที่อัตรำส่วน 70: 15 : 5 :5 : 1 : 2 : 2 เป็นอัตรำส่วนที่ให้ผลกำร
ประเมินผลในทุกด้ำนที่ดีที่สุด โดยกำรตรวจสอบประชำกรเชื้อที่อำยุเก็บรักษำที่ 12 เดือน พบว่ำมี
ประชำกร B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s เท่ำกับ 2.6X1010 และ 
1.4X1010cfu/ มิลลิลิตร ตำมล ำดับ กำรประเมินผลทำงด้ำนกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตของถั่ว
เหลืองฝักสด พบว่ำกำรใช้สูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบผสมในอัตรำส่วนดังกล่ำว คลุก
เมล็ดก่อนปลูก (5 กรัม/ เมล็ดถั่วเหลือง 1 กิโลกรัม)  มีอัตรำกำรเจริญและพัฒนำกำรทำงด้ำนล ำต้นดี 
สำมำรถส่งเสริมอัตรำกำรเจริญเติบโตทำงด้ำนควำมสูงต้นและควำมยำวรำกของต้นถั่วเหลืองฝักสด
อำยุ 14 วัน เท่ำกับ  20 และ 26 เซนติเมตร และจ ำนวนรำกแขนง เท่ำกับ 35 รำก ตำมล ำดับ  ในขณะ
ที่กรรมวิธีกำรที่ใช้สูตรส ำเร็จที่อัตรำส่วนอ่ืนมีผลด้อยกว่ำอย่ำงชัดเจน (ตำรำงที่ 22) 



 

 95 

ตารางท่ี 21  ประสิทธิภำพของสำรพำและสำรเสริมประสิทธิภำพในกำรผลิตสูตรส ำเร็จที่ผลต่อควำมมีชีวิตรอดของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม          
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s 

 

สูตร สำรพำ 
ควำมมีชีวิตรอด (cfu/มิลลิลิตร)1/ 

   กำรละลำยน้ ำ3/ 
KPS462/ SP007s2/ 

1. Kaolin 3.2X1011c 2.6X1011c 3 
2. Talcum 3.0X1011c 2.1X1011c 3 
3. CaCO3 2.8X1011c 2.2X1011c 4 
4. Silicon 2.6X1010d 2.3X1011c 4 
5. Talcum + น้ ำตำลทรำย 2.0X1010d 2.3X1010d 4 
6. Kaolin + น้ ำตำลทรำย 2.2X1010d 2.4X1010d 4 
7. Talcum + น้ ำตำลทรำย + CMC  2.3X1010d 2.5X1010d 3 
8. Kaolin + น้ ำตำลทรำย + CMC 3.1X1012b 2.7X1012b 3 
9. Talcum + น้ ำตำลทรำย + CMC + CaCO3 3.1 X 1011c 2.8X1011c 3 

10. Kaolin + น้ ำตำลทรำย + CMC + CaCO3 3.3X1011c 2.8X1011c 3 
11. Talcum + น้ ำตำลทรำย + CMC + CaCO3 + FeSO4 2.8X1012b 2.1X1012b 3 
12. Kaolin + น้ ำตำลทรำย + CMC + CaCO3 + FeSO4 2.7X1012b 2.2X1012b 3 
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ตารางท่ี 21  (ต่อ) 
 

สูตร สำรพำ 
ควำมมีชีวิตรอด (cfu/มิลลิลิตร)1/ กำรละลำยน้ ำ3/ 

KPS462/ SP007s2/  
13. Talcum + น้ ำตำลทรำย + CMC + CaCO3 + FeSO4+ deshecofix 2.8.X1011c 2.3X1011c 2 
14. Kaolin + น้ ำตำลทรำย +CMC + CaCO3 + FeSO4+ deshecofix 2.7X1012b 2.2X1012b 3 
15. Talcum + น้ ำตำลทรำย + silicon +CMC + CaCO3+ FeSO4+ deshecofix 2.7X1013a 2.4X1013a 2 
16. Kaolin + น้ ำตำลทรำย + silicon +CMC + CaCO3+ FeSO4+ deshecofix 3.6X1013a 3.1X1013a 1 

 

1/ ค่ำเฉลี่ยจำก 5 ซ้ ำ ตัวอักษรเหมือนกันในแนวตั้งไม่แตกต่ำงกันทำงสถิติที่ระดับ P=0.05 เมื่อวิเครำะห์ด้วย Duncan’s New Mul tiple Range Test (DMRT)  
2/แบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุผ์สมระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s อัตรำส่วน 9:1 ตรวจนับจ ำนวนบนอำหำร NA ที่ติดสำร
ปฏิชีวนะของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์  
3/กำรประเมินกำรละลำยน้ ำโดยใช้เกณฑ์ในรำยละเอียดอุปกรณ์และวิธีกำรข้อ 6.2



 

 97 

ตารางท่ี 22  ประสิทธิภำพของสำรพำและสำรเสริมประสิทธิภำพในสูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ในอัตรำส่วนต่ำงๆ ต่อกำรมีชีวิตรอดของ                          
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s และประสิทธิภำพในกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตและกำรควบคุมโรคใบจุดนูนถั่ว
เหลืองในสภำพเรือนทดลอง 

 

อัตรำส่วนสำรพำ และสำร
เสริมประสิทธิภำพ1/ 

อัตรำกำรเจริญเติบโต2/ กำรควบคุมโรค2/ ชีวิตรอดเซลล์เชื้อ 
(cfu/มิลลิลิตร) 1/ ควำมสูงต้น ควำมยำวรำก  จ ำนวนรำกแขนง กำรลดโรค (%)  ควำมรุนแรง  

1. 60:20:5:5:3:3:4 16e 21e 28d 72d 2 2X1010c 
2.65:15:5:5:4:3:3 19b 22d 26e 74b 2 2X1010c 
3. 70:15:5:5:1:2:2 20a 26a 35a 86a 1 3X1013a 
4. 75:20:1:1:1:1:1 17d 24c 30c 74b 2 3X1011b 
5.80:10:3:3:1:1:2 18c 25b 32b 73c 2 2X1011b 
6.100:0:0:0:0:0:0 13f 17f 21f 57e 3 1X109d 
CV (%) 14.47 14.54 17.04 17.09 - - 

 

1/ ส่วนผสมของสำรพำ และสำรเสริมประสิทธิภำพประกอบด้วย Kaolin + น้ ำตำลทรำย + Silicon +CMC + CaCO3+ FeSO4+ Deshecofix  
2/ประเมินอัตรำกำรเจริญเติบโตถัวเหลืองฝักสดและควำมรุนแรงของโรคที่อำยุถั่วเหลืองฝักสด 28 วัน ตำมวิธีกำรข้อ 6.2 ตัวอักษรเหมือนกันในแนวต้ังไม่
แตกต่ำงกันทำงสถิติ ที่ระดับ P=0.05 เมื่อวิเครำะห์ด้วย Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT) 

3/ ควำมมีชีวิตรอดของเซลล์แบคทีเรียโดยตรวจพบจำกผงสูตรส ำเร็จแต่ละสูตรที่อำยุกำรเก็บรักษำ 12 เดือน
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ภาพท่ี 12  อัตรำกำรมีชีวิตรอดของเซลล์แบคทีเรียปฏิปักษ์ในสูตรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบผสมและแบบเชื้อเด่ียวที่อำยุกำรเก็บ 12 เดือน ภำยใต้สภำพ

อุณหภูมิห้อง
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6.3  กำรทดสอบประสิทธิภำพสูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม 
 

6.3.1  กำรประเมินประสิทธิภำพสูตรส ำเร็จในระดับห้องปฏิบัติกำร 
 

จำกกำรทดสอบประสิทธิภำพสูตรผลิตภัณฑ์ในกำรยับยั้งกำรเจริญของเชื้อ                  
X. axonopodis pv. glycines ด้วยวิธี paper disc ในระดับห้องปฏิบัติกำรโดยกำรละลำยผงสูตรส ำเร็จ
ในน้ ำสะอำดปลอดเชื้อและหยดลงบน paper disc และวำงในจำนอำหำรเลี้ยงเชื้อที่ผสมเชื้อสำเหตุ
โรคใบจุดนูนบ่มเชื้อ 24 ชั่วโมง พบว่ำสูตร B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens 
SP007s อัตรำส่วน 9:1 มีบริเวณยับยั้งเชื้อเป้ำหมำยมำกที่สุดเท่ำกับ 1.6 เซนติเมตร เปรียบเทียบกับ
สูตร SP007s และสูตร KPS46 แบบเชื้อเด่ียวมีประสิทธิภำพด้อยกว่ำโดยมีขนำดควำมกว้ำงบริเวณ
ยับยั้งเท่ำกับ1.4 และ 1.3 เซนติเมตร ตำมล ำดับ (ตำรำงที่ 23)  
  

6.3.2  ประสิทธิภำพสูตรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์ในกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูน
ในระดับเรือนทดลอง 
 

กำรทดสอบประสิทธิภำพสูตรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์ชนิดผงในเรือนทดลอง 
โดยกรรมวิธีคลุกเมล็ดถั่วเหลืองก่อนปลูกที่อัตรำ 5 กรัมต่อเมล็ดถั่วเหลือง 1 กิโลกรัม และพ่นตำม 
3 คร้ัง โดยใช้อัตรำ 20 กรัมต่อน้ ำ 80 ลิตร ที่อำยุ 14 21 และ 28 วัน เปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ใช้สูตร 
B. amyloliquefaciens KPS46 และ สูตร P. fluorescens SP007s  แบบเดี่ยว (ISR-P และ ISR-B) และ
กรรมวิธีที่ใช้สำรเคมี (copper hydroxide) และกรรมวิธีที่ไม่มีกำรใส่ปัจจัยใดๆ และมีกำรปลูกเชื้อ
โรคใบจุดนูนที่อำยุถั่วเหลือง 35 วัน ผลกำรทดลองพบว่ำ สูตรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบผสม
สำยพันธุ์  B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s สัดส่วน 9:1 สำมำรถส่งเสริม
กำรเจริญเติบโตทำงด้ำนควำมสูงต้น ควำมยำวรำก และจ ำนวนรำกแขนงถั่วเหลืองฝักสดได้ดีที่สุด
เท่ำกับ 38.5 เซนติเมตร 20.5 เซนติเมตร และ 32 รำก ตำมล ำดับ และแตกต่ำงกับกำรใช้สูตร                    
B. amyloliquefaciens KPS46 (ISR-B) และสูตร P. fluorescens SP007s (ISR- P) และให้ผลดีกว่ำ
กำรใช้สำรเคมี และกรรมวิธีที่ไม่มีกำรใส่ปัจจัยใดๆ นอกจำกนี้สูตรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบ
ผสมสำยพันธุ์ B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s อัตรำส่วน 9:1 สำมำรถลด
ควำมรุนแรงของกำรเกิดโรคใบจุดนูนได้ 85% เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีที่ใช้สำรเคมี และ
กรรมวิธีที่ไม่มีกำรใส่ปัจจัยใดๆ โดยเกิดโรค 100 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่กรรมวิธีกำรใช้สูตร ISR-B 
สูตร ISR- P 
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และกรรมวิธีใช้สำรเคมีลดควำมรุนของกำรเกิดโรครุนแรง  78, 78 และ 72 เปอร์เซ็นต์ ตำมล ำดับ 
(ตำรำงที่ 24) 

 
ตารางท่ี 23  ประสิทธิภำพสตูรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบเด่ียวและเชื้อผสมที่พัฒนำในกำร

ยับยั้งกำรเจริญของ  Xanthomonas axonopodis pv. glycines สำเหตุโรคใบจุดนูน ใน
ระดับห้องปฏิบัติกำรด้วยวิธี paper disc  

 
กรรมวิธี บริเวณยับยั้ง (เซนติเมตร)1/ 

1.สูตร KPS46 (ISR-B) 1.4b 
2. สูตร SP007s (ISR-P) 1.3c 
3. สูตรส ำเร็จเชื้อผสม KPS46+SP007s  1.6a 
4.น้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ 0d 
5. Copper hydroxide 1.3c 

 

1/ ค่ำเฉลี่ยของควำมกว้ำงบริเวณใสจำกกำรทดลอง 4 ซ้ ำ ตัวอักษรเหมือนกันในแนวต้ังไม่แตกต่ำง
กันทำงสถิติที่ระดับ P=0.05 เมื่อวิเครำะห์ด้วยโปรแกรม SPSS version 15 
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ตารางท่ี 24  ประสิทธิภำพสตูรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s ในกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโต
และกำรควบคุมโรคใบจุดนูน ระดับเรือนทดลอง1/ 

 

กรรมวิธี2/ 
กำรเจริญเติบโต2/ กำรควบคุมโรคใบจุดนูน3/ 

ควำมสูงต้น 
(ซม.) 

ควำมยำวรำก 
(ซม.)  

จ ำนวนรำกแขนง 
(รำก)  

ระดับกำรลดโรค  

(%) 
ระดับควำมรุนแรง

โรค  
1. ISR-B® 33.8 c 18.5 b 27.0 b 78 b 2 
2. ISR-P® 34.1 b 18.4 b 26.0 c 78 b 2 
3. สูตรส ำเร็จเชื้อผสม KPS46+ SP007s 38.1 a 20.5 a 32.0 a 85 a 2 
4. cell-suspension KPS46 28.2 f 15.4 e 21.2 e 72 d 3 
5.  cell-suspension SP007s 27.2 g 16.5 d  19.8 g 72d 3 
6.   cell-suspension เชื้อผสม KPS46+ SP007s      29.6 e 17.1 c 23.5 d 75 c 3 
4. กรรมวิธีควบคุม (น้ ำเปล่ำนึ่งฆ่ำเชื้อ)  24.9 h 12.6 f 14.0 h 0 e 4 
5. Chemical control 32.5 d 16.1 d 20.0 f 72 d 3 
CV (%) 13.9 14.1 23.9 40.9 - 

1/ ค่ำเฉลี่ยจำก 5 ซ้ ำ ตัวอักษรเหมือนกันในแนวตั้งไม่แตกต่ำงกันทำงสถิติที่ระดับ P=0.05 เมื่อวิเครำะห์ด้วย Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT) 
2/ ISR-B = สูตรส ำเร็จเชื้อเดี่ยว B. amyloliquefaciens KPS46 และ ISR-P = สูตรส ำเร็จเชื้อเดี่ยว P. fluorescens SP007s ของภำควิชำโรคพืช คณะเกษตร 
มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ 
3/อัตรำกำรเจริญเติบโตทำงด้ำนควำมสูงต้น ยำวรำก จ ำนวนรำกแขนง ควำมรุนแรงโรค ประเมินที่อำยุ 42 วัน หลังปลูก ตำมรำยละเอียดตำมวิธีกำรข้อ 6.3 
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6.3.3  ประสิทธิภำพสูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบสำยพันธุ์ผสมในระดับไร ่
 

6.3.3.1  ประสิทธิภำพในกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโต กำรเพิ่มพูนคุณภำพและ
ปริมำณของถั่วเหลืองฝักสด 

