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เช้ือแบคทีเรียบริเวณรอบรากท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโตพืช (PGPR) สายพนัธ์ุ Pseudomonas fluorescens 
SP007s ชกัน าใหค้ะนา้ตา้นทานต่อโรค (โรคเน่าด าเกิดจาก Xanthomonas campestris pv. campestris)  และแมลงศตัรูพืช 
(หนอนใยผกั Plutella xylostella) ทั้งในระดบัสณัฐาน และชีวเคมี ภายใตส้ภาพเรือนทดลอง โดยเม่ือใชค้ลุกเมลด็ และ
พน่ใบตน้กลา้ 3 คร้ัง ท่ีอาย ุ14 21 และ 28 วนั ก่อนปลูกเช้ือโรค สามารถกระตุน้ใหพื้ชผลิตเอนไซม ์superoxide 
dismutase : SOD ( 33 µg-1 chatechol mg-1 protein) และเกิดการสะสม glucosinolate เพ่ิมข้ึน (22.16 µmol/g) ส่งผลให้
ความรุนแรงของโรคเน่าด าลดลง รวมทั้งหนอนใยผกัไม่กินคะนา้ท่ีพ่นเช้ือ SP007s และมีการตายเกิดข้ึน จึงไดน้ าเช้ือ 
PGPR สายพนัธ์ุน้ีพฒันาเป็นสูตรส าเร็จ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการใชผ้ลิตคะนา้เป็นการคา้ ดว้ยการผสมสารเสริม
ประสิทธิภาพหลายชนิดท่ีอตัราส่วนแตกต่างกนั จนกระทัง่ไดผ้ลิตภณัฑส์ าเร็จรูปชนิดใหม่ช่ือ KUwin/Gap SP007s 
และอาหารเล้ียงเช้ือชนิดใหม่เพ่ือขยายพนัธ์ุ SP007s ใหไ้ดป้ริมาณมาก ช่ือ SPMP medium (กากถัว่เหลือง:มนัฝร่ัง = 1: 
0.5 กรัม ต่อน ้ า 1 ลิตร ตม้แลว้กรอง) โดยผลิตภณัฑช์นิดใหม่มีส่วนประกอบของ kaolin : lactose : alkylamine 
ethoxylates : SiO2 : CaSO3: CMC : FeSO4 = 70: 14: 8: 5:1:1:1 นน./นน. ท่ีผสมเช้ือ SP007s (3x1013 cfu/ml) อตัรา 20 
มิลลิลิตร/ ส่วนผสมผลิตภณัฑห์นกั 1 กิโลกรัม 

 

การตรวจสอบยนืยนัประสิทธิภาพของผลิตภณัฑช์นิดใหม่ช่ือ KUwin/Gap SP007s (เช้ือปฏิปักษ ์P. 
fluorescens SP007s ในสูตรผง kaolin) ท่ีอาย ุ6 เดือน หุม้ดว้ยพลาสติกเก็บรักษา ณ อุณหภูมิหอ้ง (29±3 °C) ในการ
ควบคุมโรคและแมลงของคะนา้ภายใตเ้รือนทดลองและสภาพไร่ ณ แหล่งผลิต จ.อ่างทอง พบวา่ SP007s ในผลิตภณัฑ์
ชนิดใหม่น้ี เม่ือใชค้ลุกเมลด็ (1x106  cfu/ml จ านวน 1 กรัม/เมลด็หนกั 1 กก.) และพน่ใบ 3 คร้ัง (1x108 cfu/ml) เม่ือพืช
อาย ุ14  21 และ 28 วนั มีศกัยภาพกระตุน้ใหพื้ชผลิตสารตา้นทานศตัรูพืชสะสมมากข้ึน คือ superoxide dismutase: SOD 
(การทดลองในโรงเรือน ; และในไร่ดา้นโรคและแมลง มี SOD เพ่ิมข้ึน 1.8 และ 1.7  ; และ 2 เท่า ตามล าดบั) และ 
glucosinolate (การทดลองในโรงเรือน ; และในไร่ดา้นโรคและแมลงเพ่ิมข้ึน 3.5 และ 3.1 ; และ 3.6 เท่า ตามล าดบั) ซ่ึง
สมัพนัธ์กบัการระบาดของทั้งโรคและแมลงศตัรูพืชท่ีลดลง ไดแ้ก่ โรคเน่าด า (ลดลง 89% ในเรือนทดลอง) และโรคท่ี
ระบาดตามธรรมชาติในสภาพไร่ (โรคเน่าด า; โรคใบจุดเกิดจาก Alternaria brassicicola โรคเน่าเละ จาก Erwinia 
carotovora subsp.  carotovora  และโรคราน ้ าคา้ง จากPeronospora  parasitica  มี area under disease progress curve: 
AUDPC ลดลง 96 96 99 และ 93% ตามล าดบั) ; และหนอนใยผกั (ตาย 60% ในเรือนทดลอง); และจ านวนแมลงใน
สภาพไร่ ไดแ้ก่ หนอนใยผกั หนอนกระทูผ้กั (Spodoptera litura) และดว้งหมดัผกั (Phyllotreta sinuata) ลดลง 66 45 
และ 55% ตามล าดบั ผลท่ีไดจ้ากการศึกษาวจิยัในคร้ังน้ีคือ ผลิตภณัฑชี์วภาพชนิดใหม่ ท่ีมีประสิทธิภาพการยบัย ั้งทั้ง
โรคและแมลงศตัรูพืชหลายชนิด ตลอดจนการกระตุน้ใหพ้ืชสร้างเอนไซม ์SOD และสาร glucosinolate เพ่ิมข้ึน ซ่ึง
จดัเป็นรายงานแรกของเช้ือ  P. fluorescens SP007s 
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Systemic resistance induction of kale against black rot (caused by Xanthomonas campestris pv. campestris : 
XCC ) and diamondback moth ( Plutella xylostella) by plant growth promoting rhizobacteria Pseudomonas fluorescens 
SP007s at morphological and biochemical levels was studied. Strain SP007s induced superoxide dismutase (SOD) 
production (33 µg-1chatechol mg-1 protein) and increased glucosinolate accumulation (22.16 µmol/g) in the plant when 
applied to seed and seedling prior to XCC inoculation that resulted in deceased disease severity under greenhouse 
experiments. Plants treated with this SP007s strain were also affected feeding decrease and mortality of diamondback moth. 
To increase efficiency for commercial production, a formulation of SP007s was developed with varied carrier and supporter 
substrate combination. A new product named KUwin/Gap SP007s and a new medium for SP007s biomass production 
(named SPMP medium by soybean meal: potato     = 1:0.5 g/L distilled H2O boiled extract) were developed with supporter 
ratio of kaolin : lactose : alkylamine ethoxylate : SiO2 : CaSO3: CMC : FeSO4 = 70: 14: 8: 5:1:1:1 w/w then mixed with 20 
ml (3x1013 cfu/ml SP007s)/kg supporter. 

 

The efficiency of a new product named KUwin/Gap SP007s (kaolin-based formulation of P. fluorescens SP007s 
antagonist) with 6-month–shelflife in a plastic wrap storage at room temperature (29±3 °C) in protecting kale against 
diseases and insect pests was demonstrated at Angthong farm production. The SP007s in a new product induced plant 
resistance when applied with seed treatment (1x106 cfu/ml) with 1 g/ 1 kg seed and 3-foliar sprays (1x108 cfu/ml) at 14, 21, 
and 28-day-old plants, that was correlatively associated with potentiated superoxide dismustase (SOD) production 
(greenhouse; and field experiments for disease and insect with 1.8 and 1.7; and 2 fold increase respectively) and 
upregulation of glucosinolate deposition (3.5 and 3.1; and 3.6 fold increase respectively) against diseases ( 89 and 96 % 
reduction of black rot in greenhouse and field respectively; and other field epidemic diseases including  Alternaria 
brassicicola caused leaf spot, Erwinia carotovora subsp.  carotovora –soft rot,  and Peronospora  parasitica – downy 
mildew with 96, 99, and 93% reduction of AUDPC respectively) and insect pests ( 60% mortality of diamondback moth in 
greenhouse ; and reduction in number of diamondback moth, common cutworm -Spodoptera litura, and flea beetle-
Phyllotreta sinuata under field experiment = 66, 45 and 55% respectively). The bioproduct developed, and antimicrobial 
and insecticidal activities, including upregulation of SOD and glucosinolate deposition in this study are the first report for P. 
fluorescens SP007s. 
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60 

8 อตัราการเจริญของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ในอาหาร 
Soybean Potato-Modified for  Pseudomonas SP007s medium  

 
61 

9 ปัจจยัท่ีมีผลต่อการเจริญของเช้ือ P. fluorescens SP007s ในอาหาร SPMP 62 
10 ประสิทธิภาพสารพาแต่ละชนิดท่ีมีส่วนผสมของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. 

fluorecens SP007s  
65 

11 ประสิทธิภาพสารพาและสารเสริมประสิทธิภาพในอตัราส่วนท่ีแตกต่างกนั 66 
12 อตัราส่วนระหวา่งสารอาหารและสารพา Kaolin : deshecofix : SiO2 : 

CaCO3 :lactose : FeSO4 
67 

13 เปรียบเทียบผลิตภณัฑเ์ช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s 
ระหวา่งชนิดใหม่คือ KUwin/Gap SP007s และ ISR-P® (ชนิดเก่า) 

68 

14 ประสิทธิภาพผลิตภณัฑชี์วภณัฑท์ดสอบในสภาพเรือนทดลอง 70 
15 ประสิทธิภาพผลิตภณัฑชี์วภณัฑท์ดสอบในสภาพไร่ 71 
16 ประสิทธิภาพผลิตภณัฑ์ชีวภณัฑ์ควบคุมแมลงศตัรูคะน้าทดสอบในสภาพ

ไร่ 
 

72 
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สารบาญตาราง (ต่อ) 
 

ตารางที่  หน้า 
   

17 กิจกรรมเอนไซม ์ superoxide dismutase ทุก 7 วนัในคะนา้ท่ีปลูกทดสอบ
ในสภาพเรือนทดลอง 

 
76 

18 กิจกรรมสาร glucosinolate หลงัปลูกเช้ือสาเหตุโรคทดสอบในสภาพเรือน
ทดลอง  

 
78 

19 กิจกรรมสาร glucosinolate หลงัปล่อยหนอนใยผกัในสภาพเรือนทดลอง  79 
20 กิจกรรมสาร glucosinolate ชุดควบคุม ทดสอบในสภาพเรือนทดลอง 80 
21 กิจกรรมสาร glucosinolate ทุก 7 วนัในคะนา้ท่ีปลูกทดสอบในสภาพเรือน

ทดลอง 
 

81 
22 กิจกรรมของเอนไซม ์superoxide dismulate (SOD) ทุก 7 วนั ในคะนา้ท่ี

ปลูกทดสอบในสภาพไร่ 
 

83 
23 กิจกรรมของสาร glucosinolate ทุก 7 วนั ในคะนา้ท่ีปลูกทดสอบในสภาพ

ไร่ 
 

84 
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สารบาญภาพ 
ภาพที ่  หน้า 

   
1 โครงสร้างทางเคมีของ glucosinolate ซ่ึงประกอบดว้ย ก ามะถนักลุ่ม sulfhydryl 

group, -SH และหมู่ซลัโฟ sulfo group ท่ีโซ่ขา้ง R 
 

17 
2 แผนภาพแสดงขั้นตอนการสลายสาร glucosinolate มีเอนไซม ์myrosinase 

เปล่ียนสารglucosinolate ใหอ้ยูใ่นรูป isothiocyanate และ thiocyanate 
 

18 
3 ภาพผงัการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์Pseudomonas 

fluorescens SP007s ในยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ Xanthomonas campestris pv. 
campestris ดว้ยวธีิ agar diffusion 

 
 

31 
4 ลกัษณะอาการโรคเน่าด าท่ีลุกลามของเช้ือจากขอบใบท าใหใ้บเป็นสีเหลือง และ

ลุกลามเขา้เส้นกลางใบท าใหท้่อล าเลียงน ้าและล าเลียงอาหารของพืชมีสีด า (ก) 
โดยเช้ือสาเหตุ X. campestris pv. campestris ท่ีแยกจากตวัอยา่งมีลกัษณะ
โคโลนีสีเหลือง ขอบเรียบ มนัวาว บนอาหาร NGA (ข) 

 
 
 