 
กำรทดสอบประสิทธิภำพของสูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ ใน

แปลงปลูกถั่วเหลืองฝักสดพันธุ์ No.75 สภำพไร่ ณ ศูนย์วิจัยข้ำวโพดและข้ำวฟ่ำงแห่งชำติ                     
จ.นครรำชสีมำ พบว่ำกรรมวิธีกำรใช้สูตรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมระหว่ำง                      
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s (อัตรำส่วน 9:1) คลุกเมล็ดก่อนปลูกด้วย 
อัตรำ 5 กรัมต่อเมล็ดถั่วเหลือง 1 กิโลกรัม และพ่นใบ 3 คร้ัง อัตรำส่วน 20 กรัม ต่อน้ ำ 80 ลิตร                
(14 21 และ 28 วัน หลังปลูก) พบว่ำ สูตรส ำเร็จ B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens 
SP007s สัดส่วน 9:1 (กรรมวิธีที่ 3) มีประสิทธิภำพในกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโต ส่งเสริมคุณภำพ
และปริมำณของต้นถั่วเหลืองฝักสดได้ดีที่สุด เมื่อเทียบกับวิธีกำรใช้สูตร B. amyloliquefaciens 
KPS46 แบบเดี่ยว (ISR-B) (กรรมวิธีที่ 1),  P. fluorescens SP007s แบบเดี่ยว (ISR-P) (กรรมวิธีที่ 2) 
และกรรมวิธีกำรใช้สำรเคมี (กรรมวิธีที่ 5) โดยกรรมวิธีใช้สูตรส ำเร็จ B. amyloliquefaciens KPS46 
และ P. fluorescens SP007s สำมำรถส่งเสริมกำรเจริญเติบโตทำงด้ำนควำมสูงต้นเท่ำกับ 50.6 
เซนติเมตร จ ำนวนข้อ 4 ข้อ และจ ำนวนกิ่ง 7 กิ่ง จำกกำรประเมินที่อำยุ 65 วัน รองลงมำคือ สูตร           
B. amyloliquefaciens KPS46 (ISR-B) และ P. fluorescens SP007s (ISR-P) ที่มีควำมสูงต้น เท่ำกับ 
48.2 และ47.8 เซนติเมตร ตำมล ำดับ จ ำนวนข้อ 3 ข้อเท่ำกัน และจ ำนวนกิ่ง 5 และ 6 กิ่ง ตำมล ำดับ 
เมื่อเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่ใช้สำรเคมีอย่ำงเดียวที่มีควำมสูงต้น 45.0 เซนติเมตร จ ำนวน
ข้อ 3 ข้อ และจ ำนวนกิ่ง 6 กิ่ง และกรรมวิธีที่ไม่มีกำรใช้สูตรจุลินทรีย์ (control) ที่มีควำมสูงต้น 43.3 
เซนติเมตร จ ำนวนข้อ 3 ข้อ และจ ำนวนกิ่งเท่ำกับ 6 กิ่ง  

 
นอกจำกนี้ยังพบว่ำกรรมวิธีกำรใช้สูตรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์สำย

พันธุ์ผสมดังกล่ำว (กรรมวิธีที่ 3) ยังมีศักยภำพสูงในกำรเพิ่มพูนปริมำณและคุณภำพของผลผลิตถั่ว
เหลืองฝักสดด้วยสอดคล้องกับระดับกำรเจริญเติบโตด้ำนล ำต้น กรรมวิธีกำรคลุกเมล็ดก่อนปลูก
ร่วมกับกำรพ่น 3 คร้ัง ด้วยสูตรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม B. amyloliquefaciens KPS46 
และ P. fluorescens SP007s สำมำรถเพิ่มปริมำณผลผลิตได้สูงสุดเท่ำกับ 1,552 กิโลกรัมต่อไร่ มีฝัก
ดีคุณภำพสูงที่อยู่ในเกณฑ์มำตรฐำน 1,171.3 กิโลกรัมต่อไร่ คิดเป็น 85.7 เปอร์เซ็นต์ของผลผลิต
ทั้งหมด และรองลงมำที่พบว่ำ กรรมวิธีกำรใช้สูตรจุลินทรีย์สูตร B. amyloliquefaciens KPS46  
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แบบสำยพันธุ์เด่ียว (ISR-B) คลุกเมล็ดและพ่นใบถั่วเหลือง 3 คร้ัง ที่ให้ผลผลิตต่อไร่รวม 1,400 
กิโลกรัมต่อไร่ แต่กลับมีผลผลิตคุณภำพดีตำมมำตรฐำนสูง คือ 1.117.3 กิโลกรัมต่อไร่ คิดเป็น 79.8 
เปอร์เซ็นต์ของผลผลิตทั้งหมด (ตำรำงที่ 25) แสดงให้เห็นว่ำ B. amyloliquefaciens KPS46 มี
ศักยภำพสูงในกำรเพิ่มพูนคุณภำพผลผลิต อย่ำงไรก็ตำมพบว่ำทุกกรรมวิธีที่มีกำรใช้สูตรจุลินทรีย์
ในระบบกำรปลูก (กรรมวิธีที่ 1-3) ให้ผลในด้ำนกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตและเพิ่มคุณภำพ
ผลผลิตถั่วเหลืองได้ดีกว่ำ กรรมวิธีกำรใช้สำรเคมี (copper hydroxide) และกรรมวิธีควบคุมที่ใช้น้ ำ
กลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อแทน 
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ตารางท่ี 25  ประสิทธิภำพของกำรใช้สูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมคลุกเมล็ดและพ่นใบถั่วเหลืองฝักสดต่อกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตและ
เพิ่มพูนปริมำณผลผลิตของถั่วเหลืองฝักสดในสภำพไร่1/ 

 

 
1/ ตัวอักษรเหมือนกันในแนวตั้งไม่แตกต่ำงกันทำงสถิติที่ระดับ P=0.05 เมื่อวิเครำะห์ด้วย Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT) 
2/ KPS46= Bacillus amyloliquefaciens KPS46 และ SP007s = Pseudomonas fluorescens SP007; วิธีกำรใช้คือกำรคลุกเมล็ดก่อนปลูกและพ่น 3 คร้ัง ที่อำยุ 15 , 
30 และ 45 วัน  
 3/อัตรำกำรเจริญทำงล ำต้น และผลผลิตประเมินที่อำยุเก็บเกี่ยว 65 วัน

กรรมวิธี2/ 

อัตรำกำรเจริญเติบโต3/ ผลผลิตรวม3/ 

 ควำมสูงต้น
(ซม.)  

จ ำนวนข้อ  จ ำนวนกิ่ง  น้ ำหนักรวม  
(กิโลกรัม/ไร่) 

น้ ำหนักฝักดี  
(กิโลกรัม/ไร่) 

น้ ำหนักฝักดี (%)  

1.สูตรเชื้อเด่ียว KPS46 (ISR-B) 48.2b 3b 5c 1400e 1117.3b 79.8b 
2. สูตรเชื้อเด่ียว SP007s (ISR-P) 47.8b 3b 6b 1421d 946.7c 66.6c 
3. สูตรส ำเร็จเชื้อผสม KPS46+SP007s  50.6a 4a 7a 1552a 1171.3a 85.7a 
4.น้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ 43.3d 3b 5c 1528b 504.0e 32.9e 
5. Copper hydroxide 45.0c 3b 6b 1520c 810.7d 53.3d 
%CV 33.7 17.4 12.9 4.6 29.5 33.4 



 

 105 

ตารางท่ี 26  ประสิทธิภำพของกำรใช้สูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมคลุกเมล็ดและพ่นใบถั่วเหลืองฝักสดต่อกำรส่งเสริมคุณภำพผลผลิตถั่ว
เหลืองฝักสดในระดับไร่1/ 

 

กรรมวิธี2/ 
คุณภำพฝัก 2 เมล็ด คุณภำพฝัก 3 เมล็ด 

ควำมกว้ำงฝัก 
(ซม.) 

ควำมยำวฝัก
(ซม.) 

ควำมหนำฝัก 
(ซม.) 

ควำมกว้ำงฝัก 
(ซม.) 

ควำมยำวฝัก
(ซม.) 

ควำมหนำฝัก 
(ซม.) 

1.สูตรเชื้อเด่ียว KPS46 (ISR-B) 1.3a 5.4b 0.7b 1.3a 6.6b 0.7b 
2. สูตรเชื้อเด่ียว SP007s (ISR-P) 1.3a 5.4b 0.7b 1.3a 6.6b 0.7b 
3. สูตรส ำเร็จเชื้อผสม KPS46+SP007s  1.3a 5.9a 0.9a 1.3a 6.8a 0.9a 
4.น้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ 1.2b 4.7d 0.6c 1.3a 5.9d 0.7b 
5. Copper hydroxide 1.3a 5.0c 0.7b 1.3a 6.4c 0.7b 
%CV 3.5 8.6 15.2 0 5.3 12.1 

 
1/ ตัวอักษรเหมือนกันในแนวตั้งไม่แตกต่ำงกันทำงสถิติที่ระดับ P=0.05 เมื่อวิเครำะห์ด้วย Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT) 
2/ KPS46= Bacillus amyloliquefaciens KPS46 และ SP007s = Pseudomonas fluorescens SP007s; วิธีกำรใช้คือกำรคลุกเมล็ดก่อนปลูกและพ่น 3 คร้ัง ที่อำยุ 15, 
30 และ 45 วัน  
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6.3.3.2  ประสิทธิภำพกำรควบคุมโรคใบจุดนูนของถั่วเหลืองฝักสด 
 

ผลกำรประเมินระดับควำมรุนแรงของโรคใบจุดนูนของถั่วเหลือง พบว่ำระดับ
กำรเกิดโรคและควำมรุนแรงของโรคขึ้นอยู่กับช่วงอำยุของถั่วเหลือง โดยจำกกำรติดตำมกำรเกิด
โรคไม่พบกำรระบำดของโรคในช่วงอำยุปลูกที่ 0-35 วัน และเร่ิมพบกำรเกิดโรคที่อำยุปลูก 42 วัน 
ที่เป็นช่วงที่ถั่วเหลืองเร่ิมออกดอก ประสิทธิภำพในกำรควบคุมโรคใบจุดนูนให้ผลสอดคล้องกับ
กำรเจริญเติบโตและกำรเพิ่มพูนผลผลิต กล่ำวคือ กรรมวิธีกำรคลุกเมล็ดถั่วเหลืองก่อนปลูกและพ่น 
3 คร้ัง ที่อำยุ 15, 30 และ 45 วัน ด้วยสูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบผสมหลำยสำยพันธุ์              
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s สัดส่วน 9:1 มีประสิทธิภำพในกำรลด
ควำมรุนแรงของโรคใบจุดนูนได้ดีที่สุด โดยพบอัตรำกำรเกิดโรคที่ระยะเร่ิมติดฝัก (49 วัน) เท่ำกับ 
4 เปอร์เซ็นต์ และระยะฝักพัฒนำ (56 วัน) เท่ำกับ 7 เปอร์เซ็นต์ รองลงมำคือ กรรมวิธีกำรใช้สูตร
เด่ียว B. amyloliquefaciens KPS46 (ISR-B) และ P. fluorescens SP007s (ISR-P) ที่มีระดับควำม
รุนแรงของโรคใบจุดนูนที่อำยุ 49 วัน เฉลี่ย 7 และ6 เปอร์เซ็นต์ และที่อำยุ 56 วัน ที่ 19 และ 9 
เปอร์เซ็นต ์ตำมล ำดับ ในขณะที่กรรมวิธีใช้สำรเคมีควบคุม (copper hydroxide) และกรรมวิธีที่ไม่มี
กำรควบคุมโรคมีระดับกำรเกิดโรครุนแรงสูงกว่ำ คือ 13 และ 20 เปอร์เซ็นต์ ที่อำยุถั่วเหลือง 56 วัน 
ตำมล ำดับ (ภำพที่ 13) 
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ภาพท่ี 13  ภำพแสดงระดับกำรเกิดโรคใบจุดนูนที่เกิดจำก  Xanthomonas axonopodis pv. glycines 

ที่ถัวเหลืองอำยุ 35- 56 วัน จำกกำรควบคุมโดยใช้สูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีรียปฏิปักษ์แบบ
ผสมหลำยสำยพันธุ์ และแบบเชื้อเดี่ยว เปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมโดยสำรเคมีและ
กำรไม่มีกำรควบคุม
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วิจารณ์ 

 
 โรคใบจุดนูนของถั่วเหลืองที่เกิดจำกเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. glycines เป็นโรค
ส ำคัญที่ส่งผลต่อคุณภำพและประสิทธิภำพผลผลิต เกษตรกรประสบปัญหำในกำรควบคุมโรคโดย
กำรใช้สำรเคมีไม่ได้ผล เนื่องจำกเชื้อโรคมีกำรต้ำนทำนต่อสำรเคมี (สุดฤดี และกิติศักดิ์, 2527 และ            
สุดฤดี และเชษฐพันธ์, 2532) แนวทำงกำรควบคุมโดยชีววิธีเป็นวิธีกำรที่มีประสิทธิภำพส ำหรับกำร
ควบคุมโรคดังกล่ำว (สุดฤดี และคณะ, 2548) โดยแบคทีเรียหลำยสำยพันธุ์ที่มีคุณสมบตัิเป็นเชื้อ
ปฏิปักษ์ยับยั้งเชื้อสำเหตุโรค และส่งเสริมกำรเจริญเติบโตของพืช แต่ยังไม่มีกำรน ำมำใช้ร่วมกัน
เพื่อเพิ่มประสิทธิภำพกำรควบคุมโรคและส่งเสริมกำรเจริญเติบโตของถั่วเหลือง งำนวิจัยนี้มี
วัตถุประสงค์เพื่อศึกษำกำรเจริญร่วมกันของแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์ที่มีกำรรำยงำน
กำรศึกษำกลไกกำรท ำงำนและคุณสมบัติที่แตกต่ำงกันชัดเจนแล้ว ได้แก่กำรส่งเสริมกำร
เจริญเติบโต และยับยั้งหรือฆ่ำเชื้อโรคพืชเพื่อใช้เป็นแนวทำงในกำรพัฒนำสูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรีย
สำยพันธุ์ผสมที่มีกลไกหลำยแนวทำงที่สำมำรถใช้กับกำรปลูกพืชได้ทุกขั้นตอน ตลอดจนกำร
ก ำหนดสัดส่วนที่เหมำะสมของแบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีผลต่อกำรเพิ่มปริมำณของเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์คูผ่สมต่ำง ๆ ผลตอ่ประสิทธิภำพกำรยับยั้งโรค โดยเชื้อแบคทีเรียที่ได้จำกกำรศึกษำวิจัย
ประกอบด้วย Bacillus amyloliquefaciens  KPS46  Paenibacillus pabuli SW01/4  Serratia 
macescens SPt360 และ Pseudomonas fluorescens SP007s ที่แยกได้จำกพืชชนิดต่ำง ๆ และมี
กำรศึกษำกลไกและน ำไปใชใ้นระบบกำรพัฒนำพืชผักต่ำง ๆ อย่ำงมีประสิทธิภำพ ในลักษณะเชื้อ
เด่ียว (สุดฤดี และคณะ 2548 ; วิลำวรรณ์ และคณะ 2549 และPrathuangwong et al., 2004) 
 