51 
5 ผลผลิต PCR ของ 16S rDNA โดย primer จ าเพาะขนาด 550 bp บน 0.8 

เปอร์เซ็นต ์agarose gel ช่องท่ี M = 1 kb ladder ช่องท่ี 1-2 = X. campestris pv. 
campestris สายพนัธ์ุ Bra 17 และ Brp 13  

 
 

51 
6 หนอนใยผกั Plutella xylostella มีลกัษณะของไข่หนอนมีสีเขียวใสวางไข่แบบ

ฟองเด่ียว ๆ (ก) เจริญเป็นตวัหนอน ซ่ึงกินคะนา้เป็นอาหาร (ข) เม่ือเขา้สู่ระยะ
ดกัแดจ้ะสร้างเส้นใยปกคลุมตวัหนอนสีขาว (ค) และเจริญเป็นผีเส้ือกลางคืนตวั
เตม็วยั (ง) 

 
 
 

52 
7 เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ลกัษณะโคโลนีขาวครีม แบน 

ขอบเรียบ เหลือบแสง ท่ีเจริญบนอาหาร NGA (ก) สามารถสร้างสารเรืองแสง
ไดบ้นอาหาร King medium B  (ข) และสร้างสาร secondary meyabolite ยบัย ั้ง
เช้ือสาเหตุโรคเน่าด า (ค) 

 
 
 

55 
8 ชีพจกัรของเช้ือ P. fluorescens SP007s ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 1X108 cfu/ 

มิลลิลิตร ในอาหารเล้ียงเช้ือ SPMP (อาหารดดัแปลงชนิดใหม่) เปรียบเทียบ MS 
(อาหารดดัแปลง) (ชยัสิทธ์ิ, 2549) NGB (อาหารเล้ีงเช้ือแบคทีเรียทัว่ไป) KB 
(อาหารเล้ียงเช้ือจ าเพาะ P. fluorescens) และ sterile water (เล้ียงในน ้ากลัน่) 

 
 
 

63 
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สารบาญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่  หน้าที่ 
   

9 กิจกรรมเอนไซม ์superoxide dismutase (SOD) ในคะนา้หลงัปลูกเช้ือสาเหตุโรค
เน่าด าทดสอบในสภาพเรือนทดลอง 

 
74 

10 กิจกรรมเอนไซม ์superoxide dismutase (SOD) หลงัปล่อยหนอนใยผกัทดสอบ
ในสภาพเรือนทดลอง 

 
75 

11 กิจกรรมเอนไซม ์superoxide dismutase (SOD) ท่ีใชผ้ลิตภณัฑชี์วภณัฑใ์นชุดท่ี
ไม่ปลูกเช้ือสาเหตุโรคและไม่ถูกหนอนเขา้ท าลายทดสอบในสภาพเรือนทดลอง 

 
   75 

12 ไดอะแกรมแสดงกลไกการเกิด Superoxide dismutase และ glucosinolate 
หลงัจากปลูก  โรคและถูกหนอนเขา้ท าลายในพืชผา่นการคลุกเมล็ดร่วมกบัการ
พน่ใบ 3 คร้ังดว้ยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s 

 
 

92 
   
   

ภาพผนวกที่  
  

1 โครมาโตแกรมของสาร glucosinolate 116 
2 โครมาโตแกรมการฉีดตวัอยา่งคะนา้ท่ีมีสาร glucosinolate 116 
3 กราฟและสมการ standard curve ของสาร sinigrin 117 
4 กราฟและสมการ standard curve ของสาร glucoiberin 118 
5 ผลิตภณัฑ ์KUwin/Gap SP007s และ ISR-P® ผสมน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 118 
6 อาหารเล้ียงเช้ือเพิ่มปริมาณท่ีเตรียมไวเ้ล้ียงเช้ือแบคทีเรีบปฏิปักษ ์ 

P. fluorescens  SP007s ตามรายละเอียดอุปกรณ์และวธีิการขอ้ 3 
 

119 
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การใช้เช้ือแบคทเีรียปฏปัิกษ์ Pseudomonas fluorescens  SP007s ชักน าให้คะน้าเกดิ
ความต้านทานต่อโรคและแมลงศัตรูพชื 

 
Systemic Resistance Induction of Kale Against Disease and Insect Pest by 

Bacterial Antagonist, Pseudomonas fluorescens SP007s 
 

ค าน า 
 

  การผลิตคะนา้จะประสบปัญหาศตัรูพืชระบาดทั้งโรคและแมลง โดยเฉพาะโรคเน่าด าหรือ
โรคขอบใบทองท่ีเกิดจาก Xanthomonas campestris pv. campestris ซ่ึงท าความเสียหายอยา่ง
ร้ายแรงเป็นประจ าในช่วงฤดูปลูกท่ีมีความช้ืน และอุณหภูมิสูง ตลอดจนการระบาดของแมลง 
โดยเฉพาะหนอนใยผกั (diamondback moth , Plutella xylostella L.) มกัพบควบคู่กบัโรคดงักล่าว 
(Prathuangwong, 2009) โดยคะนา้ถูกหนอนเขา้ท าลาย และบาดแผลท่ีเกิดข้ึนจะเป็นช่องทางส าคญั
ใหเ้ช้ือโรคเขา้ท าลายพืช หากโรคและแมลงท่ีเก่ียวขอ้งไม่ไดรั้บการควบคุม หรือป้องกนัก าจดัอยา่ง
เหมาะสมจะท าใหผ้ลผลิตเสียหายสูงถึง 58 % และเป็นปัญหาต่อการผลิตอยา่งกวา้งขวา้ง การ
ควบคุมโรค และแมลงศตัรูพืชของคะนา้ยงัคงใชส้ารเคมีตามตารางก าหนดโดยไม่ค  านึงถึง
สถานการณ์จริงของการระบาดศตัรูพืช และปัญหาการด้ือต่อสารเคมีท่ีติดตามมา จึงมีความจ าเป็นท่ี
ตอ้งใชว้ธีิการควบคุมโรคทางเลือกอ่ืนเขา้ร่วมหรือทดแทน ซ่ึงการควบคุมโรคโดยชีววธีิท่ีใชเ้ช้ือ
แบคทีเรียปฏิปักษ ์ P. fluorescens SP007s ไดรั้บความสนใจ และประสบความส าเร็จในระดบัท่ีดี 
(สุดฤดี และคณะ, 2550) 

 
 โดย Prathuangwong (2009) รายงานวา่แบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ท่ี

คดัเลือกจากดินบริเวณรอบรากกะหล ่าดอกมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคไดอ้ยา่งกวา้งขวาง 
ครอบคลุมทุกกลุ่มเช้ือโรคท่ีส าคญั ไม่วา่จะเป็นโรคท่ีระบบราก โรคทางใบ และโรคท่ีติดมากบั
เมล็ดพนัธ์ุ และยงัพบวา่เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens  SP007s มีคุณสมบติัในการสร้างสาร 
secondary metabolites ยบัย ั้งเช้ือโรค ตลอดจนเจริญแข่งขนัแก่งแยง่ในการใชธ้าตุอาหารกบัเช้ือ
สาเหตุโรคพืช กระตุน้ใหต้น้พืชผลิตฮอร์โมนการเจริญเติบโตเพิ่มมากข้ึน และส่งเสริมใหต้น้พืช
สมบูรณ์แขง็แรง สามารถรอดพน้วกิฤติจากการเขา้ท าลายของเช้ือโรคในระยะตน้กลา้ไดดี้ 
นอกจากน้ีเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens  SP007s ยงัสามารถน าไปใชป้้องกนัโรคพืช
เศรษฐกิจท่ีส าคญัไดห้ลายชนิด (พืชตระกลูกะหล ่า ถัว่เหลือง ถัว่เหลืองฝักสด และขา้ว) และคง
ประสิทธิภาพสม ่าเสมอในทุกพื้นท่ีทดลอง และสามารถใชร่้วมในระบบการปลูกพืช และการจดัการ
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ศตัรูพืชแบบต่าง ๆ ไดดี้ ยิง่ไปกวา่นั้นไดมี้การตรวจสอบแลว้ไม่พบยนี hrcN  ในเช้ือ SP007s ซ่ึง
จ าเป็นต่อการก่อให้เกิดโรคของแบคทีเรีย ตลอดจนสายพนัธ์ุน้ีไม่ก่อให้เกิดปฏิกิริยาเซลล์ของพืชยาสูบ
ตายอยา่งเฉียบพลนั (hypersensitive response) ผลการทดลองเหล่าน้ีแสดงวา่ P. fluorescens   SP007s 
ไม่ใช่เช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรค  (วลิาวรรณ์ และคณะ, 2549; ติยากร และ สุดฤดี, 2550; วลิาวรรณ์ 
และ สุดฤดี, 2550; วลิาวรรณ์ และ คณะ, 2550; สุดฤดี และ คณะ, 2550; วลิาวรรณ์ และ สุดฤดี, 
2551; Prathuangwong et al., 2009a;  Prathuangwong et al., 2009b;  Prathuangwong et al.,  2009c) 
ซ่ึงคุณสมบติัท่ีกล่าวมาทั้งหมดมีความจ าเป็นต่อการเป็นเช้ือปฏิปักษท่ี์ดีในการใชค้วบคุมโรค และ
ปรับปรุงผลผลิตพืช และเป็นคุณสมบติัท่ีโดดเด่นของเช้ือแบคทีเรีย P. fluorescens  SP007s ท่ีมี
การศึกษาครอบคลุมในเชิงลึกถึงกลไกในการควบคุมโรคของเช้ือสายพนัธ์ุน้ี อยา่งไรก็ตาม ยงัไม่มี
การศึกษาวจิยัยนืยนัการใชเ้ช้ือน้ีจะกระตุน้ใหค้ะนา้มีความตา้นทานต่อการเขา้ท าลายของหนอนใย
ผกั ทั้งน้ีกลไกส าคญัของการชกัน าใหพ้ืชตา้นทานโรค และ/หรือ แมลง จะเก่ียวขอ้งกบัการสะสม 
defense-related enzymes หลายชนิด (Buensanteai et al., 2008) แต่ยงัไม่มีการศึกษาวา่เช้ือน้ีกระตุน้
ใหพ้ืชสร้าง superoxide dismutase (SOD) ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์มีบทบาทหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบักลไกการ
ตอบสนองของพืช เพื่อการปกป้องจากความเครียดเน่ืองจากส่ิงมีชีวติ (โรค และ แมลง) และ
สภาพแวดลอ้ม และท่ีส าคญัมีรายงานวา่พืชในตระกลูคะนา้จะมีการผลิตและปลดปล่อยสาร 
glucosinolate ซ่ึงสามารถยบัย ั้งแมลงศตัรูพืช และโรคพืชได ้(Craig  and Sam, 2002) หากเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens  SP007s มีประสิทธิภาพชกัน าใหค้ะนา้สร้างสาร glucosinolate 
เพิ่มข้ึน ก็อาจมีแนวโนม้ควบคุมการเขา้ท าลายจากหนอนใยผกัซ่ึงยากต่อการควบคุมดว้ยสารเคมี 
และมีการด้ือต่อสารฆ่าแมลงหลายชนิดได ้

 
การควบคุมโรคโดยชีววธีิท่ีใชเ้ช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens  SP007s ไดรั้บความ

สนใจ และประสบความส าเร็จในระดบัดี และไดมี้การศึกษาพฒันาเป็นสูตรส าเร็จท่ีสามารถคง
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรค เม่ือน าไปใชใ้นสภาพแปลงปลูกพืชของเกษตรกร โดยเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens  SP007s เดิมท่ีพฒันาในรูปผลิตภณัฑ ์ISR-P® มีรายงานการน าไป
ในในสภาพไร่เพื่อควบคุมโรคพืชไดห้ลายชนิด (Prathuangwong et al., 2007) ซ่ึงการสร้าง
ผลิตภณัฑด์งักล่าวจะตอ้งมีการเพิ่มปริมาณเซลลต์ั้งตน้ดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย และน าเซลลท่ี์
ไดจ้ากอาหารเล้ียงเช้ือดงักล่าว มาผสมเขา้กบัสารพาท่ีมีคุณสมบติัในการรักษาสภาพเซลลแ์ละคง
ประสิทธิภาพเซลลแ์บคทีเรีย SP007s อยา่งไรก็ตามสูตรผลิตภณัฑเ์ช้ือ ISR-P® ยงัคงมีตน้ทุนการ
ผลิตท่ีสูง งานวจิยัน้ีจึงเป็นการพฒันาต่อยอดเพื่อปรับปรุงการผลิตผลิตภณัฑสู์ตรส าเร็จท่ีมีตน้ทุนต ่า
โดยน าเอาวสัดุเหลือใชท้างการเกษตรมาเขา้ร่วมในการพฒันาผลิตภณัฑช์นิดใหม่จะช่วยให้
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เกษตรกรสนใจการควบคุมศตัรูพืชโดยชีววธีิมากข้ึน ซ่ึงช่วยลดการใชส้ารเคมีสังเคราะห์และตน้ทุน
การผลิตพืชไดใ้นท่ีสุด 
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วตัถุประสงค์ 
 

1. ศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือ P. fluorescens SP007s ในการกระตุน้ใหพ้ืชสร้างสาร superoxide 
dismutase (SOD) และ สาร glucosinolate ท่ีมีผลยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรคน่าด า (X. campestris pv. 
campestris) และหนอนใยผกั (Plutella xylostella) ทั้งในสภาพเรือนทดลอง และในสภาพไร่ 

 
2. พฒันาสูตรส าเร็จของเช้ือ P. fluorescens SP007s ท่ีมีประสิทธิภาพ และราคาถูกโดยพฒันาจาก
วสัดุเหลือใช ้และเกษตรกรสามารถผลิตใชไ้ดง่้ายดว้ยตนเอง 
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การตรวจเอกสาร 
 

คะน้า 
 

คะนา้ (Brassica oleracea var. alboglabra) เป็นผกัท่ีแต่ละประเทศมีช่ือเรียกแตกต่างกนัไป 
คะนา้เป็นผกัท่ีรู้จกักนัมาตั้งแต่สมยักรีกโบราณและโรมนั โดยใชค้ะนา้เป็นอาหารมาตั้งแต่ 200 ปี
ก่อนคริสตศ์กัราช  มีถ่ินก าเนิดมาจากแถบ Mediterrannean น าไปสู่ประเทศจีน อินเดีย ไทย ไตห้วนั 
มาเลเซีย จนไดรั้บความนิยมเป็นเวลานาน (Rubatzky and Yamaguchi, 1997) คะนา้เป็นพืชฤดูเดียว 
(ไฉน, 2542) พบวา่มีคุณค่าทางโภชนาการสูง (nutrition values) ท่ีจ  าเป็นต่อร่างกายโดยส่วนท่ีกินได ้
100 กรัม จะมีวติามินเอ 7,540 IU วติามินซี 115 มิลลิกรัม แคลเซียม 62 มิลลิกรัม เหล็ก 2.2 มิลลิกรัม 
(Siemonsma and Piluek, 1994) มีการศึกษาพบวา่ใบคะนา้มีแคลเซียมสูงมาก ร่างกายสามารถดูดซึม
แคลเซียมจากคะนา้ไดไ้ม่นอ้ยกวา่แคลเซียมจากนม พบเบตา้แคโรทีน วติามินซี และเกลือแร่อยูเ่ป็น
จ านวนมาก  

 
พนัธ์ุคะน้า 

 
ปัจจุบนัพนัธ์ุคะนา้ท่ีนิยมปลูกในประเทศไทยมีอยู ่3 ประเภทคือ (เกษม, 2524)  
1. คะนา้ใบกลม มีลกัษณะใบกวา้งใหญ่ ปลอ้งสั้น ปลายใบมนและผิวใบเป็นคล่ืนเล็กนอ้ย 

พนัธ์ุฝางเบอร์1  
2. คะนา้ใบแหลม มีลกัษณะใบแคบกวา่พนัธ์ุใบกลม ปลายใบแหลม ขอ้ห่าง  
3. คะนา้ยอดหรือกา้น มีลกัษณะใบเหมือนกบัคะนา้ใบแหลม แต่จ านวนใบต่อตน้มีนอ้ยกวา่ 

ปลอ้งยาวกวา่ พนัธ์ุแม่โจ1้  
 

สภาพดินฟ้าอากาศทีเ่หมาะสม 
  

 คะนา้เป็นผกัท่ีสามารถข้ึนไดใ้นดินแทบทุกชนิดท่ีมีความอุดมสมบูรณ์สูงมีความเป็นกรด
เป็นด่าง (pH) ของดินอยูร่ะหวา่ง 5.5 - 6.8 และมีความช้ืนในดินสูงสม ่าเสมอ ความช้ืนในดิน
ประมาณ 80 เปอร์เซ็นต ์ตอ้งการแสงแดดเตม็ท่ี คะนา้สามารถเจริญเติบโตไดดี้ในอุณหภูมิเฉล่ีย 20 
องศาเซลเซียส แต่คะนา้ก็สามารถทนทานต่อสภาพอุณหภูมิสูงไดดี้ และใหผ้ลผลิตเป็นท่ีน่าพอใจใน
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สภาพอุณหภูมิสูงกวา่ 25 องศาเซลเซียส ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากไดเ้ปรียบกวา่ผกัตระกลูกะหล ่าอยา่ง
อ่ืนท่ีไม่จ าเป็นตอ้งผา่นการห่อหวัหรือออกดอกก่อนการเก็บเก่ียว (ไฉน, 2542) 
 

การปลูกและดูแลรักษาคะน้า 
 

การปลูกคะน้าซ่ึงสามารถปลูกไดต้ลอดปีแต่ผลผลิตท่ีไดจ้ะแตกต่างกนั ช่วงปลูกเดือน
มิถุนายนใหผ้ลผลิตสูงสุด รองลงมาคือ พฤศจิกายน เดือนตุลาคม เดือนกรกฎาคม และช่วงเดือนท่ี
ใหผ้ลผลิตต ่าสุดคือ เดือนมีนาคม เน่ืองจากเป็นช่วงท่ีความช้ืนในดินและอากาศต ่า และยงัมีแมลง
ชนิดหนอนใยผกัระบาดอีกดว้ย เน่ืองจากคะนา้เป็นผกัรากต้ืนจึงควรขดุดินใหลึ้กประมาณ 15-20 
เซนติเมตร ตากดินทิ้งไวป้ระมาณ 7-10 วนั แลว้น าปุ๋ยคอกหรือปุ๋ยหมกัท่ีสลายตวัดีแลว้มาใส่ 
คลุกเคลา้ใหเ้ขา้กบัดิน ทั้งน้ีเพื่อปรับปรุงสภาพทางกายภาพและเพิ่มความอุดมสมบูรณ์ของดิน ถา้
ดินเป็นกรดควรใส่ปูนขาวเพื่อปรับปรุงดินให้อยูใ่นสภาพท่ีเหมาะสม การเพาะปลูกหลงัจากเตรียม
ดินโดยยอ่ยหนา้ดินใหล้ะเอียดแลว้ นิยมหวา่นเมล็ดลงบนแปลงปลูกโดยตรงมากกวา่การยา้ยกลา้ 
หวา่นเมล็ดใหก้ระจายทัว่ทั้งผวิแปลง ใหเ้มล็ดห่างกนัประมาณ 2-3 เซนติเมตร ใชดิ้นผสมหรือปุ๋ย
คอกท่ีสลายตวัดีแลว้หวา่นกลบเมล็ดใหห้นาประมาณ 0.6-1 เซนติเมตร คลุมดว้ยฟางหรือหญา้แหง้
สะอาดบาง ๆ รดน ้าใหท้ัว่ถึงและสม ่าเสมอตน้กลา้จะงอกภายใน 7 วนัหลงัจากคะนา้งอกแลว้
ประมาณ 20 วนั หรือตน้สูงประมาณ 10 เซนติเมตร ใหเ้ร่ิมท าการถอนแยกคร้ังแรก โดยเลือกถอน
ตน้ท่ีไม่สมบูรณ์ออก ใหเ้หลือระยะห่างระหวา่งตน้ไวป้ระมาณ 10 เซนติเมตร และเม่ือคะนา้มีอายุ
ไดป้ระมาณ 30 วนั จึงท าการถอนแยกคร้ังท่ี 2 โดยใหเ้หลือระยะห่างระหวา่งตน้ 20 เซนติเมตร ใน
การถอนแยกคะนา้แต่ละคร้ังควรท าการก าจดัวชัพืชไปในตวัดว้ย และระยะปลูก ท่ีเหมาะสมคือ 
20x25 หรือ 25x25 เซนติเมตร  ระบบการปลูก ท่ีนิยมมี 2 ระบบคือ 1. การปลูกแบบร่องสวนหรือ
แบบร่องจีน ส่วนมากเป็นพื้นท่ีลุ่มแถวชานเมืองกรุงเทพฯ ปกติร่องสันจะกวา้งประมาณ 5-6 เมตร 
ความยาวไม่มีก าหนดหรือตามความยาวของพื้นท่ี ขดุดินระหวา่งร่องกวา้งประมาณ 3-4 เมตร น าดิน
ข้ึนมาใส่บนสันร่องเพื่อป้องกนัน ้าท่วม 2. การปลูกแบบยกแปลงปลูก ปกติแปลงท่ีใชป้ลูกจะกวา้ง 1 
เมตร ยาว 10 เมตร ความสูงแปลง 10-15 เซนติเมตร ทางเดิน 50 เซนติเมตร ซ่ึงสะดวกต่อการปฏิบติั
รักษาเป็นอยา่งมาก (ประยรูและอาสา, 2528) 
 

การดูแลรักษา เม่ือหวา่นหรือหยอดเมล็ดเรียบร้อยแลว้ กลบเมล็ดดว้ยดินดีหรือปุ๋ยอินทรีย์
หนาประมาณ 0.5-1 เซนติเมตร คลุมดว้ยฟางขา้วหรือหญา้แหง้ เพื่อรักษาความชุ่มช้ืนและการ
ป้องกนัน ้าท่ีรดปะทะกบัหนา้ดินและเมล็ดโดยตรงเสร็จแลว้รดน ้าใหชุ่้ม  การใหน้ ้าพบวา่คะนา้เป็น
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พืชท่ีตอ้งการน ้าอยา่งเพียงพอและสม ่าเสมอ เพราะตน้คะนา้มีการเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็วดงันั้น
การปลูกคะนา้จึงตอ้งปลูกในแหล่งท่ีมีน ้าเพียงพอตลอดฤดูปลูก หากคะนา้ขาดน ้าจะท าใหช้ะงกัการ
เจริญเติบโตและคุณภาพไม่ดีเท่าท่ีควร โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในระยะท่ีเมล็ดเร่ิมงอกยิง่ขาดน ้าไม่ไดเ้ลย 
วธีิการใหน้ ้าคะนา้โดยใชบ้วัฝอย หรือใชเ้คร่ืองฉีดฝอยฉีดใหท้ัว่และชุ่ม ใหน้ ้าคะนา้ วนัละ 2 เวลา 
คือ เชา้และเยน็ การใส่ปุ๋ย เน่ืองจากคะนา้เป็นผกักินใบและล าตน้ ดงันั้นจึงควรใส่ปุ๋ยท่ีมีธาตุ
ไนโตรเจนสูง สัดส่วนของธาตุอาหารในปุ๋ยท่ีใชคื้อ N:P:K เท่ากบั 2:1:1 เช่น ปุ๋ยสูตร 12-8-8 หรือ 
20-11-11 ในอตัราประมาณ 100 กิโลกรัมต่อไร่ ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัความอุดมสมบูรณ์ของดิน และ
ปริมาณปุ๋ยคอกท่ีใช ้โดยแบ่งใส่ 2 คร้ัง ๆ ละเท่า ๆ กนั คือ ใส่หลงัจากการถอนแยกคร้ังแรก และ
หลงัจากถอนแยกคร้ังท่ีสอง อยา่งไรก็ตามหากสังเกตเห็นวา่ผกัท่ีปลูกไม่ค่อยเจริญเติบโตเท่าท่ีควร
อาจจะใส่ปุ๋ยบ ารุงเพิ่มเติม เช่นปุ๋ยยเูรีย ปุ๋ยแอมโมเนียมไนเตรท โดยใหท้างรากหรือละลายน ้าใน
อตัราประมาณ 3-4 ชอ้นแกงต่อน ้า 20 ลิตร พน่ทางใบ หมัน่พรวนดินและก าจดัวชัพืช ควรท า
พร้อมๆ กบัการถอนแยก และตอ้งระวงัไม่ให้รากและใบของคะนา้ไดรั้บความกระทบกระเทือน 
คะนา้ท่ีปลูกในประเทศไทยมีอายกุารเก็บเก่ียวประมาณ 45-55 วนั หลงัปลูก ซ่ึงเป็นระยะท่ีคะนา้โต
เตม็ท่ี คะนา้อาย ุ45 วนัเป็นระยะท่ีตลาดมีความตอ้งการมาก แต่คะนา้ท่ีมีอาย ุ50-55 วนัเป็นระยะท่ี
เก็บเก่ียวไดน้ ้าหนกัมากกวา่ โดยใชมี้ดตดัใหชิ้ดโคนตน้ (ยพุยงษ,์ 2546) 