กำรศึกษำในครั้งนี้ได้คัดเลือกสำยพันธุ์เชื้อสำเหตุใบจุดนูน คือ Xanthomonas axonopodis 
pv. glycines (Xag) สำยพันธุ์ No.12-2 เป็นตัวแทนในกำรศึกษำ เนื่องจำกเป็นสำยพันธุ์รุนแรงและมี
กำรศึกษำคุณสมบัติต่ำง ๆ ทั้งในระดับ สัณฐำนวิทยำ ชีวเคมี และพันธุศำสตร์ที่เกี่ยวข้องกับกำรก่อ
โรค และควำมรุนแรงของโรคแล้ว (จำรุวัฒน์ และสุดฤดี, 2548; ติยำกร และสุดฤดี, 2552; ติยำกร 
และคณะ, 2552; ดุสิต และคณะ, 2548 ; Kasem and Prathuangwong. 2006 ) เมื่อน ำเชื้อสำยพันธุ์
ดังกล่ำวที่เก็บในตู้เก็บเชื้อ และน ำมำท ำกำรทดสอบยืนยันกำรเป็นเชื้อสำเหตุโรค และควำมรุนแรง
ในกำรก่อโรค พบว่ำ X. axonopodis pv. glycines สำยพันธุ ์No.12-2 ดังกล่ำว เป็นแบคทีเรียแกรม
ลบ โคโลนีบนอำหำร NA มีลักษณะโคโลนีสีเหลือง ขอบกลมเรียบ ผิวนูนยกตัวจำกผิวหน้ำอำหำร 
เมื่อทดสอบควำมสำมำรถในกำรชักน ำกำรเกิดปฏิกิริยำ hypersensitive response; HR บนใบยำสูบ 
พบว่ำใบพืชทดสอบเกิดอำกำร HR ภำยใน 24 ชั่วโมง ซึ่งแสดงให้เห็นว่ำเชื้อ X. axonopodis pv. 
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glycines สำยพันธุ์ No.12-2 เป็นแบคทีเรียสำเหตุโรคพืช โดยปฏิกิริยำ HR เป็นวิธีกำรมำตรฐำนใน
พิสูจน์เชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคพืช (Shaad, 1988) ทั้งนี้กำรเกิดปฏิกิริยำ HR บนพืชทดสอบนั้นเกิด
จำกกำรที่เชื้อโรคสำมำรถผลิตสำรโปรตีน harpin ที่ควบคุมกำรผลิตโดย hrp gene (Flor, 1942) ซึ่ง
สำมำรถตรวจสอบได้ในเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคพืชทุกชนิดรวมทั้ง  X. axonopodis pv. glycines 
ด้วย (Kaewnum et al., 2005) 

   
และเมื่อน ำเชื้อ X. axonopodis pv. glycines สำยพันธุ์ No.12-2 มำทดสอบควำมสำมำรถใน

กำรก่อโรคบนพืชอำศัย ได้แก่ ถั่วเหลืองฝักสดพันธ์ No.75 พบว่ำหลังพ่นเชื้อ 4 วัน (ที่ควำมเข้มข้น 
1X108cfu/มิลลิลิตร) พบอำกำรเริ่มต้นที่ใบถั่วเหลืองมีลักษณะจุดช้ ำฉ่ ำน้ ำ กระจำยทั่วใบ เป็นสีเขียว
อ่อน ต่อมำอำกำรแผลมีกำรเปลี่ยนแปลงพัฒนำเป็นตุ่มนูนสีเข้ม และเปลี่ยนเป็นสีน้ ำตำลยกตัวจำก
ผิวใบ จนถึงกำรประเมินผลที่ 7 วัน พบว่ำ แผลมีขนำดใหญ่ขึ้นจำกตุ่มนูน กลำยเป็นแผลไหม้ ลำม
ติดกัน และเกิดควำมเสียหำยที่ใบประมำณ 50 เปอร์เซ็นต์ จำกกำรประเมินด้วยวิธีของชัยสิทธิ์ 
(2531) แสดงให้เห็นว่ำ X. axonopodis pv. glycines สำยพนัธุ์ No.12-2 เป็นสำยพันธุ์ที่ยังคงควำม
รุนแรงที่สำมำรถน ำมำใช้ในกำรทดลองได้ และควำมเข้มข้นของเชื้อที่ 1X108cfu/มิลลลิิตร เป็น
ควำมเข้มข้นที่เหมำะสมต่อกำรปลูกเชื้อจึงใช้ควำมเข้มข้นดังกล่ำวตลอดกำรทดลองนี้ ทั้งนี้เมื่อน ำ
ใบพืชที่เกิดอำกำรโรคมำตัดแยกบริเวณแผล และท ำกำรแยกเชื้อใหม่สำมำรถแยกได้เชื้อชนิดเดิม ซึ่ง
เป็นไปตำมกฎกำรพิสูจน์กำรเป็นเชื้อก่อโรคของ Koch (Koch’s postulation) (Agrios, 2005) 

 
ส ำหรับกำรศึกษำประสิทธิภำพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์ที่กล่ำวข้ำงต้น ใน

กำรควบคุมโรคพืช ทั้งกำรใช้แบบเดี่ยวและผสมให้ผลกำรศึกษำดังนี้ เมื่อน ำเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์
ทุกสำยพันธุ์มำศึกษำกำรเจริญร่วมกันในห้องปฏิบัติกำรด้วยวิธี agar diffusion, dual culture และ 
paper disc บนอำหำรแข็ง NA พบว่ำมีทั้งสำยพันธุ์ที่สำมำรถเจริญร่วมกันได้ และไม่สำมำรถเจริญ
ร่วมกันได้ โดยพบว่ำเชื้อ B. amyloliquefaciens KPS46 สำมำรถเจริญร่วมกันได้กับเชื้อ                       
P. fluorescens SP007s  P.pabuli SW01/4 และ S. macescens SPt360 ในขณะที่เชื้อ  P. fluorescens 
SP007s ไม่สำมำรถเจริญร่วมกันกับ P.pabuli SW01/4 ซึ่งเป็นผลจำกสำรที่เชื้อ P. fluorescens 
SP007s ผลิตและปลดปล่อยออกมำนอกเซลล์มีฤทธิ์ในกำรยับยั้งเชื้อ P.pabuli SW01/4  โดยไม่มีผล
ยับยั้งเชื้ออ่ืน แสดงให้เห็นว่ำสำรยับยั้งที่เชื้อ P. fluorescens SP007s  มีควำมจ ำเพำะต่อกำรยับยั้งเชื้อ
เป้ำหมำย โดยมีรำยงำนว่ำสำรปฏิชีวนะสำรทีเ่ชื้อกลุ่ม  P. fluorescens SP007s ผลิตออกมำยับยั้งจะ
เป็นในกลุ่ม 2,4 –diacethyl-phloroglucinol, phenazine-1-carboxylic acid, pyrrolnitrin และ 
pyoluteorin (Shanahan et al., 1992 ; Thomshow et al., 1992) และสำรแต่ละชนิดจะมีควำมจ ำเพำะ
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ต่อเชื้อเป้ำหมำย นอกจำกนี้สำยพันธุ์เชื้อ P. fluorescens SP007s ยังสำมำรถเจริญได้อย่ำงรวดเร็ว
และใช้สำรอำหำรที่เป็นแหล่งอำหำรเดียวกันกับ P. pabuli SW01/4 จึงท ำให้ P. pabuli SW01/4 ไม่
สำมำรถเจริญได้ทันจึงถูกยับยั้ง กำรทดลองนี้จึงไม่สำมำรถใช้คู่ผสมระหว่ำง P. fluorescens SP007s 
และ P.pabuli SW01/4 ได้ และเหลือเชื้อเป้ำหมำยอีก 3 สำยพันธุ์ที่จะต้องคัดเลือกคู่ผสมที่เหมำะสม
ต่อไป ทั้งในด้ำนกำรเจริญร่วมกัน และประสิทธิภำพในกำรควบคุมโรค ถึงแม้จะเป็นเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์เช่นกัน  

 
และเมื่อน ำเชื้อปฏิปักษ์ทั้ง 4 สำยพันธุ์ไปทดสอบควำมสำมำรถในกำรเจริญร่วมกันใน

อำหำรเหลว NB ให้ผลสอดคล้องกันกับกำรทดสอบบนอำหำร NA กล่ำวคือ P.pabuli SW01/4 ไม่
สำมำรถเจริญร่วมกันกับเชื้อ P. fluorescens SP007s ได้ และกำรทดสอบคู่ผสมแบบ 2 สำยพันธุ์
ผสม 3 สำยพันธุ์ และ ผสม 4 สำยพันธุ์ ในอำหำรเลี้ยงเชื้อชนิดเดียวกันพบว่ำ คู่ผสมแบบ 2 เชื้อ คือ       
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s ที่อัตรำ 1:1 มีกำรเจริญของเชื้อดีที่สุด 
(ประชำกรเร่ิมต้นที่ 108 cfu/ มิลลิลิตร) แม้ว่ำจะมีประชำกรเชื้อที่เจริญไม่เท่ำกัน และไม่เท่ำกับกำร
เลี้ยงเชื้อแต่ละสำยพันธุ์แบบเดี่ยว ซึ่งเป็นผลจำกกำรที่เชื้อทั้ง 2 สำยพันธุ์แข่งขันกันใช้อำหำรกลุ่ม
เดียวกัน ซึ่งเชื้อใดที่สำมำรถครอบครองและใช้อำหำรได้เร็วกว่ำก็จะสำมำรถเพิ่มปริมำณตัวเองใน
กำรครอบครองพื้นที่ ซึ่งเป็นกลไกหนึ่งของกำรเป็นเชื้อปฏิปักษ์ โดยกำรเลี้ยงเชื้อผสมระหว่ำง             
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s ที่อัตรำ 1:1 พบว่ำมีเชื้อ P. fluorescens 
SP007s มีกำรเจริญที่ดีกว่ำแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. amyloliquefaciens KPS46 เน่ืองจำกแบคทีเรีย             
P. fluorescens SP007s เจริญได้เร็วกว่ำโดยเข้ำระยะ log phase ที่ 12 -24 ชั่วโมง และระยะ 
stationary phase ที่ 36 – 72 ชั่วโมง ขณะที่ B. amyloliquefaciens KPS46สำมำรถเข้ำสู่กำรเจริญระยะ 
stationary phase ที่ 48–72 ชั่วโมง แต่เป็นที่น่ำสนใจคือ ทั้ง 2 สำยพันธุ์ไม่ยับยั้งกันและอยู่ร่วมกันได้ 
ผลกำรทดสอบประสิทธิภำพกำรเป็นเชื้อปฏิปักษ์ยับยั้งเชื้อโรคในห้องปฏิบัติกำร และกำรส่งเสริม
กำรเจริญเติบโตด้ำนล ำต้นของถั่วเหลืองฝักสด จะเห็นว่ำ P. fluorescens SP007s และ                        
B. amyloliquefaciens KPS46 มีกลไกโดดเด่นที่ชัดเจน เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้ออีก 2 สำยพันธุ์คือ 
P.pabuli SW01/4 และ S. macescens SPt360 ทั้งแบบเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสม กำรทดลองนี้จึงก ำหนด
กรอบกำรศึกษำเฉพำะ P. fluorescens SP007s และ B. amyloliquefaciens KPS46 มำใช้ทดสอบใน
ขั้นตอนต่อไป  และเมื่อท ำกำรศึกษำอัตรำส่วนผสมของเชื้อปฏิปักษ์ทั้ง 2 สำยพันธุ์ ที่ค่ำอัตรำ
ส่วนผสมต่ำงๆ พบว่ำอัตรำส่วนผสม  B. amyloliquefaciens KPS46 และ  P. fluorescens SP007s ที่ 
9:1 เป็นสัดส่วนที่ดีที่สุด ซึ่งเชื้อทั้ง 2 สำยพันธุ์สำมำรถเพิม่ปริมำณได้ในอำหำรเหลวทดสอบใน
ประชำกรที่สูงที่สุดเท่ำเทียมกัน (จำกกำรประเมิน 24 ชั่วโมงหลังบ่มเชื้อ) ในขณะที่สัดส่วนอื่นมี
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อัตรำกำรเพิ่มประชำกรเชื้อ B. amyloliquefaciens KPS46 ที่น้อยกว่ำ แสดงให้เห็นว่ำในสิ่งแวดล้อม
เดียวกันเชื้อที่มีควำมสำมำรถในกำรเจริญเติบโตสูงจะแข่งขันและยับยั้งกำรเจริญของเชื้ออ่ืน ๆ แต่
หำกมีอัตรำส่วนที่สมดุลกันจะท ำให้เชื้อจุลินทรีย์อื่นสำมำรถเจริญอยู่ร่วมกันได้สอดคล้องกับกำร
วิจัยของ Kanchalee and Kloepper (2002) ที่มีกำรใช้เชื้อ PGPR แบบผสมในกำรชักน ำภูมิต้ำนทำน
โรคพืชที่มีกำรใช้สัดส่วนที่เหมำะสม  

 
ผลกำรทดสอบประสิทธิภำพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมในห้องปฏิบัติกำรด้วย

วิธี paper disc diffusion พบว่ำแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมระหว่ำง B. amyloliquefaciens 
KPS46 และ P. fluorescens SP007s อัตรำ 9:1 สำมำรถเจริญแข่งขันคลุมทับเชื้อสำเหตุโรคได้
ร่วมกับสำมำรถผลิตสำร secondary metabolites ยับยั้งกำรเจริญของเชื้อโรคใบจุดนูนโดยตรงซึ่งให้
ผลดีและชัดเจนกว่ำกำรใช้เชื้อแต่ละสำยพันธุ์แบบเชื้อเด่ียว แสดงให้เห็นว่ำกลไกของแบคทีเรียทั้ง
สองสำยพันธุ์เมื่อน ำมำหำสัดส่วนที่เหมำะสมจะสำมำรถส่งเสริมซึ่งกันและกันในกำรยับยั้งกำร
เจริญของเชื้อโรคใบจุดนูนตลอดจนกำรเจริญครอบครองพื้นผิวใบได้ดีร่วมกับกำรผลิตสำรยับยั้ง
เชื้อเป้ำหมำย ซึ่งถือเป็นสภำวะสมดุลของเชื้อที่สำมำรถเจริญร่วมกันและมีควำมสำมำรถในกำร
ส่งเสริมกลไกซึ่งกันและกันได้ (Hallmann et al., 1997) นอกจำกนี้กำรทดสอบกำรเจริญและกำรมี
ชีวิตรอดของเชื้อบนผิวใบถั่วเหลืองที่ให้ผลชัดเจนว่ำ P. fluorescens SP007s มีอัตรำกำรเจริญดีกว่ำ 
B. amyloliquefaciens KPS46 ในทุกระยะกำรตรวจสอบ 0-168 ชั่วโมง และเป็นที่น่ำสนใจคืออัตรำ
กำรเจริญครอบครองผิวถั่วเหลืองมีกำรพัฒนำโดยที่ระยะทดสอบ 24 ชั่วโมง จะมีประชำกรเชื้อที่
ตรวจสอบสูงสุด และหลังจำกนั้นคือ 48-72 ชั่วโมง ประชำกรจะลดลง และเร่ิมเพิ่มขึ้นอีกครั้งที่             
96-168 ชั่วโมง ซึ่งแสดงให้เห็นควำมผันแปรของจุลินทรีย์บนผิวพืชที่มำจำกกำรปรับสมดุล เมื่อมี
ประชำกรมำกเกินใบจะควบคุมให้ลดลงจนถึงจุดสมดุล และเมื่อน ำมำทดสอบร่วมกับกำรพ่นเชื้อ  
Xag พบว่ำกำรใช้เชื้อปฏิปักษ์ทั้งสูตรเชื้อเดี่ยว  B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens 
SP007s และเชื้อผสม B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s อัตรำ 9:1 มีกลไก
กำรลดประชำกรของเชื้อ Xag ที่ผิวใบได้ชัดเจน โดยเฉพำะที่ 24 ชั่วโมงหลังปลูกเชื้อที่พบว่ำ
กรรมวิธีพ่น Xag อย่ำงเดียวมีประชำกรเฉลี่ย 7.0X105cfu/มิลลิลิตร แต่กรรมวิธีใช้สูตรเดี่ยว B. 
amyloliquefaciens KPS46 สตูรเดี่ยว  P. fluorescens SP007s และสูตรผสม B. amyloliquefaciens 
KPS46 และ P. fluorescens SP007s อัตรำ 9:1 ร่วมกับกำรปลูกเชื้อ Xag มีประชำกรของเชื้อโรคที่ 
24 ชั่วโมงต่ ำกว่ำ คือ มีประชำกร Xag ที่ 4X103 3.4X103 และ 3.3X 104cfu/มิลลิลิตร ตำมล ำดับ 
ในขณะที่เชื้อ B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s ในทุกวิธีกำรใช้ทั้งแบบ
เด่ียวและแบบผสมมีประชำกรที่สูงกว่ำเชื้อโรค จึงยืนยันให้เห็นว่ำกำรครอบครองพื้นที่ใบของ
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ประชำกรเชื้อปฏิปักษ์เป็นกลไกหลักส ำคัญในกำรยับยั้งเชื้อโรคและควบคุมโรคได้ (Campbell, 
1988)  

 
เมื่อน ำน้ ำล้ำงใบถั่วเหลืองที่มีกำรพ่นเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบเด่ียวและแบบผสม และกำร

พ่นร่วมกับเชื้อโรคใบจุดนูน และปล่อยทิ้งไว้ 168 ชั่วโมง มำทดสอบว่ำมีกำรผลิตสำรยับยั้งเชื้อโรค
บนผิวใบพืชหรือไม่ ผลพบว่ำน้ ำล้ำงใบดังกล่ำว สำมำรถยับยั้งกำรเจริญของเชื้อ Xag ในอำหำร
ทดสอบได้ แสดงให้เห็นว่ำเชื้อแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s  
เมื่อเจริญร่วมกันบนผิวใบพืชจะสำมำรถผลิตสำรปฏิชีวนะยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคได้ ซึ่งกลไกหนึ่ง
ของกำรเป็นเชื้อปฏิปักษ์ และเมื่อน ำน้ ำล้ำงใบดังกล่ำวไปพ่นลงบนใบถั่วเหลืองเพื่อควบคุมโรค 
พบว่ำสำมำรถลดควำมรุนแรงของโรคได้ เมื่อเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่ไม่ได้พ่นน้ ำล้ำงใบถั่ว
เหลือง ถึงแม้จะให้ผลที่ไม่ชัดเจนก็ตำม (เกิดโรคเฉลี่ย 80 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่กรรมวิธีควบคุมเกิด
โรค 100 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งกำรใช้น้ ำคั่นจำกใบถั่วเหลืองที่พ่นเชื้อผสมจะมีประสิทธิภำพดีกว่ำกำรใช้
เชื้อเดี่ยว จึงเป็นกำรยืนยันว่ำ กำรใช้เชื้อผสมจะสำมำรถเพิ่มศักยภำพกำรเป็นเชื้อปฏิปักษ์ควบคุม
โรคได้ และมีกลไกที่ส่งเสริมซึ่งกันและกัน โดยเฉพำะในสภำวะที่มีกำรกดดันหรือชักน ำโดยกำร
แก่งแย้งแข่งขันกับเชื้อสำเหตุโรค (Susan and Chisten, 2000)  
 

นอกจำกนีก้ำรใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์ผสมร่วมกัน ระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 
และ P. fluorescens SP007s อัตรำส่วน 9:1 นอกจำกจะสำมำรถลดปริมำณเชื้อก่อโรคได้แล้ว ยัง
พบว่ำกำรใช้เชื้อร่วมกันเป็นกำรส่งเสริมประสิทธิภำพซึ่งกันและกันท ำให้เชื้อแต่ละชนิดมี
ควำมสำมำรถในกำรสร้ำงสำรที่มีปฏิสัมพันธ์ที่ให้คุณประโยชน์หลำยแนวทำงต่อพืช เช่น กระตุ้น
ให้พืชเจริญเติบโตและเกิดภูมิต้ำนทำนโรคต่ำง ๆ ส่งผลต่อกำรเพิ่มผลผลิตพืชทั้งปริมำณและ
คุณภำพ (Boiero et al., 2007) นอกจำกนี้มีรำยงำนถึงสำรอินทรีย์หลำยชนิดในพืชที่มีควำมสำมำรถ
กระตุ้นกำรเจริญเติบโตของพืช เช่น indole-3-acetic acid (IAA) และ gibberellins (GA) และปรับ
สภำพสมดุลของฮอร์โมนควบคุมกำรเจริญเติบโตพืชให้อยู่ในสภำวะปกติ (Prathungwong and 
Buensanteai, 2008) จำกกำรทดลองพบว่ำเมื่อน ำเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมระหว่ำง         
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s มำเลี้ยงร่วมกันสำมำรถเพิ่มพูนคุณสมบัติ
ด้ำนกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตได้ชัดเจนในทุกค่ำจำกกำรประเมินคือ ควำมสูงต้น ควำมยำวรำก 
จ ำนวนรำก น้ ำหนักสด โดยศักยภำพในกำรส่งเสริมกำรเจริฐเติบโตของพืชนีม้ีควำมสอดคล้องกับ
ปริมำณสำร indole -3 -acetic acid (IAA) ที่เพิ่มขึ้น จำกกำรตรวจสอบในอำหำรเลี้ยงเชื้อผสม
ระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s อัตรำ 9:1 ซึ่งปริมำณของสำร 

http://web.agri.cmu.ac.th/hort/course/359311/PPHY10_hormone.htm#ga
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IAA สูงกว่ำกำรเลี้ยงเชื้อแบบเด่ียว จึงเป็นกำรยืนยันได้ว่ำกำรเลี้ยงเชื้อร่วมกันระหว่ำง                       
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s นอกจำกจะมีผลต่อกำรเจริญแข่งขันและ
ผลิตสำรปฏิชีวนะยับยั้งเชื้อโรคแล้ว ยังเพิ่มศักยภำพในกำรผลิตสำรควบคุมกำรเจริญเติบโตของพืช
ด้วย ซึ่งเป็นกำรรวมกลไกที่ดีของเชื้อปฏิปักษ์ทั้งสองชนิดในสูตรอำหำรเลี้ยงเชื้อเดียวกันที่สำมำรถ
ต่อยอดสู่กำรผลิตสูตรส ำเร็จพร้อมใช้ได้  

 
กำรศึกษำวิจัยเกี่ยวกับสูตรอำหำรเลี้ยงเชื้อเพิ่มปริมำณและสูตรส ำเร็จแบคทีเรียปฏิปักษ์

ชนิดผงพร้อมใช้เพื่อใช้ในระบบปลูกถั่วเหลืองฝักสด โดยกำรศึกษำอำหำรเลี้ยงเชื้อที่เหมำะสมต่อ
กำรผลิต secondary metabolites ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมระหว่ำง                                     
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s อัตรำ 9:1 และแบคทีเรียสำยพันธุ์เด่ียวคือ 
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s พบว่ำ อำหำรที่กระตุ้นให้เชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s อัตรำ 9:1  
ผลิต secondary metabolites ออกมำยับยั้งกำรเจริญของเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนได้ดีที่สุดคือ อำหำร
เลี้ยงเชื้อ NGB ในขณะที่แบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์เด่ียว B. amyloliquefaciens KPS46 และ                 
P. fluorescens SP007s สำมำรถผลิตสำร secondary metabolites ในอำหำรเลี้ยงเชื้อ MY และKB 
ตำมล ำดับ แสดงให้เห็นว่ำเชื้อแต่ละชนิดจะมีอำหำรเลี้ยงเชื้อที่เหมำะสมต่อกำรเจริญและกำรผลิต
สำรปฏิชีวนะแตกต่ำงกัน เมื่อเลี้ยงด้วยสภำวะเชื้อเด่ียว และสภำวะที่ต้องกำรแก่งแย่งแข่งขันซึ่งกัน
และกัน โดยอำหำรเลี้ยงเชื้อโดยทั่วไปจะประกอบด้วยแหล่งธำตุคำร์บอน ซึ่งเป็นแหล่งพลังงำนซึ่ง
ทั่วไปจะได้จำกน้ ำตำลต่ำง ๆ และแหล่งไนโตรเจน (สำรตั้งต้นในกำรเจริญเติบโต) ซึ่งโดยทั่วไปจะ
ได้จำกสำรโปรตีนสกัดจำกสัตว์หรือพืชที่มีโปรตีนสูง หำกมีสัดส่วนที่เหมำะสมเชื้อที่เลี้ยงจะมีเมตำ
บอลิซึมที่สมบูรณ์ส่งผลต่ออัตรำกำรเจริญที่เต็มที่และกำรผลิตสำรปฏิชีวนะต่ำง ๆ (Giancarlo and 
Rolando, 1993) โดยทั้งนี้ยังมีปัจจัยอื่นอีกหลำยอย่ำงที่มีอิทธิพลต่อกำรผลิตสำร secondary 
metabolites ได้แก่ สภำพกำรเลี้ยงเชื้อ เช่นอุณหภูมิ สภำพควำมเป็นกรด-ด่ำง ปริมำณออกซิเจน และ
ชนิดและปริมำณของแหล่งคำร์บอน และควำมเข้มข้นของไนโตรเจนที่เหมำะสมต่อกำรผลิตสำร 
secondary metabolites ของแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละสำยพันธุ์ (Giancarlo and Rolando, 1993) และ
เมื่อน ำอำหำรเลี้ยงเชื้อ NGB ที่เลี้ยงเชื้อแบบเดี่ยวและแบบผสมไปเพิ่มควำมเข้มข้นของสำร โดย
ระเหยน้ ำด้วยเคร่ืองสกัดแบบสุญญำกำศ (rotary evaporator) และน ำมำทดสอบควำมสำมำรถในกำร
ยับยั้งเชื้อก่อโรค พบว่ำปริมำณสำรที่สกัดได้จำกแบคทีเรียแต่ละสำยพันธุ์มีควำมแตกต่ำงกัน โดย
แบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสมระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 และ  P. fluorescens SP007s 
9:1 สำมำรถสกัดสำร secondary meabolitesได้ดีที่สุด ซึ่งอำจเน่ืองจำกเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละ
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สำยพันธุ์จะมีควำมต้องกำรสำรอำหำรในกำรเจริญและกำรผลิตสำร secondary metabolites ที่
แตกต่ำงกัน และเมื่อทดสอบประสิทธิภำพสำร secondary metabolites ในรูปสำรสกัดหยำบ (crude 
extract) ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ พบว่ำมีประสิทธิภำพสงูในกำรยับยั้งเชื้อ X. axonopodis pv. 
glycine โดยเมื่อควำมเข้มข้นของสำรที่เพิ่มสูงขึ้นจะมีผลท ำให้ประสิทธิภำพในกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุ
โรคเพิ่มขึ้นด้วย (Yoshida et al., 2001) แสดงให้เห็นว่ำปริมำณควำมเข้มข้นของสำรสกัดหยำบมี
ควำมผันแปรโดยตรงต่อปริมำณสำรออกฤทธิ์ ที่เป็นองค์ประกอบในสำรดังกล่ำว และเชื้อแบคทีเรีย
ทั้ง 2 สำยพันธุ์ สำมำรถผลิตสำรดังกล่ำวออกมำในอำหำรเลี้ยงเชื้อพร้อมกัน ท ำให้มีปริมำณสำร 
และควำมเข้มข้นที่สูงกว่ำกรรมวิธีที่เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียแต่ละสำยพันธุ์แบบเดี่ยว และเมื่อน ำสำรสกัด
หยำบที่ได้จำกอำหำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียสำยพันธุ์ผสมและเชื้อเดี่ยว B. amyloliquefaciens KPS46 
และ P. fluorescens SP007s มำศึกษำชนิดของสำรออกฤทธิ์ด้วยวิธี Thin-layer Chromatography 
(TLC) พบว่ำสำมำรถแยกแถบสำรได้แตกต่ำงกัน โดยพบว่ำแถบ TLC ที่หยดด้วยสำรสกัดหยำบ
ของอำหำรเลี้ยงเชื้อ NB ที่ได้จำกกำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม B. amyloliquefaciens 
KPS46 และ P. fluorescens SP007s อัตรำ 9:1 มีแถบสำรที่ปริมำณแตกต่ำงจำกกำรเลี้ยงเชื้อเดี่ยวแต่
ละสำยพันธุ์ โดยกำรเลี้ยงเชื้อแบบเด่ียวด้วย B. amyloliquefaciens KPS46 และ                       
P. fluorescens SP007s มีแถบที่ตรวจสอบได้บนแผ่น TLC รวม 8 และ 6 แถบ ตำมล ำดับ แต่เมื่อ
น ำมำเลี้ยงผสมกันพบว่ำ เกิดแถบสำรบนแผ่น TLC ที่ 6 แถบ แต่มีระยะ/ต ำแหน่งตำมค่ำ Rf ที่
แตกต่ำงจำกกำรเลี้ยงแบบเดี่ยว และพบว่ำแถบสำรที่แยกได้จำกแผ่น TLC จ ำนวน 4 ใน 6 แถบของ
สำรสกัดหยำบจำกอำหำรเลี้ยงเชื้อผสม B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s 
อัตรำ 9:1 มีฤทธิ์ในกำรยับยั้งเชื้อ X. axonopodis pv. glycines ได้ โดยเฉพำะสำรสกัดหยำบที่ได้จำก
กำรเลี้ยงเชื้อผสมแถบที่ 5 และ 6 ที่มีค่ำ Rf  0.47 และ 0.82 จึงไม่พบแถบสำรดังกล่ำวในกำรเลี้ยงเชื้อ 
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens แบบเดี่ยว และแถบสำรทั้ง 2 ต ำแหน่งนี้มี
ประสิทธิภำพในกำรยับยั้งเชื้อ X. axonopodis pv. glycines ได้ดี (1.4  และ2.1 เซนติเมตรตำมล ำดับ) 
ซึ่งให้ผลดแีตกต่ำงกับสำรสกัดหยำบจำกกำรเลี้ยงเชื้อเด่ียว แสดงให้เห็นว่ำกำรเลี้ยงเชื้อร่วมกัน
ระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s ที่อัตรำส่วน 9:1 สำมำรถชักน ำ
ให้เชื้อผลิตสำรออกฤทธิ์ชนิดใหม่ขึ้นมำ โดยสำรดังกล่ำวจะไม่สร้ำงหำกเชื้อดังกล่ำวมีกำรเจริญ
อย่ำงอิสระ ซึ่งสอดคล้องกับรำยงำนที่พบว่ำ เชื้อแบคทีเรียมีกลไกในกำรผลิตสำรต่ำง ๆ และ
ปลดปล่อยออกนอกเซลล์ ซึ่งมีทั้งที่เป็นประโยชน์และไม่เป็นประโยชน์ต่อกำรด ำรงชีวิต โดยกำร
ผลิตสำรแต่ละชนิดจะมีกำรกระตุ้นหรือชักน ำจำกสิ่งเร้ำที่แตกต่ำงกัน (Waksman, 1961; Giancarlo 
and Rolando, 1993) ส่วนแถบที่เหลืออีก 2 แถบคือ Rf 0.21 และ 0.37 ที่มีประสิทธิภำพกำรยับยั้งเชื้อ 
Xag ได้เช่นกัน สำมำรถตรวจสอบได้ในสภำพกำรเลี้ยงเชื้อแบบเดี่ยว B. amyloliquefaciens KPS46 
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และ P. fluorescens SP007s กำรศึกษำคร้ังนี้จึงแสดงให้เห็นถึงควำมส ำคัญของกำรเลือกใช้จุลินทรีย์
ปฏิปักษ์แบบหลำยสำยพันธุท์ี่ต้องมีกำรพิจำรณำอย่ำงเหมำะสมในกำรน ำสำยพันธุ์จุลินทรีย์ต่ำง ๆ 
มำเลี้ยง ตลอดจนสัดส่วนผสมที่ต้องเหมำะสมและสมดุลซึ่งจะส่งผลต่อประสิทธิภำพในกำรเป็น
เชื้อปฏิปักษ์และกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตของพืชอย่ำงเต็มศักยภำพในสภำพธรรมชำติ 