 
โรคและแมลงทีส่ าคัญของคะน้า 

 
โรคและแมลงท่ีพบในแปลงปลูกผกัคะนา้ไดแ้ก่ เน่าคอดิน (Damping-off), ใบจุดอลัเทอร์

นาเรีย (Alternaria leaf spot: Alternaria sp.), ราน ้าคา้ง (Downy mildew), เน่าด า (Black rot : 
Xanthomonas campestris pv. campestris), เน่าเละ (Soft rot : Erwinia carotovora sub.sp. 
carotovora), รากปม ( Meloidogyne incognita), โรคไวรัส(Rimmer et al., 2006) และการถูกท าลาย
จากแมลงศตัรูพืช ไดแ้ก่ หนอนใยผกั  (Plutella xylostella ), เพล้ียอ่อน (Aphid), ดว้งหมดัผกั 
(Phyllotreta sinuata), หนอนกระทูห้อม (Spodoptera exigua), หนอนกระทูผ้กั (Spodoptera litura), 
เป็นตน้  

 

โรคเน่าด า (Bacterial leaf blight or black rot) 
 

 เป็นโรคท่ีส าคญัของพืชตระกลูกะหล ่า ซ่ึงไดแ้ก่ กะหล ่าปลี กะหล ่าปม กะหล ่าดาว กะหล ่า
ดอก บร๊อคโคล่ี  ผกักาดเขียว ผกักาดขาว ผกักวางตุง้ ผกักาดหวั ผกักาดหอม และแรดิช พบโรค
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ระบาดทัว่ไปตามแหล่งท่ีมีการปลูกผกัดงักล่าวโดยเฉพาะในฤดูฝนหรือฤดูท่ีมีความช้ืนสูง อาจเป็น
รุนแรงท าความเสียหายไดถึ้ง 50 เปอร์เซ็นต ์เกษตรกรรู้จกักนัดีคือ โรคขอบใบทอง โดยเรียกตาม
ลกัษณะอาการท่ีพืชแสดงออกเม่ือเป็นมากจะเห็นพืชทั้งแปลง มีใบแหง้เป็นสีน ้าตาลหรือเหลือง
คลา้ยสีทอง (ศกัด์ิ, 2527) 

  
ลกัษณะอาการ 

 
เช้ือสาเหตุโรคเขา้ท าลายคะนา้ไดทุ้กระยะการเจริญเติบโตหากเขา้ท าลายในระยะกลา้หรือ

ตน้อ่อน พืชมกัจะตายทนัที โดยจะพบวา่ท่ีขอบใบหรือใบเล้ียง มีอาการไหมแ้หง้ เส้นใบเน่าเป็นสีด า 
ใบท่ีแสดงอาการจะบางกวา่ปกติ ต่อมาจะแหง้เป็นสีน ้าตาลและหลุดออกจากตน้ หากไม่ตายใน
ระยะน้ีก็จะเกิดอาการแคระแกร็นชะงกัหรือหยดุการเจริญเติบโต ใบท่ีอยูต่อนล่างๆ ของตน้จะหลุด
ร่วงไป ส่วนท่ีเหลืออยูจ่ะมีสีเหลืองและเส้นใบมีสีด า ในตน้ท่ีโตจะพบอาการใบแก่ท่ีอยูส่่วนล่างๆ 
ของตน้ โดยอาการจะเร่ิมเหลืองและแหง้ตายบริเวณขอบใบข้ึนก่อนแลว้ค่อยลามลึกเขา้มาในเน้ือใบ
ตามแนวเส้นใบท่ีอยูร่ะดบัเดียวกนัจนจรดแกนกลางของใบ ท าใหเ้กิดอาการเหลืองหรือแหง้เป็นสี
น ้าตาลคลา้ยรูปตวัว ี(V-shaped) ข้ึน ซ่ึงเป็นลกัษณะอาการพิเศษเฉพาะของโรคน้ี หากเป็นรุนแรง
เช้ือจะเขา้ไปเจริญอยูท่ี่กา้นใบ เม่ือน าใบเหล่าน้ีมาตดัหรือผา่ออกตามขวางจะเห็นส่วนท่ีเป็นท่อน ้า
เน่าเป็นสีด า ในตน้ท่ีมีอายมุากอาการเน่าด าของ vascular bundle จะลุกลามลงไปถึงตน้และต่อลงไป
ยงัราก อาการน้ีมกัจะเกิดอาการเห่ียวและอาจเหลืองทั้งตน้ ในกรณีดงักล่าวเช้ือจะถูกส่งกระจายไป
ทัว่ตน้พืช ถา้เป็นตน้แก่ให้เมล็ดหรือฝักแลว้เช้ือก็จะไปเคลือบอยูท่ี่ผวิหรือเปลือกของเมล็ด ท าให้
เกิดเป็น seed-borne และติดต่อไปยงัตน้ท่ีเกิดใหม่ได ้อาการบนใบจนผกับางชนิดอาจจะแตกต่าง
ออกไปคือแทนท่ีจะเกิดอาการเหลืองหรือแหง้เขา้มาจากขอบใบก็จะเกิดอาการใบจุดแทน โดยจะ
เกิดเป็นจุดแผลเล็กๆ สีน ้าตาลหรือม่วงข้ึนท่ีเน้ือใบโดยเฉพาะในระยะท่ีความช้ืนสูงหรือฝนตกชุก 
ใบพวกน้ีในท่ีสุดจะเหลืองทั้งใบ เห่ียวเฉาและหลุดจากตน้ (Rimmer et al., 2006) 

 
ลกัษณะเช้ือสาเหตุ 

 
Xanthomonas campestris pv. campestris เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างเป็นท่อนตรงสั้น 

ขนาด 0.4-0.5x1.2-2.0 ไมครอน มี flagellar แบบ monotrichous ไม่สร้างสปอร์ เขา้ท าลายพืชทางใบ 
และสร้าง slimy exudates  ท่ีมีลกัษณะเยิม้ชดัเจน ไม่สามารถใชก้ลูโคสในสภาพไม่มีอากาศ 
สามารถยอ่ย gelatin, casein, starch และ tween 80 ไดค้่อนขา้งดี ไม่สร้าง indole ใน peptone water 
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สามารสร้างเอนไซม ์catalase แต่ไม่สร้างเอนไซม ์oxidase และ urease สร้าง H2S จาก peptone 
water ไม่รีดิวส์ nitrate ใหเ้ป็น nitrite ไม่สร้าง acetoin และไม่เปล่ียนสีของ methyl red indicator 
เจริญใน litmusmilk ท าใหลิ้สมสัมีสภาพเป็นด่างสามารถใช ้glucose, arabinose, mannose, lactose, 
sucrosec และ manitol เป็นแหล่งของพลงังานได ้โดยท าใหเ้กิดกรดแต่ไม่เกิดแก๊ส เม่ือเจริญบน
อาหารเล้ียงเช้ือ nutrient glucose agar โคโลนีจะมีสีเหลืองอ่อน ลกัษณะกลมนูน ขอบเรียบ ผวิเรียบ
เป็นมนัเจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิระหวา่ง 25-28 องศาเซลเซียส เช้ือมีคุณสมบติัท่ีส าคญัคือผลิตรงควตัถุสี
เหลืองเรียกวา่ xanthomonadin pigment ไม่ละลายน ้า เป็นเช้ือแบคทีเรียท่ีจดัเป็น type species คือยงั
มี strain ต่าง ๆ แยกออกไปอีกหลาย strains ตามชนิดของพืชท่ีเช้ือเขา้ท าลาย เช้ือแบคทีเรียชนิดน้ีไม่
เป็นสาเหตุของโรคมนุษย ์(Roberts and Koenraadt, 2007) 

 
การแพร่กระจาย 

 
การแพร่กระจายของเช้ือโรคท่ีส าคญัและไปไดไ้กลท่ีสุดโดยติดไปกบัเมล็ดแลว้แพร่ไปยงั

ตน้กลา้อ่ืนในแปลงเพาะกลา้ ส่วนการเกิดโรคในแปลงเกิดจากตน้กลา้ท่ีไดรั้บเช้ือในแปลงเพาะ 
หรือจากเช้ือท่ีตกคา้งอยูใ่นเศษซากพืชในดิน หรือในพืชอาศยัท่ีอยูใ่นแปลง (volunteer plants) แลว้
แพร่กระจายโดยน ้าฝน หรือน ้าท่ีใชร้ดตน้พืช เช้ือเขา้สู่พืชทางระบบราก ทางปากใบ (stomata) ต่อม
คายน ้า (hydathodes) หรือทางแผลแลว้กระจายสู่ส่วนต่าง ๆ ทาง xylem เช้ือแพร่กระจายจากตน้เป็น
โรคไปยงัตน้ขา้งเคียงโดยไปกบัลม ฝน น ้าชลประทาน เป็นตน้ การระบาดของโรคจะเกิดไดดี้เม่ือ
สภาพแวดลอ้มเหมาะสม และพืชเกิดบาดแผลโดยแมลงกดักิน ลมพดัท าใหใ้บฉีกหกั หรือแผลจาก
การเขตกรรม (Roberts and Koenraadt, 2007) 
 

การป้องกนัก าจัด 
  
เน่ืองจากเช้ือสาเหตุโรคเน่าด าติดมากบัเมล็ดการป้องกนัสามารถท าไดโ้ดย วธีิการต่าง ๆ 

เช่น แช่น ้าอุ่นอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 นาที ส าหรับเมล็ดกะหล ่าปลี หรือ 18 นาที
ส าหรับเมล็ดกะหล ่าอ่ืน ๆ นอกจากการแช่ในน ้าอุ่น สามารถก าจดัเช้ือท่ีติดมากบัเมล็ดกะหล ่าปลีได้
โดยแช่เมล็ดในสารละลาย 0.5 เปอร์เซ็นต ์cupric acetate ท่ีละลายใน 0.005 N acetic acid   เป็นเวลา 
20 นาทีโดยใชอุ้ณหภูมิระหวา่ง 35-50 องศาเซลเซียส หรือเลือกซ้ือเมล็ดพนัธ์ุท่ีมีมาตรฐานการผลิต 
ซ่ึงผลิตจากแปลงท่ีไม่มีโรคระบาดหรือไดรั้บการตรวจสอบแลว้วา่ปราศจากเช้ือ และไม่ควรปลูก
พืชตระกลูกะหล ่าลงในดินท่ีมีการระบาดของโรคอยา่งรุนแรงมาก่อน ควรเปล่ียนไปปลูกพืชชนิด
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อ่ืนท่ีไม่ใช่พืชอาศยัของเช้ืออยา่งนอ้ย 2 ปี เพื่อให้เศษซากพืชและเช้ือหมดไปจากดิน  ก าจดัเศษซาก
พืชและวชัพืชตระกลูกะหล ่าในแปลงและบริเวณใกลเ้คียง เพื่อไม่ใหเ้ป็นท่ีอาศยัอยูข่า้มฤดูของเช้ือ 
เม่ือเร่ิมพบโรคในแปลง ควรถอนตน้เป็นโรคน าไปเผาทิ้ง แลว้ฉีดสารเคมีป้องกนัโรคในแปลงปลูก
ดว้ยสารประกอบทองแดง หรือ สเตรพโตมยัซินซลัเฟต อตัรา 400-800 ppm โดยฉีดพ่นทุกๆ 
สัปดาห์ในช่วงท่ีสภาพแวดลอ้มเหมาะสมต่อการแพร่ระบาดของโรค คือเม่ืออุณหภูมิค่อนขา้งสูง
และความช้ืนสูง (ศกัด์ิ, 2547) 

 
หนอนใยผกั 

 
หนอนใยผกั  มีช่ือวทิยาศาสตร์วา่ Plutella  xylostella L.  ช่ือสามญั diamonback moth จดั