 
 จำกผลกำรศึกษำในระดับห้องปฏิบัติกำรแสดงให้เห็นถึงประสิทธิภำพที่เพิ่มขึ้นของกำรใช้
เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ 2 สำยพันธุ์ ในกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคควบคุมโรคใบจุดนูน และกำรส่งเสริม
กำรเจริญเติบโต โดยกำรพิสูจน์ถึงกลไกที่เกี่ยวข้องทั้งกำรเจริญในอำหำรเลี้ยงเชื้อ กำรเจริญร่วมกัน
บนผิวใบถั่วเหลืองและยับยั้งเชื้อโรคบนผิวใบ ตอลดจนชนิดสำรใหม่ที่เชื้อผลิตขึ้น และมีฤทธิ์ใน
กำรควบคุมโรค จึงได้ท ำกำรพัฒนำสูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบผสมหลำยสำยพันธุ์ขึ้น 
โดยมีเป้ำหมำยเพื่อคงควำมมีชีวิตรอดได้นำน  กำรน ำไปใช้อย่ำงสะดวก และมีประสิทธิภำพคงที่
ยำวนำน โดยกำรศึกษำได้เปรียบเทียบชนิดอำหำรดัดแปลงเพิ่มปริมำณ และสูตรส่วนผสมและ
อำหำรและอัตรำส่วนที่เหมำะสม ซึ่งพบว่ำอำหำรเพิ่มปริมำณสูตรดัดแปลง VS medium ที่มี
ส่วนผสมของกำกน้ ำตำล vinasses และกำกถั่วเหลือง (soybean meal) ที่อัตรำส่วน 10:10 กรัม ใน
ประมำณอำหำร 1 ลิตร มีประสิทธิภำพสูงสุดในกำรเพิ่มปริมำณเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 2 สำย
พันธุ์ เมื่อเทียบกับส่วนผสมและอัตรำส่วนอ่ืน ๆ รวมทั้งสูตร NGB ที่เป็นอำหำรสังเครำะห์และมี
ต้นทุนสูง จึงสำมำรถสรุปได้ว่ำอำหำร VS medium สำมำรถใช้ทดแทนอำหำร NGB ได้ และมี
ต้นทุนต่ ำกว่ำเน่ืองจำกส่วนประกอบเป็นวัตถุดิบเหลือใช้จำกอุตสำหกรรมน้ ำตำล และถั่วเหลือง 
โดยในกำกน้ ำตำล vinasses มีค่ำ pH 4.32 มีไนโตรเจน 0.51 เปอร์เซ็นต์ และมีส่วนประกอบของ
น้ ำตำลที่เป็นแหล่งคำร์บอนที่เหมำะสมและเพียงพอ เมื่อน ำไปผสมกับกำกถั่วเหลือง ซึ่งมีปริมำณ
โปรตีน (แหล่งไนโตรเจน) สูงจึงท ำให้สูตรอำหำรดังกล่ำวเหมำะสมที่จะใช้เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียเพื่อ
เพิ่มปริมำณ และกระตุ้นกำรผลิตสำรยับยั้งเชื้อก่อโรคได้อย่ำงดีทัดเทียมอำหำรเลี้ยงเชื้อที่มีต้นทุน
สูงกว่ำ  
 
 กำรพัฒนำสูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์แบบผสมหลำยสำยพันธุ์ พบว่ำ อัตรำส่วนของ
สำรพำและสำรเสริมประสิทธิภำพมีควำมส ำคัญต่อประสิทธิภำพของเชื้อแบคทีเรียที่เติมโดยสำรพำ
ที่ดีจะต้องคงควำมมีชีวิตของเชื้อได้ดีเป็นที่ยึดเกำะและลดควำมเสี่ยงจำกปัจจัยสิ่งแวดล้อม และลด
กิจกรรมของเชื้อ และสำรเสริมประสิทธิภำพที่ดีจะต้องออกฤทธิ์ดีเมื่อ น ำสูตรดังกล่ำวละลำยในน้ ำ
และใช้กับพืชทั้งกำรคลุกเมลด็ และพ่นใบ ผลกำรทดลองแสดงให้เห็นว่ำสำรพำ kaolin (ผงดินขำว) 
มีประสิทธิภำพดีกว่ำผงทัลคัม เนื่องจำก kaolin ซึ่งมีสูตรทำงเคมี คือ Al2O3 2SiO2 2H2O (hydrated 
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medium silicate) เป็นผงดินละเอียดที่มีควำมทนและมีสำรประกอบที่มีประโยชน์หลำยชนิด ได้แก่ 
เหล็กออกไซด์ ไทเทเนียมออกไซด์ และวัสดุประเภทคำร์บอน มีโครงสร้ำงที่แข็งแรง แร่ธำตุและ
อินทรีย์สำร ซึ่งมีคุณสมบัติน้ ำหนักโมเลกุลเบำกว่ำกำรใช้ทัลคัม ควำมเบำจะช่วยให้เกิดกำรกระจำย
ตัวได้อย่ำงรวดเร็วมำกขึ้นตรงกันข้ำมกับทัลคัมเกิดกำรจับเกำะกลุ่มบนน้ ำท ำให้เชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ไม่สำมำรถละลำยออกจำกสำรพำได้ส่งผลให้จ ำนวนแบคทีเรียปฏิปักษ์มีปริมำณไม่เพียงพอ
ในกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคพืชได้ (Greg et al., 2003) และเมื่อน ำสำรพำดังกล่ำวมำผสมกับสำรเสริม
ประสิทธิภำพที่มีส่วนประกอบด้วยน้ ำตำลทรำย + SiO2 +CMC + CaCO3+ FeSO4+ deshecofix ที่
อัตรำส่วน 70: 15 : 5 :5 : 1 : 2 : 2 (v/v) และควำมเป็นกรด 4.32 ของ vinasses เมื่อน ำมำผสมกับสูตร
อำหำรเลี้ยงเชื้อและเจือจำงกับน้ ำ และจะได้ค่ำ pH เป็นกลำง 6.5-7 ซึ่งเหมำะสมต่อกำรเจริญเติบโต
ของเชื้อ พบว่ำสูตรดังกล่ำวมีคุณสมบัติที่โดดเด่นทั้งในด้ำนกำรคงควำมมีชีวิตรอดของเชื้อได้นำน 
12 เดือน สำมำรถใช้ได้ทั้งกำรคลุกเมล็ดและพ่นใบ โดยไม่ลดประสิทธิภำพ โดยสำรเพิ่ม
ประสิทธิภำพแต่ละสำรมีคุณสมบัติที่แตกต่ำงกันคือ น้ ำตำลทรำยซึ่งเป็นน้ ำตำลโมเลกุลคู่ซึ่งใช้เป็น
แหล่งพลังงำน ซึ่งมีรำยงำนว่ำกำรใช้น้ ำตำลที่มีโมเลกุลคู่ทั่วไปที่ส ำเร็จรูปมีควำมเหมำะสมที่สุด
เน่ืองจำกเชื้อแบคทีเรียจะใช้ในกระบวนกำรสร้ำงพลังงำนและเมตำบอลิซึมและชักน ำกำรผลิตสำร
ยับยั้งเชื้อก่อโรค (Douglas et al., 1996) ผง silica (SiO2 ) มีคุณสมบัติเป็นตัวดูดและลดควำมชื้น กำร
ใส่สำร CMC เพื่อกำรปกป้องเซลล์เน่ืองจำก CMC มีเป้ำหมำยมีคุณสมบัติสร้ำงเส้นใยเครือข่ำย
ห่อหุ้มเซลล์เพื่อป้องกันกำรกระแทกของเซลล์โดยตรงที่เกิดจำกกำรเสียดสีที่เกิดขึ้นในผลิตภัณฑ์ 
(Thomas and Katy, 1999) และกำรใช้  FeSO4 จะมีประโยชน์เมื่อเซลล์ของแบคทีเรียไปตกอยู่บนใบ
พืช เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์จะสำมำรถเปลี่ยนเหล็กที่มีอยู่ในรูปที่มีประโยชน์ต่อพืช (สุดฤดี, 2551) 
ส่วนสำร deshecofix เป็นสำรที่เพิ่มประสิทธิภำพของสำรพำให้ได้ผลดียิ่งขึ้นโดยช่วยให้มีกำร
แพร่กระจำยของผงสูตรส ำเร็จในน้ ำหลังจำกสำรตกกระทบลงผิวน้ ำทันทีและมีกำรกระจำยจำก
ด้ำนบนลงสู่ด้ำนล่ำงและจำกด้ำนล่ำงฟุ้งขึ้นสู่ด้ำนบน กำรใส่สำรแคลเซียมคำร์บอเนต (CaCO3) เพื่อ
ช่วยลดกำรจมตัวของผลิตภัณฑ์และเป็นอำหำรเสริมกับพืช  จะเห็นได้ว่ำสูตรส ำเร็จดังกล่ำวมี
ส่วนประกอบที่มีประโยชน์โดยตรงต่อเซลล์ของแบคทีเรียและต่อพืช ซึ่งกำรใช้สูตรส ำเร็จดังกล่ำว
จะเพิ่มพูนประสิทธิภำพของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 2 สำยพันธุ์ในกำรควบคุมโรคและส่งเสริมกำร
เจริญเติบโตของถั่วเหลือง และมีประสิทธิภำพดีกว่ำกำรใช้แบบเชื้อสดและแบบเชื้อเด่ียว 
 
 กำรทดสอบประสิทธิภำพของสูตรส ำเร็จต่อกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตพืช และควบคุม
โรคในสภำพเรือนทดลองและสภำพไร่ให้ผลที่สอดคล้องกัน กล่ำวคือ สูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์แบบผสมสำยพันธุ์ B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s อัตรำ 9:1 ที่
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พัฒนำขึ้นมีประสิทธิภำพสูงกว่ำสูตรส ำเร็จสูตรเดิมที่พัฒนำก่อนหน้ำนี้ที่เป็นสูตรเชื้อเดี่ยวคือ         
ISR-B (B. amyloliquefaciens KPS46) และ ISR-P (P. fluorescens SP007s) ทั้งในด้ำนกำรส่งเสริม
กำรเจริญเติบโต (ควำมสูงต้น ควำมยำวรำก จ ำนวนกิ่ง และข้อ) กำรควบคุมโรคใบจุดนูนและกำร
เพิ่มพูนปริมำณและคุณภำพของผลผลิตถั่วเหลืองฝักสด ทั้งนี้ในด้ำนกำรควบคุมโรคพบว่ำสูตร
ส ำเร็จเชื้อผสมที่พัฒนำขึ้นมำใหม่นี้สำมำรถควบคุมโรคเป้ำหมำย ซึ่งให้ผลในกำรควบคุมที่ดีกว่ำ
กรรมวิธีกำรอ่ืน ๆ เมื่อมีกำรใช้แบบคลุกเมล็ด และพ่น 3 คร้ัง แสดงให้เห็นว่ำ กำรผสมสำยพันธุ์เชื้อ 
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s ยังเป็นกำรเพิ่มศักยภำพที่ครอบคลุมใน
กำรควบคุมโรคของถั่วเหลืองฝักสดที่เกิดจำกเชื้อสำเหตุหลำยชนิด และใช้ได้ทุกระยะกำร
เจริญเติบโตด้วย จำกกำรศึกษำนีแ้สดงให้เห็นว่ำสูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียสำยพันธุ์ผสมดังกล่ำว ซึ่งมี
กำรพัฒนำองค์ประกอบและสัดส่วนที่เหมำะสมสำมำรถน ำไปต่อยอดและพัฒนำเป็นต้นแบบสูตร
ผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์ในระดับอุตสำหกรรม เพื่อถ่ำยทอดสู่ภำคกำรผลิตที่เกี่ยวข้อง และสำมำรถ
ส่งเสริมให้เกษตรกรผู้ผลิตถั่วเหลืองฝักสดหรือพืชอ่ืน ๆ  ใช้เพื่อลดต้นทุนและควำมเสี่ยงต่อกำรใช้
สำรเคมีควบคุมโรคต่อไป
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สรุปและข้อเสนอแนะ 

 
 เชือ้ Xanthomonas  axonopodis  pv. glycines (Xag) เป็นโรคส ำคัญที่ส่งผลต่อคุณภำพและ
ปริมำณผลผลิตถั่วเหลือง และถั่วเหลืองฝักสด โดยเชื้อ X. axonopodis  pv. glycines สำยพันธุ์ No. 
12-2 ที่น ำมำจำกตู้เก็บเชื้อสำมำรถชักน ำกำรเกิด HR บนใบยำสูบ และสำมำรถกำรก่อโรคกับถั่ว
เหลืองพันธุ์ No.75 ภำยใน 4 วัน และแสดงอำกำรชัดเจนที่ 7 วัน แสดงว่ำเชื้อสำยพันธุ์ดังกล่ำวยังมี
ประสิทธิภำพก่อโรคได้ 
 
 เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ 4 สำยพันธุ์ คือ  B. amyloliquefaciens KPS46,  P. pabuli SW01/4  
S.marcescens SPt360 และ P. fluorescens SP007s มีที่มำจำกต่ำงแหล่ง และต่ำงพืชอำศัย เมื่อ
ทดสอบในระดับห้องปฏิบัติกำรด้วยวิธี paper disc diffusion พบว่ำทั้ง 4 สำยพันธุ์มีควำมสำมำรถใน
กำรยับยั้งเชื้อ X. axonopodis  pv. glycines ได้ 
 
 กำรทดสอบคุณสมบัติกำรต้ำนทำนต่อสำรปฏิชีวนะของเชื้อปฏิปักษ์ทั้ง 4 สำยพันธุ์พบวำ่ 
antibiotic marker gene ของเชื้อปฏิปักษ์ยังไม่เปลี่ยนแปลงโดย B. amyloliquefaciens KPS46 
สำมำรถต้ำนทำนต่อกำร Tetracycline ที่ควำมเข้มข้น 10 µg/ml และ Streptomycin ที่ควำมเข้มข้น          
5 µg/ml; P. pabuli SW01/4 สำมำรถต้ำนทำน Tetracycline ที่ควำมเข้มข้น 20 µg/ml และ 
Rifampicin ที่ควำมเข้มข้น 20 µg/ml; S.marcescens SPt360 สำมำรถต้ำนทำน Streptomycin ที่ควำม
เข้มข้น10µg/ml และ Amplicilin ที่ควำมเข้มข้น 150 µg/ml และ P. fluorescens SP007s สำมำรถ
ต้ำนทำน Amplicilin  ที่ควำมเข้มข้น 150 µg/ml และ Rifampicin ที่ควำมเข้มข้น 150 µg/ml  
 
 กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรเจริญร่วมกันได้ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ต่ำงสำยพันธุ์ 
พบว่ำ B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s ที่อัตรำส่วน 9:1 เป็นอัตรำส่วนที่ดี
ที่สุดที่สำมำรถชักน ำให้เชื้อปฏิปักษ์ทั้ง 2 สำยพันธุ์เจริญได้ดีทัดเทียมกันในอำหำรเลี้ยงเชื้อเดียวกัน 
และให้ผลดีกว่ำกำรเลี้ยงเชื้อแบบเด่ียว และกำรใช้อัตรำส่วนอ่ืน ๆ 
 
 จำกกำรเลี้ยงเชื้อร่วมกันในอัตรำส่วน 9:1 ระหว่ำง B. amyloliquefaciens KPS46 และ               
P. fluorescens SP007s สำมำรถชักน ำให้เชื้อมีกำรผลิตสำร secondary metabolites ยับยั้งเชื้อ                  
X. axonopodis  pv. glycines ได้ดีกว่ำกำรเลี้ยงเชื้อเด่ียวและคู่ผสมอื่น ๆ
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 สำรสกัดหยำบสำร secondary metabolites จำกอำหำรเลี้ยงเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์
ผสม B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s อัตรำส่วน 9:1 มีประสิทธิภำพสูงสุด
กำรยับยั้งเชือ้สำเหต ุ X. axonopodis pv. glycines และให้ผลว่ำดีกว่ำกำรใช้เชื้อเด่ียว โดยค่ำ MIC 
ของสำรที่สกัดได ้เท่ำกับ  20 µg/มิลลิลิตร 
 
 กำรแยกสำรโดยวิธี Thin - layer Chromatography สำมำรถแยกสำรใหม่ที่ได้จำกกำรเลี้ยง
เชื้อผสม B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s (9:1) ที่ค่ำ Rf ต่ำง ๆ โดยได้สำร
ยับยั้งเชื้อ X. axonopodis pv.  glycines  เพิ่มขึ้นจำก 4 แถบที่ค่ำ Rf  0.21  0.37 0.47 และ 0.82
ตำมล ำดับ  ซึ่งได้มำกกว่ำสำรที่สกัดจำกกำรเลี้ยงเชื้อแบบเดี่ยว และพบว่ำแถบสำรออกฤทธิ์ชนิด
ใหม่ที่ไม่พบในกำรเลี้ยงเชื้อแบบเดี่ยวคือแถบสำรที่ค่ำ Rf 0.47 
 
 กำรพ่น cell-suspension คู่ผสมเชื้อ B. amyloliquefaciens KPS46 : P. fluorescens SP007s 
อัตรำ 9:1 สำมำรถคงควำมมีชีวิตรอดของประชำกรเชื้อทั้ง 2 สำยพันธุ์บนผิวใบถั่วเหลืองได้ดีกว่ำ 
และมีประชำกรเชื้อสูงที่อำยุ 24 ชั่วโมงหลังพ่น และกำรใช้ร่วมกับกำรพ่นเชื้อ X. axonopodis  pv. 
glycines พบว่ำสำมำรถลดประชำกรเชื้อโรคได้อย่ำงชัดเจน เมื่อเทียบกับกรรมวิธีพ่นเชื้อ            
X. axonopodis  pv. glycines อย่ำงเดียว และตรวจสอบน้ ำคั่นใบถั่วเหลือง พบว่ำคู่ผสมเชื้อ                      
B. amyloliquefaciens KPS46 : P. fluorescens SP007s อัตรำ 9:1 บนใบถั่วเหลืองสำมำรถผลิตสำร
ปฏิชีวนะยับยั้งเชื้อก่อโรคใบจุดนูนได้ดีกว่ำกำรใช้เชื้อเดี่ยว เมื่อตรวจสอบที่ 168 ชั่วโมงหลังพ่นเชื้อ
ลงบนใบพืช 
 
 สูตรอำหำร VS medium ที่มีส่วนผสมของกำรน้ ำตำล vinasses และกำกถั่วเหลือง ที่อัตรำ
ผสม 10:10 กรัม ที่พัฒนำขึ้นใหม่สำมำรถเพิ่มปริมำณของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ คู่ผสมระหว่ำงเชื้อ                    
B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens SP007s อัตรำส่วน 9:1 ได้ดีที่สุด และมี
ประสิทธิภำพในกำรชักน ำผลิตสำร secondary metabolite ควบคุมเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนได้ดีที่สุด  
 
 ส่วนผสมและอัตรำส่วนของสำรพำและสำรเสริมประสิทธิภำพส ำหรับกำรพัฒนำสูตร
ส ำเร็จที่ประกอบด้วย Kaolin + น้ ำตำลทรำย + SiO2 +CMC + CaCO3+ FeSO4+ deshecofix  ที่
อัตรำส่วน 70: 15 : 5 :5 : 1 : 2 : 2  เป็นอัตรำส่วนที่มีควำมเหมำะสมที่สุดของสูตรส ำเร็จที่เชื้อ
ปฏิปักษ์ทั้ง 2 สำยพันธุ์สำมำรถด ำรงชีวิตและเพิ่มจ ำนวนประชำกร ตลอดจนเพิ่มประสิทธิภำพใน
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กำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตของพืช และประสิทธิภำพในกำรลดควำมรุนแรงของกำรเกิดโรคใบจุด
นูนได้ และให้ผลดีกว่ำกำรใช้เซลล์เชื้อสด และสำรเคมี (copper hydroxide) 
 
 กำรใช้สูตรส ำเร็จแบคทีเรียสำยพันธุ์ผสม B. amyloliquefaciens KPS46 และ P. fluorescens 
SP007s อัตรำส่วน 9:1 ในสภำพไร่ โดยกำรคลุกเมล็ดอัตรำ 1 กรัมต่อเมล็ดถั่วเหลือง 1 กิโลกรัม 
และพ่นใบ 3 คร้ัง (15 30 และ 45 วัน หลังปลูก) มีประสิทธิภำพสูงสุดในกำรส่งเสริมกำร
เจริญเติบโตของถั่วเหลืองฝักสด (ควำมสูงต้น จ ำนวนข้อ และจ ำนวนกิ่ง) เพิ่มผลผลิตต่อไร่ เพิ่มพูน
ส่งเสริมคุณภำพของถั่วเหลืองฝักสด (ควำมกว้ำง ควำมยำว และควำมหนำของฝัก) และผลผลิตที่
เพิ่มขึ้นสัมพันธ์กับประสิทธิภำพในกำรลดควำมรุนแรงกำรเกิดโรคใบจุดนูนในแปลงปลูก  
 
 สูตรส ำเร็จเชื้อแบคทีเรียสำยพันธุ์ผสมที่พัฒนำขึ้นถือเป็นนวัตกรรมใหม่ที่ยังไม่มีกำร
รำยงำนวิจัยในเชิงลึกมำก่อน และสำมำรถพัฒนำเป็นต้นแบบผลิตภัณฑ์แบคทีเรียสุขภำพพืชพร้อม
ใช้ที่สำมำรถน ำไปใช้ในระบบกำรผลิตพืชได้ทุกขั้นตอน และสำมำรถพัฒนำต่อยอดสู่ภำคกำรผลิต
เชิงอุตสำหกรรม เพื่อเพิ่มช่องทำงกำรน ำไปใช้ของเกษตรกรต่อไป 
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กระตุ้นกำรเจริญเติบโตของถั่วเหลือง. ใน รายงานการประชุมวิชาการอารักขาพืช ครั้งท่ี 8.  
20-22 พฤศจิกำยน 2550. จ. พิษณุโลก. หน้ำ 185-205. 

http://www.bkk.cedis.or.th/download/pdf/soybean.pdf
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ดุสิต  อธินุวัฒน์, สุดฤดี  ประเทืองวงศ์, ณัฐธิญำ  เบือนสันเทียะ และประชุม  จุฑำวรรธนะ. 2548. 
ควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมของสำยพันธุ์เชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. glycines 
โดยวิเครำะห์กำรเกิดโรคกำรตอบสนองอย่ำงเฉียบพลัน และ BOX-PCR. ใน เอกสาร
ประกอบการประชุมวิชาการอารักขาพืชครั้งท่ี 7. วันที่ 2-4 พฤศจิกำยน 2548.   

 
 ติยำกร ฉัตรนภำรัตน์, สุพจน์ กำเซ็ม และ สุดฤดี ประเทืองวงศ์. 2551. ประสิทธิภำพของเชื้อ

แบคทีเรียปฏิปักษ์ในกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตและควบคุมโรคเน่ำด ำคะน้ำ.ใน เอกสาร
ประกอบการประชุมวิชาการของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ครั้งท่ี 46. 29 มกรำคม–1 
กุมภำพันธ์ 2551. ณ มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ จ. กรุงเทพฯ. หน้ำ 563 – 571. 

 
ติยากร ฉัตรนภารัตน์ และสุดฤดี ประเทืองวงศ์. 2552. การพบยีน luxR Homolog ในเชื้อ 

Xanthomonas axonopodis pv. glycines ที่ช่วยในการก่อให้เกิดโรคกับถั่วเหลือง. หน้า 11-
12. ใน การประชุมวิชาการพืชไร่วงศ์ถั่วแห่งชาติ ครั้งท่ี 2. 15 - 17 กรกฏาคม 2552. ณ 
โรงแรมจอมเทียน ปาล์ม บีช รีสอร์ท จ. ชลบุร.ี 

 
ติยำกร ฉัตรนภำรัตน์, ดุสิต อธินุวัฒน์ และ สุดฤดี ประเทืองวงศ์. 2552. กำรสูญเสียควำมสำมำรถใน

กำรก่อให้เกิดโรคของ Xanthomonas axonopodis pv. glycines ในระหวำ่งกำรพัฒนำกำร
เกิดโรคบนถั่วเหลืองจะเกี่ยวข้องกับยีน luxR homolog. ใน รายงานการประชุมวิชาการ
อารักขาพืช ครั้งท่ี 9.  24-26 พฤศจิกำยน 2552. จ.อุบลรำชธำนี. หน้ำ 454-464. 

 
นลินำ  เหมสนิท. 2554. การใช้เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ Pseudomonas fluorescens SP007s ชักน าให้

คะน้าเกิดความต้านทานต่อโรคและแมลงศัตรูพืช. วิทยำนิพนธ์ปริญญำโท, 
มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์. 

 
นันทิยำ  เตชะต.ิ 2551. การจ าแนกชนิดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรีย

สาเหตุโรคใบขีดข้าวโพด. วิทยำนิพนธ์ปริญญำโท, มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์. 
 
นิพนธ์  ทวีชัย. 2546. การควบคุมโรคแบคทีเรียของพืชโดยชีววิธี. ประทุมทอง พร้ินต้ิง กรุ๊ป จ ำกัด, 

กรุงเทพฯ. 
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บุปผำ  มงคลศิลป์. 2545. ถั่วเหลืองฝักสด. กองส่งเสริมพืชไร่นำ. กรมส่งเสริมกำรเกษตร 
 
พรภมิล  จันทร์อ่อน. 2551. การระบาด แหล่งพันธุ์ต้านทาน และชีววิธีการควบคุม Erwinia 

chrysathemi pv. zeae สาเหตุโรคล าต้นเน่าของข้าวโพดพันธุ์ลูกผสม.  วิทยำนิพนธ์ปริญญำ
โท, มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์. 

 
วิลำวรรณ์  เชื้อบุญ ,ศศิธร วุฒิวณิชย์, ชัยสิทธิ์ ปรีชำ, สุพจน์ กำเซ็ม, ณัฐธิญำ เบือนสันเทียะ และ สุด

ฤดี ประเทืองวงศ์. 2549. กำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตและชักน ำภูมิต้ำนทำนโรคของกะหล่ ำ
 ดอกและผักคะน้ำด้วยเชื้อจุลินทรีย์และสำรชีวภัณฑ์ธรรมชำติ, น. 795-810. ใน เอกสาร
ประกอบการประชุมวิชาการมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ครั้งท่ี 44. 30 มกรำคม – 2 
กุมภำพันธ์ 2549. ณ มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ กรุงเทพฯ.  

 
วิลำวรรณ์  เชื้อบุญ.  2551.  ลักษณะและการทดสอบประสิทธภิาพของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์ควบคุมโรค 

Ervinia carotovora subsp. carotovora สาเหตุโรคเน่าเละของกะหล่ าดอก. วิทยำนิพนธ์ปริญญำโท,
มหำวิทยำลยัเกษตรศำสตร์. 

 
รัชฎำวรรณ  เดชมณี และสุดฤดี ประเทืองวงศ์. 2548. แถบ Thin-layer Chromatography ของสำร

ทุติยภูมิที่ผลิตโดย Bacillus firmus และกำรยับยั้งเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. 
glycines. 2548, น. 313 -320. ใน รายงานการประชุมวิชาการครั้งท่ี 43 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, 1-4 กุมภำพันธ์ 2548. มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์.  

 
สมใจ  พิริยะประสำธน์. 2547. ผลของแบคทีเรียจากดินปลวกและจากเมล็ดพืชป่าต่อการ

เจริญเติบโตของกระถินเทพา (Acacia mangium) และ สัก (Tectona grandis). วิทยำนิพนธ์
ปริญญำโท, มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์. 

 
สมใจ  ศิริโภค. 2550. อำหำรเลี้ยงเชื้อ. จุลชีววิทยำอุตสำหกรรม, น. 340:80-96 
 
สุดฤดี  ประเทืองวงศ์. 2523. โรคแบคทีเรียลพัสตูล, น. 20-21 ใน รายงานการค้นคว้าและวิจัย

ประจ าปี 2522-2523. สถำบันและพัฒนำแห่งมหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์. กรุงเทพฯ.
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สุดฤดี ประเทืองวงศ์. 2527. เทคนิคในการปลูกเชื้อ Xanthomonas campestris pv. glycines. วำรสำร
วิทยำศำสตร์เกษตร 17(13): 183-189. 

 
สุดฤดี   ประเทืองวงศ์ และ กิติศักดิ์ อ ำนวยกิต. 2527. สำรเคมีบำงชนิดที่มีผลต่อโรคใบจุดนูนของ

ถั่วเหลือง (ตอนที่ 2). ใน รายงานการสัมมนาการวิจัยและพัฒนาพืชโปรตีนสูง ประจ าปี 
2527. โครงกำรวิจัยและพัฒนำพืชโปรตีนสูง มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์.  จ. ชลบุร.ี 12 
หน้ำ.  

 
สุดฤดี ประเทืองวงศ์ และ เชษฐพันธ์ ชูเชื้อ. 2532. ผลของสารเคมีคลุกเมล็ดต่อโรคใบจุดนูนท่ีติดมา

กับเมล็ดถั่วเหลือง. วำรสำรวิทยำศำสตร์เกษตร 23(2): 149-166. 
 
 สุดฤดี  ประเทืองวงศ์, แสงเดือน สำยแสงทอง, อัครเดช ฝำเรือนดี และ ประชุม จุฑำวรรธนะ. 2539. 

โรคและโรคระบำดชนิดใหม่ของถั่วเหลืองในเขตภำคกลำงระหว่ำงปี 2537 - 2539. ใน 
รายงานการสัมมนาการวิจัยและพัฒนาพืชโปรตีนสูง ครั้งท่ี 4. 19 -21 มิถุนำยน 2539. ณ 
ส ำนักวิจัยและพัฒนำกำรเกษตร เขตที่ 5 จ. สุพรรณบุรี. หน้ำ 129 - 149. 

 

สุดฤดี  ประเทืองวงศ์, ชัยสิทธ์ ปรีชำ, สพุจน์ กำเซ็ม, จำรุวัฒน์ เถำธรรมพิทักษ์ และดุสิต อธินุวัฒน์. 
2548. กำรจัดกำรโรคถั่วเหลืองโดยวิธีผสมผสำน และกำรใช้จุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ในกำร
ผลิตถั่วเหลืองฝักสดเอกสำรประกอบกำรฝึกอบรมเร่ืองที่ 2. โครงการฝึกอบรมเร่ือง
เทคโนโลยีการจัดการศัตรูพืชของถั่วเหลืองฝักสดเพื่อเพิ่มผลผลิตและลดการใช้สารเคมี. 
วันที่ 18 มีนำคม 2548. องค์กำรบริหำรส่วนต ำบลแม่เจดีย์ใหม่ เวียงป่ำเป้ำ เชียงรำย. 

 
สุดฤดี ประเทืองวงศ์ ชัยสิทธิ์ ปรีชำ สุพจน์ กำเซ็ม จำรุวัฒน์ เถำธรรมพิทักษ์ ดุสิต อธินุวัฒน์ 

รัชฏำวรรณ เดชมณี ณัฐธิญำ เบือนสันเทียะ และ วิลำวรรณ์ เชื้อบุญ. 2549. กำรควบคุมโรค
ของถั่วเหลืองฝักสดด้วยแบคทีเรียไอเอสอำร์และผลิตภัณฑ์ชีวภำพต่ำงชนิด, น. 46 - 47. ใน 
การประชุมวิชาการพืชไร่วงศ์ถั่วแห่งชาติ ครั้งท่ี 1 เร่ือง “พืชไร่วงศ์ถั่วเพื่อสุขภาพและ
ความพอเพียง”. 28 - 30 สิงหำคม 2549. ณ โรงแรมริมกกรีสอร์ท อ. เมือง จ. เชียงรำย. 
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สุดฤดี ประเทืองวงศ์. 2551. หนังสือคู่มือการเกษตร การเตรียมเชื้อและการใช้ผลิตภัณฑ์แบคทีเรียไอ
เอสอาร์ด้วยวิธีการอย่างง่ายส าหรับใช้ในระบบการผลิตพืชผัก. ภำควิชำโรคพืช คณะเกษตร 
มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์. 13 หน้ำ. 

 
สุดฤดี  ประเทืองวงศ์. 2551. การใช้จุลินทรีย์ในการควบคุมโรค. เกษตรธรรมชำติ. กรุงเทพฯ. น. 32 
 
สุดฤดี ประเทืองวงศ์ สมศิริ แสงโชติ ศรีเมฆ ชำวโพงพำง สุรเชษฐ จำมรมำน วิบูลย์ จงรัตนเมธีกุล 
 และทศพล พรพรหม. 2552. หนังสือคู่มือระบบการจัดการศัตรูพืชส าหรับถั่วเหลืองฝักสด. 
 ภำควิชำโรคพืช คณะเกษตร มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์. 61 หน้ำ. 
 
สุดฤดี ประเทืองวงศ์, วิบูลย์ จงรัตนเมธีกุล,  สุพจน์ กำเซ็ม, จำรุวัฒน์ เถำธรรมพิทักษ์,                   

บงกชรัตน์  ปิติยนต์, โสภณ อุไรชื่น และวินัย ปิติยนต์. 2555. กำรพัฒนำผลิตภัณฑ์สูตร
ส ำเร็จจุลินทรีย์และสำรสกัดพืชเพื่อควบคุมโรคและแมลง และเพิ่มผลผลิตคุณภำพของ
พืชผัก. ใน รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ์ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ ประจ าปี
งบประมาณ 2553. ส ำนักงำนคณะกรรมกำรวิจัยแห่งชำติ. กรุงเทพฯ. 233 หน้ำ.  

 
สุพจน์  กำเซ็ม และ สุดฤดี ประเทืองวงศ์. 2544. เชื้อแบคทีเรียสำยพันธุ์ใหม่ที่มีประสิทธิภำพในกำร

ควบคุมโรคส ำคัญของถั่วเหลืองทัดเทียมสำรเคมี, น. 237-248. ใน การประชุมวิชาการ
อารักขาพืชแห่งชาติ ครั้งท่ี 5. 21 - 23 พฤศจิกำยน 2544. โรงแรมเฟลิกซ์ ริเวอร์แคว 
กำญจนบุรี. 

 
สุพจน์  กำเซ็ม. 2545. การจ าแนกชนิดและคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ท่ีแยกจากผิวใบและ

ดินบริเวณรากถั่วเหลืองท่ีสามารถควบคุมโรคใบจุดนูนของถั่วเหลือง. วิทยำนิพนธ์ปริญญำ
โท, มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์. 

 
หฤษฎ์  นิ่มรักษำ. 2551. การใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการควบคุมโรคใบจุดสีน้ าตาลของมันฝร่ังท่ีจาก

รา Alternaria solani Sorauer. วิทยำนิพนธ์ปริญญำเอก, มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ 
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อมรรัตน์  ชุมทอง. 2547. การคัดเลือกและการพัฒนาสูตรต ารับของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. เพื่อ

ควบคุมโรคใบไหม้ของถั่วหร่ัง (Vigna subterranean (L.) Verdc.) ท่ีเกิดจากเชื้อรา 

Rhizoctonia solani Kuhn. วิทยำนิพนธ์ปริญญำโท, มหำวิทยำลัยสงขลำนครินทร์. 
 
Abadias,  M., A. Benabarre, and N. Texiid.  2001.  Effect of freeze drying and protectants on 

viability of the biocontrol yeast Candida sake.  Inter. J. food micro. 65 : 173-182. 
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Aldiwin, L., R. Toso, R.Goodson and J.Hunter.1990. Improvement of streptavidin. J.Ind. Micro. 
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ในการทดลอง 
 
Nutrient glucose broth (NGB) 
 
  Beef extract   3.0  กรัม 
        Bacto peptone  5.0 กรัม 
  Glucose                2.5 กรัม  
  
 เตรียมในอัตรำน้ ำ 1,000 มิลลิลิตร โดยแบ่งน้ ำคร่ึงหนึ่ง (500 มิลลิลิตร) ผสมส่วนประกอบ
ทั้งหมดจนละลำยเป็นเนื้อเดียวกัน ปรับปริมำตรให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร แบ่งใส่ภำชนะตำมต้องกำร 
นึ่งฆ่ำเชื้อด้วยควำมร้อน 121 องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ นำน 15 นำที  
 
Nutrient glucose Agar (NGA) 
 
  Nutrient glucose broth  
  Agar    15.0  กรัม 
  
 เตรียมในอัตรำน้ ำ 1,000 มิลลิลิตร โดยแบ่งน้ ำคร่ึงหนึ่ง (500 มิลลิลิตร) ละลำย
ส่วนประกอบทั้งหมดยกเว้นวุ้น ปรับปริมำตรให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร เติมผงวุ้นลงไปหลอมจน
ละลำยเป็นเนื้อเดียวกัน แบ่งใส่ภำชนะตำมต้องกำร นึ่งฆ่ำเชื้อด้วยควำมร้อน 121 องศำเซลเซียส 
ควำมดัน 15 ปอนด์ นำน 15 นำที 
 
King’s B medium (KB) 
 
  Protease peptone #3   20.0  กรัม 
  K2HPO4   1.5  กรัม 
  MgSO4.7H2O  1.5  กรัม 
  Agar        15.0  กรัม
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  Glycerol   15.0 กรัม 
 
 เตรียมในอัตรำน้ ำ 1000 มิลลิลิตร เช่นเดียวกับวิธีกำรเตรียม NGA 
 
Luria Bertani broth (LBB) 
 
  Bacto-tryptone   10.0 กรมั 
  Potato    200.0 กรมั 
  Dextrose   20.0 กรมั 
  
 เตรียมในอัตรำน้ ำ 1,000 มิลลิลิตร เชน่เดียวกับวิธีเตรียม NGB 
 
Malt-yeast extract broth (MY) 
  
  Bacto – peptone  5.0 กรมั 

Malt extract   3.0 กรมั 
Yeast extract   5.0 กรมั 
Glucose               10.0 กรมั 

  
 เตรียมในอัตรำน้ ำ 1,000 มิลลิลิตร เชน่เดียวกับวิธีเตรียม NGB 
  
MS medium (Molasses and soybean meal) (ชัยสิทธิ์ และสุดฤดี, 2548) 
 
  Molasses (กำกน้ ำตำล) 5.0  กรัม 
  กำกถั่วเหลือง  10.0 กรัม 
 
 เตรียมในอัตรำน้ ำ 1,000 มิลลิลิตร แบ่งใส่ภำชนะตำมต้องกำร นึ่งฆ่ำเชื้อด้วยควำมร้อน 121 
องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ นำน 15 นำที 
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YDCA medium (Yeast extract dextrose calcium carbonate agar) 
  Dextrose                          20.0          กรัม 
  Yeast                            10.0          กรัม 
    CaCo3                              20.0          กรัม 
    Agar                              15.0          กรัม 
 
 เตรียมในอัตรำน้ ำ 1,000 มิลลิลิตร แบ่งใส่ภำชนะตำมต้องกำร นึ่งฆ่ำเชื้อด้วยควำมร้อน 121 
องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ นำน 15 นำที 
 
 VS medium (Vinasses and soybean meal) 
 
  Vinasses  10.0 กรัม 
  กำกถั่วเหลือง  10.0 กรัม 
 
 เตรียมในอัตรำน้ ำ 1,000 มิลลิลิตร เช่นเดียวกับวิธีเตรียม MS แบ่งใส่ภำชนะตำมต้องกำร 
นึ่งฆ่ำเชื้อด้วยควำมร้อน 121 องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ นำน 15 นำที 
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ภาคผนวก ข 
 

การเตรียมอาหารส าหรับทดสอบคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรีย 
 
Motility test Medium 
 
  Bacto-tryptone   10 กรัม 
  Yeast extrac    5 กรัม 
  Agar     5 กรัม 
 
 เตรียมอำหำรดังกล่ำวในปริมำตรน้ ำ 1,000 มิลลิลิตร โดยปรับ pH ของอำหำรประมำณ 6.8-
7 เป็นอำหำรส ำหรับตรวจกำรเคลื่อนที่ของเชื้อแบคทีเรีย โดยกำร stab เชื้อแบคทีเรียลงในหลอด
อำหำร บ่มเชื้อไว้เป็นเวลำ 24-48 ชั่วโมง สังเกตว่ำเชื้อสำมำรถเจริญออกนอกบริเวณปลูกเชื้อแสดง
ว่ำสำมำรถเคลื่อนที่ได้ 
 
Starch Agar (Starch hydrolysis) 
 
  Bacto-tryptone   10 กรัม 
  Yeast extrac    5 กรัม 
  Soluble starch   10 กรัม 
  Agar    13 กรัม 
  เตรียมในน้ ำกลั่น   1,000    มิลลิลิตร 
 
 ทดสอบโดยกำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอำหำร บ่มเชื้อไว้เป็นเวลำ 3-5 วัน ตรวจสอบกำรย่อย
สลำยแป้งได้โดยกำรหยดน้ ำยำไอโอดีน จนทั่วจำนเลี้ยงเชื้อ ถ้ำเกิดบริเวณใสรอบ ๆ รอยขีดแสดงว่ำ
เชื้อนั้นสำมำรถสร้ำงเอนไซม์ย่อยแป้งได้
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การศึกษาการผลิตเอนไซม์ Catalase 
 
 ทดสอบโดยกำรเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในหลอดอำหำรเอียง NGA ให้มีอำยุ 48 ชั่วโมง หยด
สำรละลำยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซม์ (H2O2) เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ลงในหลอดเชื้อ ถ้ำภำยในหลอด
เกิดฟองอำกำศ แสดงว่ำเชื้อสำมำรถสร้ำงเอนไซม์ Catalase ได้ 
 
 เอนไซม์ Catalase มีบทบำทในกำรเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่เป็นพิษต่อเซลล์
แบคทีเรียให้เป็นออกซิเจนและน้ ำได้ดังสมกำร 
 
    2H2O2                              2H2O+O2 
 
สูตรอาหารส าหรับทดสอบ Oxygen Relationship 
 
 เตรียมอำหำร NGA ใส่ลงในหลอดอำหำรทดสอบปริมำตรหลอดละ 5 มิลลิลิตร น ำไปนึ่ง
ฆ่ำเชื้อที่ควำมร้อน 121 องศำเซลเซียส ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ้ว นำน 15 นำที ปล่อยให้
อำหำรเย็นไม่ต้องเอียง น ำเชื้อแบคทีเรียที่เลี้ยงไว้อำยุ 24 ชั่วโมงมำ stab ลงบนอำหำรดังกล่ำว 
สังเกตกำรเจริญและต ำแหน่งกำรเจริญของเชื้อในอำหำร 
 