อยูใ่นวงศ ์ Yponomeutidae  อนัดบั  Lepidoptera (อนนัต,์ 2521) หรือท่ีเกษตรกรเรียกวา่ ตวัจรวด
หรือตวับินหนอนใยผกัเป็นแมลงศตัรูพืชท่ีส าคญัของพืชตระกลูกะหล ่าไดแ้ก่ กะหล ่าปลี, กะหล ่า
ดอก, คะนา้, ผกักาดขาวปลี, ผกักาดหวั, บร๊อคโคลี ซ่ึงสามารถพบไดท้ัว่ไปในทุกเขตของโลกทั้ง
เขตร้อน เขตอบอุ่น หรือเขตหนาว (Hill, 1975) โดยคาดวา่น่าจะมีจุดก าเนิดข้ึนในแถบเมดิเตอร์เร
เนียน ส าหรับประเทศไทยหนอนใยผกัเป็นแมลงศตัรูผกัท่ีส าคญั โดยเฉพาะแหล่งปลูกผกัตระกลู
กะหล ่า  (อจัฉราพร และคณะ, 2528) เช่น จงัหวดัราชบุรี บางพื้นท่ีของจงัหวดัเชียงใหม่ นนทบุรี 
และในเขตกรุงเทพฯ พบการระบาดมากตั้งแต่ช่วงปลายฤดูหนาว ถึงฤดูแลง้ โดยเฉพาะเดือน
มกราคมถึงเดือนเมษายน ส่วนในฤดูฝนมีการระบาดนอ้ยเน่ืองจากฝนเป็นปัจจยัหน่ึงท่ีท าใหห้นอน
ใยผกัตาย (Vattanatangum, 1988) 
 

รูปร่างลักษณะและชีวประวตัิหนอนใยผกั 
 
หนอนใยผกัเป็นแมลงท่ีมีความทนทานต่อสภาพแวดล้อมท่ีแปรปรวน ได้เป็นอย่างดี 

(Stepanova, 1962) โดยสามารถเจริญเติบโตไดแ้มช่้วงอุณหภูมิท่ีต ่ากวา่ 5 องศาเซลเซียส หรือสูงกวา่ 
37 องศาเซลเซียส แต่ปกติช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจะอยู่ระหว่าง 5 องศาเซลเซียส ถึง 30 องศา
เซลเซียส ในเขตร้อนยงัไม่พบว่าหนอนใยผกัมีการพกัตวัแต่อย่างใด  ส่วนในเขตอบอุ่นและเขต
หนาวหนอนใยผกัสามารถอยู่ขา้มฤดูหนาวไดใ้นรูปดกัแด ้ส่วนตวัเต็มวยันั้น อาศยัหลบซ่อนตาม
ซากพืชและวชัพืชท่ีเหลือตกคา้งอยู ่(Arkhipov, 1980) พฤติกรรมของหนอนใยผกัเม่ือถูกตวัจะด้ิน
และสร้างใย ทิ้งตวัหอ้ยลงบนพื้นดิน จึงเรียกช่ือของหนอนชนิดน้ีวา่ หนอนใยผกั (ชาญณรงค,์ 2550) 
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การควบคุมโรคโดยชีววธีิและการประยุกต์ใช้ในแปลงคะน้า 
 

การควบคุมโรคโดยชีววธีิ คือ การน าเช้ือจุลินทรียป์ฏิปักษ ์(antagonist) ชนิดหน่ึงหรือ
มากกวา่ ตลอดจนพนัธุกรรมหรือผลผลิตจากพนัธุกรรม (gene or gene product) แต่ไม่รวมถึงการ
กระท าโดยตรงจากมนุษย ์(Cook และ Baker, 1983)  ท่ีมีอยูท่ ัว่ไปตามบริเวณผวิพืชส่วนเหนือดิน 
(Munk vald และ Marois, 1993) บริเวณรากและดินรอบราก ท่ีมีความสามารถในการแข่งขนั 
(competition) ทางดา้นแหล่งแร่ธาตุอาหารและแหล่งท่ีอยูอ่าศยั การเป็นปรสิต (parasite) รวมถึงการ
ผลิตสารปฏิชีวนะ (antibiotics) ออกมายบัย ั้งการเจริญของเช้ือชนิดอ่ืน (Campbell, 1989) ซ่ึงถือวา่
เป็นกลไกท่ีส าคญัของจุลินทรียป์ฏิปักษ ์มาใชใ้นการควบคุมโรคพืชทดแทนการใชส้ารเคมี ปัจจุบนั
น้ีมีการน า จุลินทรียท่ี์อาศยัอยูบ่ริเวณเขตรอบรากพืช (rizosphere) และบนผวิใบพืช (epiphytic) 
โดยเฉพาะอยา่งยิง่แบคทีเรียท่ีอาศยัอยูก่บัราก (rhizobacteria) และช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
พืชหลายชนิด เรียกวา่ plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) (นิพนธ์,  2533 ; Kloepper,  
1992) กลไกส าคญัของเช้ือ PGPR คือจะท าใหพ้ืชมีการเจริญเติบโตโดยไปช่วยเปล่ียนหรือลด
ความสามารถในการครอบครองรากของเช้ือโรคอ่ืน  รวมทั้งการเพิ่มและเพื่อกระตุน้ใหพ้ืชสร้าง 
growth hormone มากข้ึน การท่ีเช้ือจะประสบความส าเร็จเช่นน้ีไดต้อ้งมีปริมาณสูงมากพอ และ
จะตอ้งให้เช้ือใกลก้บัเมล็ดของพืชมากท่ีสุด เม่ือรากงอกออกมาจะไดเ้จริญรอบรากท่ียืดยาวออกไป
ไดอ้ยา่งทัว่ถึง และเช้ือ PGPR น้ีแสดงคุณสมบติัไดดี้เม่ืออยูใ่นดินธรรมชาติ (นิพนธ์,  2533 ; Bowen 
and Rovira, 1976)  จดัเป็นกลไกท่ีส าคญัของเช้ือปฏิปักษท่ี์น ามาปรับใชใ้นการควบคุมโรคพืชได้
อยา่งมีประ สิทธิภาพ นอกจากน้ีการใชแ้บคทีเรียท่ีอาศยัตามบริเวณรากและดินรอบรากพืชท่ีมี
ความสามารถในการอยูอ่าศยัร่วมกบัรากพืชและไม่เป็นโทษกบัพืช (mutualism or symbiosis)  มา
เพิ่มปริมาณและใส่ลงไปในดินเพาะปลูกเพื่อส่งเสริมการใชธ้าตุอาหารของพืช ตลอดจนสามาร
กระตุน้ใหพ้ืชผลิตสารต่าง ๆ ออกมายบัย ั้งการเจริญของเช้ือโรค รวมทั้งการผลิตสารบางชนิดท่ี
กระตุน้ใหพ้ืชเจริญเติบโตแข็งแรงเตม็พิกดัของพนัธุกรรม จดัเป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีจะช่วยส่งเสริม
การเจริญเติบโตของพืชและลดปัญหาในการใชส้ารเคมี ซ่ึงเรียกเช้ือแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบติัดงักล่าว
วา่  plant-growth promoting rhizobacteria (PGPR) ในธรรมชาติจะมีเช้ือแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบติัใน
การน ามาใชค้วบคุมโรคพืช เรียกวา่ เช้ือปฏิปักษ ์(antagonist) โดยเช้ือน้ีจะมีกลไกควบคุมเช้ือท่ีเป็น
สาเหตุของโรคได ้คือ  

 
1. การแข่งขนั (Competition) เช้ือปฏิปักษ ์มีความสามารถแข่งขนักบัเช้ือโรคพืชในดา้นต่าง 

ๆ เช่น การใชธ้าตุอาหาร อากาศ และการครอบครองพื้นท่ีไดดี้กวา่ (Suwanto et al., 1996) ท าใหเ้ช้ือ
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โรคพืชไม่สามารถเจริญ หรืออาศยัอยูใ่นบริเวณท่ีมีเช้ือปฏิปักษ ์พืชจะเจริญเติบโตแขง็แรงมีผลผลิต
สูงข้ึน การแข่งขนัท่ีพบมากคือ การแข่งขนัโดยการแก่งแยง่อาหารเป็นลกัษณะของ ท่ีจะไปลด
ปริมาณสารอาหารซ่ึงจ าเป็นส าหรับการเจริญของเช้ือโรค เน่ืองมาจาก biocontrol agent เหล่าน้ีมี
ประสิทธิภาพในการใชอ้าหารหรือมีความสามารถในการเจริญเร็วมาก ชนิดของอาหารท่ีจ าเป็นต่อ
การเจริญนั้นข้ึนอยูก่บัชนิดของจุลินทรีย ์ดิน และพืชอาศยั ซ่ึงไดแ้ก่ ธาตุเหล็ก คาร์บอน ไนโตรเจน 
ออกซิเจน และ micronutrient ซ่ึงมีการศึกษาพบวา่แบคทีเรียกลุ่ม fluorescent pseudomonads มี
ความ สามารถในการใชส้ารอาหารไดห้ลายชนิดและเจริญบริเวณรากพืชไดร้วดเร็ว และแก่งแยง่ใน
ต าแหน่งของการยดึเกาะ (site of infection) เป็นกลไกส าคญัของการยบัย ั้งเช้ือท่ีท าลายรากและ
กระตุน้การเจริญเติบโตของพืช (อุรัจฉทา, 2543)  

 
2. การผลิตสารฆ่าช้ือโรค (Antibiosis) เช้ือปฏิปักษมี์ความสามารถผลิตสารท่ีมีคุณสมบติั

ยบัย ั้งหรือท าลายเช้ือโรคได ้เช่น สารพิษ (toxin) หรือสารปฏิชีวนะ (antibiotic) ตลอดจน enzyme 
ต่างๆ (Campbell, 1989) พบวา่กลไกน้ีเป็นการควบคุมโรคพืชโดยชีววธีิท่ีส าเร็จเป็นคร้ังแรกโดยเช้ือ
ปฏิปักษ ์Agrobacterium radiobacter สายพนัธ์ุ K84 จะผลิตสาร bacteriocin ท่ีมีช่ือวา่ Agrocin 84 
ไปยบัย ั้งหรือท าลายเช้ือ A. tumefaciens biotype 1 และ 2 สาเหตุโรค crown gall ของพืชได ้  

 
3. การเป็นปรสิต (Parasitism) เช้ือจุลินทรียท่ี์มีคุณสมบติัเป็นปรสิต (parasite) เขา้ไปเจริญ

อาศยัท าลายส่ิงมีชีวติอ่ืนนั้นพบไดไ้ม่มากนกั การใชค้วบคุมโรคพืช ยงัไม่ประสบความส าเร็จ
เหมือนปฏิกิริยาแบบการท าลายชีวติ เช่น Erwinia urediniolytica เขา้ท าลาย pedicel ของสปอร์เช้ือ
ราสนิมหรือเช้ือแบคทีเรีย Pasteuria penetrans ท่ีเป็นปรสิตของไส้เดือนฝอย Meloidogyne 
incognita สาเหตุโรครากปม (นิพนธ์, 2533) 

 
4. การส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชอาศยั (Plant Growth Promotion) โดยจุลินทรียจ์ะ

กระตุน้การเจริญเติบโตของพืชเพิ่มข้ึน โดยเฉพาะในระยะกลา้เน่ืองจากจุลินทรียส์ามารถ
ครอบครองท่ีบริเวณรากพืชและเจริญแข่งขนักบัจุลินทรียอ่ื์นท่ีอาศยัอยูบ่ริเวณรากไดดี้ นอกจากน้ีจะ
ผลิตสารท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเจริฐเติบโตชนิดเดียวกบัท่ีพืชผลิตได ้เช่น ออกซิน จึงช่วยเพิ่มพนูการท า
หนา้ท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชไดดี้ (สุดฤดี, 2551) 
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5. การชกัน าใหพ้ืชอาศยัเกิดความตา้นทานโรค (Induced disease resistance) เป็นกลไกท่ี
สามารถจะชกัน าหรือกระตุน้ใหพ้ืชสร้างสารปกป้องตนเองไดเ้พิ่มมากข้ึนโดยเฉพาะในช่วงหลงัจาก
ใชเ้ช้ือปฏิปักษแ์ลว้มีเช้ือโรคเขา้ท าลาย (สุดฤดี, 2548) 

 
เช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ Pseudomonas  fluorescens SP007s 

 
มีรายงานการแบคทีเรียปฏิปักษ ์Pseudomonas  fluorescens SP007s ท่ีแยกไดจ้ากดินบริเวณ

รากกะหล ่าดอกมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเน่าเละไดเ้ป็นอยา่งดี (วลิาวรรณ์ และสุดฤดี, 
2550) รวมทั้งการประเมินประสิทธิภาพของระดบัความเขม้ขน้ วธีิการใช ้และความถ่ีท่ีเหมาะสม
ของแบคทีเรียปฏิปักษ ์SP007s ผลการทดลองประสิทธิภาพเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษท่ี์ระดบัความ
เขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนัในการควบคุมโรคเน่าเละของกะหล ่าดอกในเรือนทดลอง พบวา่การคลุกเมล็ด
ก่อนปลูกและพน่ดว้ย suspension เช้ือ SP007s ท่ีความขุ่น 0.1 OD สามารถลดความรุนแรงโรคเน่า
เละไดสู้ง 75.26 เปอร์เซ็นต ์น าระดบัความเขม้ขน้ดงักล่าว ประยกุตใ์ชใ้นสภาพไร่ พบวา่การคลุก
เมล็ดดว้ย suspension เช้ือ SP009s ความขุ่น 0.15 OD ก่อนปลูก และพน่ suspension เช้ือ SP007s 
ความขุ่น 0.1 OD 4 คร้ัง ท่ีอาย ุ14, 28, 32, และ 46 วนั มีประสิทธิภาพสูงในการเสริมการ
เจริญเติบโต ลดความรุนแรงโรคเน่าเละ ขอบใบทอง และใบจุดอลัเทอร์นาเรียไดดี้ท่ีสุด โดยลด
ความรุนแรงของโรคได ้80.26, 82.08, และ 86.01 เปอร์เซ็นต ์และผลผลิตรวม 1.97 ตนั/ไร่ตามล าดบั 
(วลิาวรรณ์ และสุดฤดี, 2551) ไดมี้การศึกษาน าเช้ือสายพนัธ์ุ SP007s น้ีมาทดสอบความสามารถใน
การควบคุมโรคเน่าด าของคะนา้ในหอ้งปฏิบติัการและสภาพเรือนทดลองพบวา่สามารถยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือโรค และพบวา่การปลูกโดยคลุกเมล็ดก่อนปลูกร่วมกบัการพน่ใบสองคร้ังดว้ย SP007s 
แสดงประสิทธิภาพสูงสุดในการควบคุมโรค โดยสามารถลดความรุนแรงโรคเน่าด าไดสู้งถึง 80 
เปอร์เซ็นต ์(ติยากร และสุดฤดี, 2550) มีรายงานการน าไปใชร่้วมกบัสารชีวภณัฑแ์ละจุลินทรียส์าย
พนัธ์ุอ่ืนๆ เช่น การใชส้ารแขวนลอยของเช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SP009s คลุกเมล็ดและพน่ดว้ยเช้ือ
แบคทีเรียสายพนัธ์ุ SP007s ร่วมกบัสารชีวภณัฑ์ (เกอมาร์ บี เอม็8®) มีประสิทธิภาพในการส่งเสริม
การเจริญเติบโตของตน้กลา้กะหล ่าดอกในส่วนของ น ้าหนกั ความสูง และความยาวใบ ไดดี้ท่ีสุด 
เท่ากบั 22.95, 19.03, และ 14.34 เซนติเมตร ตามล าดบั และสามารถควบคุมโรคเน่าเละของกะหล ่า
ดอกท่ีเกิดจาก E. carotovora subsp. carotovora ไดดี้ท่ีสุดโดยความรุนแรงของโรคเท่ากบั 17.30 
เปอร์เซ็นตส่์งผลใหผ้ลผลิตในกรรมวธีิดงักล่าวดีท่ีสุดเท่ากบั 1.70 ตนั/ไร่ การใชเ้ช้ือแบคทีเรียสาย
พนัธ์ุ SP007s คลุกเมล็ด และใชเ้ช้ือแบคทีเรียสายพนัธ์ุ SP009s ร่วมกบัสารสกดัสาหร่ายพน่ใบ
สามารถควบคุมโรคขอบใบทองของกะหล ่าดอกท่ีเกิดจาก X. campestris pv. campestris ไดดี้ท่ีสุด 
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โดยความรุนแรงของโรคเท่ากบั 8.03 เปอร์เซ็นต ์และมีผลผลิตเท่ากบั 1.67 ตนั/ไร่ (วลิาวรรณ์ และ
คณะ, 2550)  มีรายงานการประเมินความเส่ียงผลกระทบต่อประชาคมแบคทีเรียเม่ือใชส้ายพนัธ์ุ 
SP007s ในการผลิตกะหล ่าดอกพบวา่ประชากรของแบคทีเรีย บริเวณรอบ ๆ รากหลงัการเก็บเก่ียว
พืชไม่มีการเปล่ียนแปลงและ/หรือเพิ่มข้ึน 2-4 เท่า และเช้ือสาเหตุโรคเน่าเละ มีจ านวนลดลง และ
พบวา่ไม่มียนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการท างาน ATPase ในระบบ Type III  secretion (วลิาวรรณ์ และสุดฤดี, 
2550) แต่ยงัไม่มีการศึกษาในระดบัลึกลงไปถึงการกลไกการท างาน การศึกษาในคร้ังน้ีจึงมุ่งเนน้
การศึกษาถึงกลไกการชกัน าภูมิตา้นทานโดยใชแ้บคทีเรียปฏิปักษส์ายพนัธ์ุ SP007s ในรูปแบบชีว
ภณัฑ ์
 

กลไกการป้องกนัตนเองของพชื (Plant defense response) 
 
การชกัน าใหพ้ืชมีกลไกในการปกป้องตวัเองและมีความ สามารถในการตา้นทานต่อเช้ือ

สาเหตุโรคโดยใชเ้ช้ือ biological control agent (BCA) สามารถชกัน ากระบวนการปกป้องตวัเองจาก
การท าลายของเช้ือโรคดว้ยวิธี ต่าง ๆ กนั  (Prathuangwong et al, 2000) โดยการเกิด oxidative burst 
ส่งผลใหเ้กิดการกระตุน้ใหมี้การเปล่ียนแปลงของกระบวนทางชีวเคมีในพืช เกิดการสะสมของ 
phytoalexin และโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัความตา้นทานของพืช (PR protein) เช่น เอนไซม ์chitinase 
และเอนไซม ์β-1,3-glucanase ในการชกัน าความตา้นทานของพืชท่ีเกิดจากการกระตุน้ของเช้ือเป็น
ความสัมพนัธ์ของเช้ือกบัพืชอาศยั เป็นกระบวนการจดจ า (recognition) ของพืชต่อเช้ือโดยเฉพาะ
เช้ือสาเหตุโรค ส่งผลใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงประจุไฟฟ้า (ion fluxes exchange) ท่ีชั้นพลาสมาเมม
เบรน ก่อใหเ้กิดการแตกตวัของออกซิเจนและมีการสร้าง nitric oxide และสารพวก reactive oxygen 
species (ROSs) เช่น superoxide dismutase และ hydrogen peroxide ก่อใหเ้กิดการกระตุน้การ
เปล่ียนแปลงโปรตีนปกป้องตนเองของพืช ประกอบดว้ยเอนไซม์ท่ีเก่ียวขอ้งกบัสารสังเคราะห์ 
phytoalexin หรือ PR protein เช่น MAPK superfamily kinase, superoxide dismutase, NADPH 
oxidase, lipoxygenase, glucosyl transferase นอกจากน้ียงัพบวา่มีการสะสมของสารตวักลางและ
เอนไซมข์องกระบวนการ phenolic accumulation pathway ประกอบดว้ยเอนไซม ์peroxidase, 
polyphenol oxidase, phenylalanine ammonia lyase, รวมทั้ง salicylic acid และสาร benzoic acid ซ่ึง
สารเหล่าน้ีเป็น signal molecule ส่งสัญญาณใหพ้ืชเกิดความตา้นทานทั้งระบบ (systemic acquired 
resistance : SAR  และ induced systemic resistance : ISR) (Van L.C and Van Strien, 1999)  
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Superoxide dismutase (SOD) 
 
SOD เป็นเอนไซมท่ี์พบไดท้ั้งในเซลลเ์ช้ือโรค และเซลลพ์ืช SOD เป็นเอมไซมท่ี์มีการ

เก่ียวขอ้งกบักลไกการตอบสนอง จากกระบวนการปกป้องตนเองของพืช ซ่ึงเกิดจากความเครียดท่ีมี
ผลกระทบจากส่ิงมีชีวติและไม่มีชีวติ พบวา่พืชจะผลิตสาร SOD ชนิดต่าง ๆ กนั ซ่ึง SOD จะมี
ปริมาณสัมพนัธ์กนักบัปริมาณของ reactive oxygen species (ROS) ซ่ึงอยูใ่นรูปท่ีไม่สมดุล 
(oxidative stress) และเป็นพิษต่อเซลลพ์ืช สารดงักล่าวจะมีหนา้ท่ีในการเร่งปฏิกิริยา (catalyse)  
dismutation ของอนุมูลอิสระของออกซิเจน (O2

- ) (superoxide radical ) ใหร้วมตวัเป็นสารประกอบ
ชนิดต่าง ๆ ท่ีเป็นอนัตรายต่อเช้ือสาเหตุโรค ไดแ้ก่  H2O2    เป็นตน้ โดยกลไกการปกป้องตนเอง
ดงักล่าวของเซลลพ์ืชสามารถชกัน าไดโ้ดยแบคทีเรีย ทั้งท่ีเป็นเช้ือสาเหตุโรคและแบคทีเรียปฏิปักษ ์
(Levy, 1992; สัมฤทธ์ิ, 2544) โดยมีรายงานวา่ SOD เป็นเอนไซมแ์รกท่ีออกมาปกป้องการเขา้ท าลาย
ของเช้ือสาเหตุ ซ่ึงสามารถแบ่งแยกไดส้ามรูปแบบดว้ยกนั คือ Mn-, Fe-  และ Cu- /Zn-  พบมีในเซลล์
พวก Prokaryote และของเหลวในไมโตรคอนเดียของเซลล ์eukaryote ซ่ึงพบวา่ในหน่วยพนัธุกรรม 
ส าหรับผลิตเอนไซม ์ SOD จะใชแ้บคทีเรียเป็นตวักลางในการขนถ่าย (Pitcher et al.,1991) มี
รายงานวา่พืชท่ีมีการตดัต่อพนัธุกรรมจะมีระดบั SOD สูงข้ึนไดถึ้ง 1.5-6 เท่า ซ่ึงเป็นระดบัท่ีสามารถ
ทนต่อการเขา้ท าลายของพืชได ้(สัมฤทธ์ิ, 2544) มีรายงานวา่ SOD มีความสามารถยบัย ั้งเช้ือ 
Mycosphaerella fragariae ท่ีท  าใหใ้หเ้กิดใบไหมใ้นสตรอเบอร่ี (Behrouz et al., 2006)  ทั้งยงั
สามารถน าไปใชเ้ป็นเกณฑก์ารตดัสินใจในการคดัเลือกสายพนัธ์ุ เช่นใชร้ะดบัความแตกต่างของ 
SOD  โดยพบวา่ในพืชท่ีเกิดจากการเขา้ท าลายของเช้ือ  Sclerospora graminicola ท่ีท  าใหเ้กิดโรครา
น ้าคา้ง ผลการทดลองพบวา่ในพนัธ์ุตา้นทานจะมี SOD สูงท่ีสุด (Babitha et al., 2002) มีรายงานการ
ทดลองทดสอบการเปรียบเทียบการตอบสนองทางสรีรวทิยาต่อภาวะแลง้และภาวะเคม็ของถัว่
เหลืองพนัธ์ุ สจ.5 และ มข.35 พบวา่ ถัว่เหลืองพนัธ์ุ มข.35 สามารถเจริญเติบโตในภาวะแลง้ไดดี้กวา่
ถัว่เหลืองพนัธ์ุ สจ.5 และสามารถรักษาระดบัปริมาณรงควตัถุท่ีใชใ้นการสังเคราะห์ดว้ยแสงในใบ
ล่างไวไ้ดดี้กวา่ถัว่เหลืองพนัธ์ุ มข.35 ตลอดระยะเวลา 18 วนัท่ีอยูใ่นภาวะเคม็ การทนต่อภาวะเคม็
ของถัว่เหลืองพนัธ์ุ สจ.5 น้ีมีความสัมพนัธ์ กบัระบบขจดั ROSs อยา่งชดัเจน โดยพบวา่เป็นการ
ท างานร่วมกนัของเอนไซม ์SOD และ catalase ในใบบริเวณยอด ดงันั้นจากผลการทดลองดงักล่าว 
ท าใหร้ะบุไดว้า่ประสิทธิภาพของถัว่เหลืองทั้งสองพนัธ์ุในการตา้นทานต่อภาวะแลง้และเคม็ท่ี
แตกต่างกนัส่วนหน่ึงมาจากบทบาทในการขจดั ROSs ของเอนไซมใ์นระบบ ทั้งน้ีคุณสมบติัในการ
ชกัน าใหพ้ืชเกิดกลไกการตา้นทาน  (plant defend responses) จะเก่ียวขอ้งกบักลไกการสะสม
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เอนไซมต่์าง ๆ ท่ีน าไปสู่การสร้างสารกลุ่ม phytoalexin ซ่ึงเป็นสาร secondary metabolize ออกมา
ยบัย ั้งเช้ือสาเหตุต่าง ๆ โรคและแมลง (Klaus and Heribert, 2004) 