Simmon’ s Sitrate Agar (Citrate utilization) 
 
  MgSO4.7H2O   0.2 กรัม 
  (NH4)H2PO4   1.0 กรัม 
  K2.HPO4   1.0 กรัม 
  Sodium citrate    2.0 กรัม 
  NaCl     5.0 กรัม 
  Agar     13 กรัม 
  Bromthymol blue   0.08  กรัม 
  เตรียมในน้ ำกลั่น    1,000    มิลลิลิตร

Catalase 
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 เลี้ยงเชื้ออำยุ 24 ชั่วโมงลงในอำหำรที่เตรียม บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้องนำน 7 วัน ตรวจสอบ
กำรเปลี่ยนแปลงสีอำหำร (Bromthymol blue) ทุกวัน ถ้ำอำหำรเปลี่ยนจำกสีเขียวเป็นสีน้ ำเงินแสดง
ว่ำเชื้อสำมำรถใช้ citrate เป็นแหล่งคำร์บอนได้ 
 
Hydrolysis of Gelatin (gelatin hydrolysis) 
 
   Beef extract  10.0 กรัม 
  Bacto-peptone   5.0 กรัม 
  Glucose    2.5 กรัม 
  Gelatine    12.0 กรัม 
  เตรียมในน้ ำกลั่น   1,000    มิลิลิลิตร 
 
 เตรียมโดยละลำยส่วนผสมทั้งหมดในน้ ำอุ่น แบ่งใส่หลอดทดลองหลอดละ 10 มิลิลิตร 
น ำไปนึ่งฆ่ำเชื้อเป็นกำรทดสอบควำมสำมำรถของเชื้อแบคทีเรียในกำรผลิตเอนไซม์ gelatinase ย่อย 
gelatin เมื่อเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอำหำรดังกล่ำวเป็นเวลำ 48 ชั่วโมง ในสภำพอุณหภูมิห้องย้อย
หลอดเลี้ยงเชื้อดังกล่ำวมำแช่ในในตู้เย็นอุณหภูมิประมำณ 4 องศำเซลเซียส สังเกตกำรแข็งตัวของเจ
ลำติน ถ้ำเชื้อสำมำรถผลิตเอนไซม์ gelatinase ได้ อำหำรที่ทดสอบจะไม่แข็งตัว 
 
Levan formulation 
 
 เตรียมอำหำร NA (Nutrient Agar) ตำมวิธีกำรข้ำงต้น เติมน้ ำตำล sucose ลงไปใน
อัตรำส่วน 5 เปอร์เซ็นต์ น ำนึ่งฆ่ำเชื้อ เทลงใส่จำนเลี้ยงเชื้อ ทิ้งให้ผิวหน้ำอำหำรแห้ง ท ำกำร coss 
streak เชื้อแบคทีเรียให้ได้โคโลนีเดี่ยว บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้องนำน 3-5 วัน สังเกตลักษณะโคโลนี ถ้ำ
มีลักษณะนูนคล้ำยโดมหรือเยิ้มมำกกว่ำปกติ (Control) แสดงว่ำผลกำรทดสอบเป็นบวก (positive) 
 
Salt tolerance medium test  
 
 เตรียมอำหำร NB ตำมวิธีกำรข้ำงต้น ผสม NaCl ในอัตรำส่วนต่ำง ๆ เพื่อให้ได้ควำมเข้มข้น
ตำมที่ต้องกำร (5 และ 7 เปอร์เซ็นต์) แบ่งใส่หลอดทดสอบหลอดละ 5 มิลลิลิตร นึ่งฆ่ำเชื้อแล้ว
น ำไปทดสอบควำมสำมำรถในกำรเจริญของเชื้อแบคทีเรียต่อไป
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Christensen’s Urea medium (Urease test) 
 
  Bacto-peptone   1.0 กรัม 
  Glucose    1.0 กรัม 
  KH2PO4    2.0 กรัม 
  NaCl    5.0 กรัม 
  Agar    15.0 กรัม 
 
 ละลำยส่วนผสมทั้งหมดลงในน้ ำ 1,000 มิลลิลิตร ปรับค่ำ pH ให้เป็น 6.8-6.9 เติม phenol 
red 0.04 เปอร์เซ็นต์ ปริมำตร 20 มิลลิลิตร นึ่งฆ่ำเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เติมสำรละลำย 
Urea เข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ ที่ผ่ำนกำรกรองแบคทีเรียแล้วปริมำตร 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ำกันดี 
แบ่งอำหำรใส่หลอดทดสอบหลอดละ 3-5 มิลลิลิตร เตรียมเป็น slant (aceptic technique) 
  
 น ำเชื้อแบคทีเรียอำยุ 24 ชั่วโมง streak ลงบนอำหำรเอียงที่เตรียม บ่มเชื้อไว้ประมำณ 5- 7 
วัน ในสภำพอุณหภูมิห้อง สังเกตกำรเปลี่ยนแปลงสีของอำหำรจำกสีเหลืองเป็นสีบำนเย็น 
 
Tryptone yeast extract broth (Indole test) 
 
  Bcato-tryptone   10.0 กรัม 
  Yeast extract    5.0 กรัม 
 
 เตรียมสำรละลำยดังกล่ำวในปริมำตร 1,000 มิลลิลลิตร แบ่งใส่หลอดทดสอบหลอดละ 5 
มิลลิลิตร ย้ำยเชื้อแบคทีเรียอำยุ 24 ชั่วโมงมำเลี้ยงในอำหำร Tryptone yeast extract broth ที่
อุณหภูมิห้องนำน 2 วัน เติมสำรนละลำยทดสอบ (Kovac’s reagent) 0.5 มิลลิลิตรลงไป เขย่ำเบำ ๆ 
ให้เข้ำกัน ดูกำรเกิดสีเปรียบเทียบกับ control 
Nitrate broth (Nitrate reduction) 
 
  Beef extract   3.0 กรัม 
  Bacto-peptone   5.0 กรัม 
  KNO3     1.0 กรัม
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 เตรียมอำหำรในอัตรำส่วน 1,000 มิลลิลิตร แบ่งใส่หลอดทดสอบหลอดละ 5 มิลลิลิตร นึ่ง
ฆ่ำเชื้อ 
 
 ท ำกำรทดสอบโดยกำรย้ำยเชื้ออำยุ 24 ชั่วโมงลงในอำหำร nitrate broth บ่มเชื้อที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 2-5 วัน หยดสำรทดสอบ (α-naphthylamine 0.5 เปอร์เซ็นต์ และ sulphanilic 
acid 0.8 เปอร์เซ็นต์ ใน 5 N acitic acid อัตรำส่วน 1:1) ประมำณ 10 หยด สังเกตกำรณ์เกิดสีแดง 
แสดงว่ำเชื้อสำมำรถ reduce nitrate ไปเป็น nitrite หรือ nitrogen ได้
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ภาคผนวก ค 

 
การเตรียมสารเคมีส าหรับการทดสอบคุณสมบัติทางสรีระวิทยาและชีวเคมี 

 
Gram’s Crystal violet 
 
 สำรละลำย ก. 
  Crystal violet   2.0 กรัม 
  95% Ethanol   20.0 กรัม 
 สำรละลำย ข. 
  Ammonium   0.8 กรัม 
  น้ ำกลั่น    80.0 มิลลิลิตร 
 
 เตรียมสำรละลำย ก. และ ข. (Crystal violet ใน 95% Ethanol 20 มิลลิลิตร และสำรละลำย 
1% ammonium oxalate ในน้ ำกลั่นปริมำตร 80 มิลลิลิตร) ผสมสำรทั้ง 2 เข้ำด้วยกัน ต้ังทิ้งไว้ 24 
ชั่วโมง น ำมำกรองผ่ำนกระดำษกรอง เก็บสำรละลำยไว้ในขวดสีชำเพื่อป้องกันแสง 
 
Safranin solution  
 
  Safranin   2.5  กรัม 
  95% Ethanol  100.0  มิลลิลิตร 
  น้ ำกลั่น   100.0  มิลลิลิตร 
 
 ละลำย Safranin ใน 95% Ethanol แล้วปรับปริมำตรให้ครบ 100 มิลลิลิตรด้วยน้ ำกลั่นนึ่ง
ฆ่ำเชื้อ 
 
Gram’s iodine 
 
  Crystal iodine   1.0  กรัม 
  Potassium iodine  2.0  กรัม
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  น้ ำกลั่น    300.00           มิลลิลิตร 
 
 ละลำย Potassium iodine ด้วยน้ ำกลั่นปริมำตร 300 มิลลิลติร จำกนั้นเติม Crystal iodine ลง
ในสำรละลำย Potassium iodine ผสมจนเป็นเนื้อเดียวกัน เก็บใส่ขวดสีชำเพื่อป้องกันแสง 
 
Malachite green solution 
 
  Malachite green   5.0 กรัม 
  น้ ำกลั่น    95.0 มิลลิลิตร 
 
 ละลำย Malachite green ในน้ ำกลั่นปริมำตร 50 มิลลิลิตร บดจนละลำยเป็นเนื้อเดียวกันเติม
น้ ำกลั่นที่เหลือปรับปริมำตรให้ครบ 100 มิลลิลิตร ก่อนใช้น ำไปกรองด้วยกระดำษกรอง (wathman 
No.1)
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ชื่อ  (ภำษำไทย)           นำงสำวสุนันทนำถ นำมสกุล  นุรำภักดิ์ 
      (ภำษำอังกฤษ)            Miss Sunanthanat  Nurapak 
เกิดวันที ่    18 เดือน สิงหำคม พ.ศ. 2527 
สถานท่ีเกิด   บ้ำนเลขที่ 38 ม. 1 ต. ชะอวด อ. ชะอวด จ. นครศรีธรรมรำช 

80180 
หน่วยงานท่ีอยู่ท่ีติดต่อได้พร้อมโทรศัพท์ โทรสาร และ E-mail 

สำขำพืชศำสตร์ คณะเกษตรศำสตร์  มหำวิทยำลัยเทคโนโลยีรำช
มงคลศรีวิชัย วิทยำเขตนครศรีธรรมรำช (ไสใหญ่) 109 หมู่ที่ 2 

ต ำบลถ้ ำใหญ่ อ ำเภอทุ่งสง จังหวัดนครศรีธรรมรำช 80110 

    โทรศัพท์ : 075-773131-2 

    โทรสำร  : 075-773133 
    E-mail: doremonn@hotmail.com  
ประวัติการศึกษา   ส ำเร็จกำรศึกษำระดับปริญญำตรี วท.บ. (พืชศำสตร์)  

 มหำวิทยำลัยเทคโนโลยีรำชมงคลศรีวิชัย                                         
วิยำเขตนครศรีธรรมรำช (ทุ่งใหญ่) 

งานวิจัย 
สุนันทนาถ นุราภักดิ์ วิลำวรรณ์ เชื้อบุญ และ สุดฤดี ประเทืองวงศ์. 2552.  แบคทีเรียปฏิปักษแ์บบเชื้อผสม

จะผลิต IAA ได้มำกขึ้น ซึ่งสัมพันธ์กับกำรส่งเสริมกำรเจริญเติบโตของพืช และลดกำรเกิด
โรคที่บริเวณรำกของถั่วเหลือง. ใน รำยงำนกำรประชุมวิชำกำรอำรักขำพืช ครั้งที่ 9.  
24-26 พฤศจิกำยน 2552. จ.อุบลรำชธำนี. หน้ำ 637-648.  

สุนันทนาถ นุราภักดิ์ และสุดฤดี ประเทืองวงศ์ 2554. อำหำรเลี้ยงเชื้อเพื่อเพิ่มกิจกรรมกำรยับยั้งโรค
ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์สำยพันธุ์ผสม. ใน เอกสำรประกอบกำรประชุมวิชำกำร
ของมหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ คร้ังที่ 49. 1 -4 กุมภำพันธ์ 2554. ณ 
มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ จ. กรุงเทพฯ. หน้ำ 131-140. 

ติยำกร ฉัตรนภำรัตน์ สุนันทนาถ นุราภักดิ์ และสุดฤดี ประเทืองวงศ์. 2552. กลไกใหมข่องเชื้อ 
แบคทีเรียปฏิปักษ์ในกำรยับยั้งเชื้อสำเหตุโรคใบจุดนูนถั่วเหลือง. ใน เอกสำร
ประกอบกำรประชุมวิชำกำรของมหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์คร้ังที่ 47. 14 -17 มีนำคม 
2552. ณ มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ จ. กรุงเทพฯ. หน้ำ 592-600.



146 

 105 
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ประสบการณ์ในการท างาน  
-ผู้ช่วยวิจัยโครงกำร ภำควิชำโรคพืช คณะเกษตร มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ ปี 2550-2551 
- นิสิตปริญญำโทช่วยสอนรำยวิชำ 01008469 โรคของพืชเศรษฐกิจ (Diseases of Economic Crops) 
ภำคปลำย ปี 2551 และ 2554 
- นิสิตปริญญำโทช่วยสอนรำยวิชำรำยวิชำ 01008371 หลักกำรป้องกันก ำจัดโรคพืช (Principles of 
Plant Disease Control) ภำคต้นและภำคปลำย ปีกำรศึกษำ 2553 
- นิสิตปริญญำโทช่วยวิจัยโครงกำรวิจัยเร่ือง กำรศึกษำโรคของข้ำวโพดและข้ำวฟ่ำงในประเทศ
ไทย ได้รับงบอุดหนุนจำกสถำบันวิจัยและพัฒนำแห่งมหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ (2551-2552) 
- นิสิตปริญญำโทช่วยวิจัยโครงกำรวิจัยเร่ือง กำรพัฒนำผลิตภัณฑ์จุลินทรีย์และสำรสกัดพืช เพื่อ
ควบคุมโรคและแมลง และ เพิ่มผลผลิตคุณภำพของพืชผัก ได้รับงบอุดหนุนจำกส ำนักงำน
คณะกรรมกำรวิจัยแห่งชำติ (2553) 
- นิสิตปริญญำโทช่วยวิจัยโครงกำรวิจัยเร่ือง กำรจัดกำรโรคและแมลงศัตรูพืชแบบผสมผสำนเพื่อ
กำรผลิตถั่วเหลืองและถั่วเหลืองฝักสดอย่ำงยั่งยืน ได้รับงบอุดหนุนจำกสถำบันวิจัยและพัฒนำแห่ง
มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ (2554) 
- นิสิตปริญญำโทช่วยวิจัยโครงกำรเร่ือง กำรจัดกำรโรคในระบบผลิตกล้ำไม้ยูคำลิปตัส ด้วย
จุลินทรีย์ที่มีประโยชน์โดยวิธีผสมผสำน ซึ่งเป็นโครงกำรควำมร่วมมือและสนับสนุนงบประมำณ
วิจัยจำก บริษัท ยูเทค โพรดิวส์ จ ำกัด (2555) 
 