 
Glucosinolate (GLS) 

 
GLS เป็นสารท่ีมีรายงานวา่พบมากในพืชตระกลูกะหล ่า เป็นสารประกอบก ามะถนัจากเม

แทบอลิซึมทุติยภูมิท่ีส าคญัอีกอยา่งหน่ึง ซ่ึงพบในใบพืชเล้ียงคู่ไม่นอ้ยกวา่ 15 ประเภท โดยเฉพาะ
อยา่งยิง่พืชในตระกลูกะหล ่า สารประกอบน้ีมีโครงสร้างท่ีมีหมู่ก  ามะถนัท่ีเป็น (sulfhydryl group, -
SH) และ sulfo group ส่วนความยาวของโซ่ขา้ง (R) (ภาพท่ี 1) แตกต่างกนัตามชนิดพืช 
glucosinolate อยูใ่น vacuole ของใบกะหล ่า และมีเอนไซม ์myrosinase เปล่ียน glucosinolate ใหอ้ยู่
ในรูป isothiocyanate และ thiocyanate ในรูปไอระเหย (volatile) (ภาพท่ี 2) ท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง
โรคและแมลงไดห้ลายชนิด และเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระช่วยยบัย ั้งเซลลม์ะเร็งไดอี้กเช่นกนั สาร 
glucosinolate ดงักล่าวพบวา่มีหมู่ R ท่ีมีความแตกต่างกนัท าใหมี้ช่ือและโครงสร้างท่ีแตกต่างกนัอีก 
เช่น glucoiberin, gluconapin, sinigrin, progoitrin และ glucobrassisin เป็นตน้ โดยปกติจะเป็นสาร
ทุติยภูมิท่ีพืชผลิตจากกระบวนการปกป้องตวัเอง พบวา่มีความส าคญัต่อพืช 2 ประการ คือ เป็นสาร
ท่ีพืชใชป้กป้องไม่ใหศ้ตัรูพืชมารบกวน และ เป็นแหล่งส ารองก ามะถนั กล่าวคือ เม่ือพืชอยูใ่นช่วงท่ี
ตอ้งใชธ้าตุน้ีมาก เช่น ส่วนเหนือดินเจริญรวดเร็วหรือก าลงัพฒันาเมล็ด glucosinolate จะถูก
เอนไซมย์อ่ยและปลดปล่อยก ามะถนัทั้งหมดเขา้สู่วถีิการใชป้ระโยชน์อีกคร้ังหน่ึง (Craig and Sam, 
2002) การสะสมของสารมีในเมล็ดมากท่ีสุด 10 เปอร์เซ็นต ์(Rosa et al., 1997) และในใบ 1 
เปอร์เซ็นต ์ (Josefsson, 1997)  ซ่ึงในแต่ละพืชจะมี glucosinolate ท่ีต่างกนั ปกติจะมีประมาณ 6 
เปอร์เซ็นตห์รือนอ้ยกวา่นั้น มีรายงานวา่ glucosinolate มีส่วนช่วยในการงอกของเมล็ดเน่ืองจากสาร
น้ีจะเป็นปฏิปักษก์บัเช้ือโรคท่ีอยูใ่นดิน (Choesin and Boerner, 1991; Siemens et al., 2002) และสาร
น้ีมีประโยชน์ เช่นในดา้นการแพทยพ์บวา่ glucosinolate มีศกัยภาพในการตา้นมะเร็ง เช่น บร๊อคโค
ลีมีปริมาณ glucosinolate ชนิด glucoraphanin ในปริมาณสูง มีศกัยภาพในการตา้นมะเร็งท่ีส าคญั 
และพบวา่ผูบ้ริโภคท่ีรับประทานผกัท่ีมีสารน้ี สารสามารถท่ีท าหนา้ท่ีในการตา้นทานการก่อตวัของ
เซลลม์ะเร็ง ช่วยเพิ่มระดบั glutathione  ซ่ึงเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระและท่ีส าคญัช่วยตบัขบัสารพิษ
ออกจากร่างกาย (Srinibas et al.,  2000)  ส่วนในดา้นกีฏวิทยา มีรายงานวา่เป็นสารระเหยขบัไล่
แมลงและหากหนอนมีการกดักินอาจเกิดการตายได ้มีรายงานวา่แมลงหวีเ่กิดการอพยพถึง 50 
เปอร์เซ็นตใ์นระยะเวลา 10 นาที เม่ือไดรั้บสาร isothiocyanate เขา้ไป (Lichtenstein et al., 1964) 
เป็นพิษต่อดว้งในตระกลู Otiorhyachus sulcatus (Borek et al., 1998) ดว้งหมดักระโดด Phyllotreta 
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nemorum L., และแมลงในตระกลู Coleoptera, Chrysomelidae, และ Alticine เป็นตน้ และในดา้น
โรคพืชมีรายงานการยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรคไดห้ลายชนิด เช่น ใชค้วบคุมโรคหลงัการเก็บเก่ียวได ้ท่ี
เกิดจากเช้ือ Botrytis cinerea, Monilinia laxa, Mucor piriformis, Penicillium expansum และ 
Salmonalla typhimurium ท่ีติดมากบัผกัได ้(Tiedink et al., 1991) ยบัย ั้งเช้ือราท่ีก่อโรคกบัพืชไดเ้ช่น 
Rhizopus stolonifer (Ruud Verkerk et al., 2001) ลดการเขา้ท าลายของไส้เดือนฝอย Meliodogyn 
chitwoodi (Mojtahedi et al., 1991) มีรายงานวา่เป็นพิษต่อ Pythium irregular , Alternaria spp., 
Perronospora parasitica, Leptosphaeria maculans และ Rhizoctonia solani เป็นตน้ (Manici et al., 
2000) ตลอดจนยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียก่์อโรคกบัพืชไดห้ลายชนิด (Manici et al., 
1997)  โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมลบท่ีเป็นสาเหตุส่วนใหญ่ของโรคพืช ซ่ึงปริมาณในการยบัย ั้งได้
อยูท่ี่ 34-54 ไมโครกรัม (Isshiki K, et al, 1992) มีรายงานการน า 0.02 เปอร์เซ็นต ์glucosinolate 
เคลือบเมล็ดมนัฝร่ังส่งผลให้ผลผลิตเพิ่มข้ึน 6-15 เปอร์เซ็นต ์และหากท าการพน่แอปเป้ิลจะมีผลท า
ใหผ้วิผลแอปเป้ิลสีแดงข้ึน (Beek nuis, 1975; Dustman and Duncan, 1940) และพบวา่ 
glucosinolate สามารถยบัย ั้งโรคทางดินได ้เช่น สาเหตุจาก Rhizoctonia sp. ท่ีปริมาณสาร 110-1500 
ไมโครกรัม เช้ือ Myrothecium ท่ีปริมาณสาร 20-490 ไมโครกรัม และ Pythium ท่ีปริมาณสาร 10-24 
ไมโครกรัม (Frenwick et al., 1983; Smelt et al., 1989) แต่ยงัไม่มีรายงานการหาความสัมพนัธ์ของ
สาร glucosinolate ท่ีมีการใชแ้บคทีเรียปฏิปักษใ์นการควบคุมโรค  

 
ภาพที่ 1  โครงสร้างทางเคมีของ glucosinolate ซ่ึงประกอบดว้ย ก ามะถนักลุ่ม sulfhydryl group, -

SH และหมู่ซลัโฟ sulfo group ท่ีโซ่ขา้ง R 
ทีม่า:  Brown and Morra (2005) 
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ภาพที ่2 แผนภาพแสดงขั้นตอนการสลายสาร glucosinolate มีเอนไซม ์myrosinase เปล่ียนสาร
glucosinolate ใหอ้ยูใ่นรูป isothiocyanate และ thiocyanate 

 
ทีม่า:  Brown and Morra (2005) 
 

ผลติภัณฑ์ชีวภัณฑ์จุลนิทรีย์ควบคุมโรคและแมลงศัตรูพืช 
 

Burges (1998) กล่าววา่การสร้างผลิตภณัฑชี์วภาพเพื่อควบคุมโรคและแมลงจะตอ้งมีการ
ค านึงถึง ความมีชีวติรอดของจุลินทรียใ์นผลิตภณัฑ์นั้นๆ โดยจุลินทรียส์ามารถปรับตวัและอยูร่อด
ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา รวมถึงขั้นตอนการเตรียมการผลิต และค่าใชจ่้ายในการผลิตท่ีมีราคา
ถูก และไม่ยุง่ยากซบัซอ้น แต่เป้าหมายท่ีส าคญัท่ีควรค านึงถึงเป็นอนัดบัแรก คือ จุลินทรียท่ี์ผลิต
จะตอ้งมีคุณสมบติัในการควบคุมโรคและแมลงไดห้ลากหลายกลไก เช่น การแข่งขนัการกินอาหาร 
การสร้างสารยบัย ั้งศตัรูพืช การชกัน าภูมิตา้นทาน การส่งเสริมการเจริญเติบโต เป็นตน้ (Lisansky, 
1985) ซ่ึงจุลินทรียท่ี์อยูใ่นผลิตภณัฑจ์ะอยูใ่นรูปคงท่ี ไม่มีการเปล่ียนแปลงหรือกลายพนัธ์ุหากเก็บ
รักษาในผลิตภณัฑจ์นกระทัง่มีการน าไปใช ้ดงันั้นจึงจ าเป็นอยา่งยิง่ท่ีตอ้งค านึงถึงรูปแบบผลิตภณัฑ์
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ท่ีจุลินทรียจ์ะไปถึงในตวักลางท่ีเป็นส่วนประกอบของผลิตภณัฑ ์เช่นการผลิตจุลิทรียรู์ปแบบเมด็ 
แบบผง แบบฝุ่ น  

ส่วนประกอบท่ีส าคญัของผลิตภณัฑจุ์ลินทรีย ์ไดแ้ก่ จุลินทรียท่ี์ท าหนา้ท่ีหลกัในการออก
ฤทธ์ิและสารพยงุ (supporter) หรือ สารพา (carrier) ซ่ึงแบ่งเป็นสารอินทรีย ์เช่น vermiculite, clay, 
calcium sulphate และ mineral soil และสารอินทรีย ์เช่น น ามนัพืช ข้ีเล่ือย ร าขา้วสาลี เป็นตน้ 
โดยทัว่ไปสารพามีลกัษณะเป็นสารเฉ่ือย และท าหนา้ท่ีเป็นตวัพาเช้ือจุลินทรียใ์หก้ระจายตวัอยา่ง
ทัว่ถึงเม่ือผลิตภณัฑ์จุลินทรียไ์ปใชง้าน สารพาท่ีเป็นแหล่งอาหารท่ีดีของจุลินทรีย ์จากการทดลอง
ของ Fravel et al.(1995) พบวา่สารอินทรีย ์เช่น ขา้วโพด กากถัว่เหลือง ร าขา้วสาลี จะมีอตัราส่วน
ระหวา่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนแตกต่างกนั เท่ากบั 96.6, 25.4 และ 21.1 ตามล าดบั ซ่ึงมีผลต่อการ
ด ารงชีวิตรอดของเช้ือหลงัการท าแหง้และพบวา่ในการผลิตสูตรส าเร็จ เช้ือ Talaromyces flavus เม่ือ
ใชซ้งัขา้วโพดเป็นสารพาปริมาณเช้ือรอดชีวติสูงกวา่เม่ือใชก้ากถัว่เหลืองหรือร าขา้วสาลี  หฤษฎ ์
(2551) รายงานวา่การพฒันาแบคทีเรียปฏิปักษเ์พื่อเป็นผลิตภณัฑชี์วภาพ โดยแบคทีเรียปฏิปักษไ์อ
โซเลท CMs026 และ PAOs044 ใชส้ารพา 4 ชนิดคือ dolomite, talcum powder, hyflo supercell และ 
diatomaceous earth พบวา่สารพาชนิด dolomite มีคุณสมบติัเหมาะสมในการใชป้ระกอบเป็น
ผลิตภณัฑชี์วภาพ นอกจากน้ีมีการเติมสารเสริมประสิทธิภาพเซลลเ์พื่อป้องกนัปฏิกิริยาของโปรตีน
และเซลลส่ิ์งมีชีวติ เช่นการใช ้alpha, alpha-trehalose-borate เพื่อป้องกนั Lactobacillus acidophilus 
ในระหวา่งกระบวนการท าผลิตแบบแช่แขง็โดย trehalose มีประสิทธิภาพเป็นสารป้องกนัเซลลท่ี์ดี
นิยมใชใ้นอุตสาหกรรม นอกจากน้ี borate ช่วยป้องกนัเอนไซมจ์ากการถูกท าลายและเพิม่
ประสิทธิภาพใหแ้ก่ trehalose โดย Abadias (2001) ศึกษาการเติมหางนม 10 เปอร์เซ็นต ์เพื่อเป็นสาร
ป้องกนัเซลลใ์นกระบวนการท าแหง้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มีผลต่อการมีชีวติรอดของเช้ือ
ยสีต ์Candida sake โดยช่วยใหมี้ชีวติรอด 28.9 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงในกระบวนการการผลิตภณัฑ์
จุลินทรียด์งักล่าวอยา่งยิง่ท่ีจะตอ้งมีเซลลจุ์ลินทรียต์ั้งตน้ท่ีแขง็แรงและมีคุณภาพดีในปริมาณมาก
ดงันั้นอาหารเล้ียงเช้ือเพิ่มปริมาณจึงเป็นแหล่งอาหารท่ีส าคญั 

 

ส่วนประกอบหลกัท่ีส าคญั คือ จุลินทรีย ์ดงันั้นอาหารท่ีเพิ่มปริมาณจุลินทรียจึ์งมี
ความส าคญั ในการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษส์มใจ (2552) รายงานวา่ อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสม
ส าหรับกระบวนการปมเช้ือแต่ละชนิดจะแตกต่างกนัไปข้ึนกบัลกัษณะเฉพาะของกระบวนการหมกั  
แต่โดยทัว่ไปจะตอ้งมีส่วนประกอบดงัน้ี คือ น ้า แหล่งพลงังาน แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน แร่
ธาตุ วติามิน และออกซิเจน โดยน ้า เป็นส่วนประกอบท่ีส าคญัของอาหารเล้ียงเช้ือทุกชนิด น ้าช่วย
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ละลายสารอาหารชนิดต่าง ๆ ท าใหจุ้ลินทรียส์ามารถดูดซึมสารอาหารเขา้ไปใชภ้ายในเซลลไ์ด ้ การ
น าน ้ามาใชใ้นการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือโดยทัว่ไปจะตอ้งพิจารณาสมบติัต่าง ๆ ดงัน้ีคือ pH ปริมาณ
ของน ้าแขง็ท่ีละลายน ้า  และการปนเป้ือนจากส่ิงโสโครก เช่น น ้าเสีย เป็นตน้ ส าหรับแหล่งพลงังาน 
จุลินทรียแ์ต่ละชนิดอาจไดพ้ลงังานในการด ารงชีวติมาจากแหล่งท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงโดยทัว่ไปได้
พลงังานจากสารประกอบคาร์บอนเช่น คาร์โบไฮเดรต ไขมนั และโปรตีน  นอกจากน้ีจุลินทรียบ์าง
ชนิดยงัอาจใช ้methan หรือเมทธานอล เป็นแหล่งพลงังานไดด้ว้ย 

  
แหล่งคาร์บอน โดยคาร์บอนเป็นธาตุท่ีมีความส าคญัในการสร้างพลงังานและเซลล ์ 

โดยทัว่ไปจุลินทรียท่ี์เจริญในสภาวะท่ีไม่มีอากาศ จะใชแ้หล่งคาร์บอนประมาณร้อยละ 10 ในการ
สร้างเซลล ์ส่วนจุลินทรียท่ี์เจริญในสภาวะท่ีมีอากาศ จะใชแ้หล่งคาร์บอนประมาณร้อยละ 50-55 ใน
การสร้างเซลล ์กระบวนการหมกัโดยทัว่ไปนิยมใชค้าร์โบไฮเดรตเป็นแหล่งคาร์บอน 
คาร์โบไฮเดรตท่ีมีมาก และนิยมใชก้นัอยา่งกวา้งขวางไดแ้ก่ แป้งขา้วโพด แป้งจากธญัพืชชนิดต่าง ๆ 
แป้งมนัฝร่ัง และแป้งมนัส าปะหลงั ปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อการเลือกใชแ้หล่งคาร์บอน คือ ผลผลิตท่ี
ตอ้งการ ราคา ความบริสุทธ์ิ กฎหมาย และวธีิการสเตอริไลส์อาหารเล้ียงเช้ือ อิทธิพลของแหล่ง
คาร์บอนท่ีมีต่อการสร้างผลผลิตนั้น สารอาหารท่ีเป็นแหล่งคาร์บอนจะมีอิทธิพลต่อการสร้างมวล
เซลล ์หรือผลผลิต  ทั้งสารprimary metabolites และ secondary metabolite ถา้ใชแ้หล่งคาร์บอนท่ี
จุลินทรียส์ามารถ metabolite ไดอ้ยา่งรวดเร็วท่ีความเขม้ขน้สูง ๆ พบวา่จะท าใหจุ้ลินทรียเ์จริญได้
อยา่งรวดเร็ว  แต่สร้างผลผลิตท่ีเป็นสาร secondary metabolite ไดต้  ่า เช่น การผลิตสารปฏิชีวนะ
ชนิดต่าง ๆ ซ่ึงการแกปั้ญหาน้ีอาจเคยใชแ้หล่งคาร์บอนท่ีเกิดการยอ่ยลไดอ้ยา่งชา้ ๆ เช่น แลคโตส 
แทน  แต่ในภายหลงัไดมี้การเปล่ียนมาใชร้ะบบต่อเน่ือง หรือก่ึงต่อเน่ือง โดยค่อย ๆ เติมกลูโคส 
หรือซูโครสลงไปในอาหารทีละนอ้ย  

 
แหล่งไนโตรเจน จุลินทรีย ์ มีไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบประมาณร้อยละ 8-10 ของ

น ้าหนกัแหง้ของเซลล ์ความตอ้งการไนโตรเจนของจุลินทรียแ์ต่ละชนิดจะแตกต่างกนัไป จุลินทรีย์
บางชนิดสามารถเจริญไดใ้นอาหารท่ีมีอนินทรียไ์นโตรเจน แต่บางชนิดตอ้งการไนโตรเจนจาก
สารประกอบอินทรีย ์แหล่งอนินทรียไ์นโตรเจน ท่ีนิยมใชใ้นอุตสาหกรรมการหมกั ไดแ้ก่  
แอมโมเนีย  เกลือแอมโมเนีย  และไนเตรท  เป็นตน้ แหล่งอินทรียไ์นโตรเจน อาจใชใ้นรูปกรดอะมิ
โน โปรตีน หรือยเูรีย ก็ได ้ โดยทัว่ไปจุลินทรียจ์ะเจริญในอาหารท่ีมีอินทรียไ์นโตรเจนไดเ้ร็วกวา่
อาหารท่ีมีอนินทรียไ์นโตรเจน จุลินทรียบ์างชนิดโดยเฉพาะพวกมิวแตนทท่ี์ใชใ้นกระบวนการผลิต
กรดอะมิโน  จะเจริญไดเ้ฉพาะในอาหารท่ีมีกรด อะมิโนชนิดท่ีมนัตอ้งการอยูด่ว้ยเท่านั้น แต่
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เน่ืองจากกรดอะมิโนบริสุทธ์ิมีราคาแพง  ดงันั้นจึงนิยมใชก้รดอะมิโนจากสารประกอบเชิงซอ้น 
วตัถุดิบอ่ืนๆ ท่ีนิยมใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนในอุตสาหกรรมการหมกั ไดแ้ก่  น ้าแช่ขา้วโพด ถัว่
เหลือง กากถัว่เหลือง  กากถัว่ลิสง ฟาร์มามีเดีย distillers’ soluble , casein hydrolysate, fish meal  
และ  yeast  extract  เป็นตน้ ปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อการเลือกใชแ้หล่งไนโตรเจน การเลือกใชแ้หล่ง
ไนโตรเจนข้ึนกบัจุลินทรียส์ามารถใชส้ารประกอบไนโตรเจนชนิดใดไดดี้ โดยพิจารณาควบคู่ไปกบั
ราคาของแหล่งไนโตรเจนและประสิทธิภาพในการสร้างผลผลิตดว้ย อยา่งไรก็ตามกระบวนการ
หมกับางอยา่ง ถา้ใชส้ารประกอบไนโตรเจนท่ีจุลินทรียเ์มแทบอไลซ์ไดอ้ยา่งรวดเร็วอาจท าใหส้ร้าง
ผลผลิตท่ีตอ้งการไดน้อ้ย  โดยเฉพาะในการผลิตสารปฏิชีวนะ ดงันั้นจึงนิยมใชแ้หล่งไนโตรเจนท่ี
จุลินทรีย ์metabolite ไดอ้ยา่งชา้ ๆ (Welker and Cambel, 1963) 

 
ปัจจยัในการพิจารณาเลือกวตัถุดิบ ในกระบวนการหมกัขนาดเล็กในหอ้งปฏิบติัการ  อาจ

ใชส้ารบริสุทธ์ิในการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเหมาะสมได ้ แต่กระบวนการหมกัขนาดใหญ่ ใน
ระดบัอุตสาหกรรม  การใชส้ารบริสุทธ์ิอาจไม่เหมาะสมเน่ืองจากมีราคาแพง โดยทัว่ไปการเลือก
วตัถุดิบเพื่อใชผ้ลิตในอุตสาหกรรมการหมกั จะพิจารณาจากปัจจยัต่าง ๆ คือ ราคาถูก คุณภาพคงท่ี 
และมีใชต้ลอดทั้งปี ท าใหไ้ดผ้ลผลิตหรือมวลเซลลต์่อกรัมวตัถุดิบท่ีใชไ้ปไดม้ากท่ีสุด ท าใหไ้ดผ้ล
ผลิตหรือมวลเซลลค์วามเขม้ขน้สูงสุด มีอตัราการสร้างผลผลิตสูงสุด และเกิดสารอ่ืนท่ีไม่ตอ้งการ
นอ้ยท่ีสุด ตลอดจนเกิดปัญหาในกระบวนการผลิตนอ้ยท่ีสุด โดยเฉพาะการให้อากาศและการกวน
ส่วนผสม ชยัสิทธ์ และคณะ 2548 รายงานวา่ไดน้ ากากถัว่เหลือง กากน ้าตาลและน ้าสะอาด มา
ทดแทนแหล่งอาหารสังเคราะห์เล้ียงแบคทีเรีย Bacillus amyloliquafaciens KPS46 ซ่ึงพบวา่ใหผ้ลดี
เทียบเท่ากบัอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียทัว่ไป  
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

1. การพสูิจน์โรคเน่าด าและจ าแนกชนิดเช้ือสาเหตุและการรวบรวมหนอนใยผกั 
 
1.1 การรวบรวมตวัอยา่งคะนา้เป็นโรคเน่าด า 

 
เก็บรวบรวมสายพนัธ์ุเช้ือสาเหตุโรคเน่าด าหรือขอบใบทองจากใบคะนา้ท่ีแสดงอาการ

โรคเน่าด า โดยขอบใบคะนา้จะมีสีเหลืองมีลกัษณะเป็นรูปล่ิมหรือสามเหล่ียม คลา้ยรูปตวัวจีากขอบ
ใบเขา้สู่กลางใบ (ศกัด์ิ, 2527) โดยการสุ่มตวัอยา่งใบจากแหล่งผลิตคะนา้ท่ีส าคญัของประเทศ ไดแ้ก่ 
นนทบุรี ปทุมธานี สุพรรณบุรี และอ่างทอง โดยก าหนดพื้นท่ีส ารวจแบบสุ่มกระจายทัว่แปลงเป็น
จ านวน 10 จุด ตลอดเส้นทางการส ารวจ (จุดส ารวจตอ้งอยูห่่างจากขอบแปลงอยา่งนอ้ย 2 เมตร แต่
ละจุดห่างกนัพอประมาณข้ึนอยูก่บัขนาดและรูปร่างของแปลงสุ่มเก็บตวัอยา่งลกัษณะซิกแซกรูป
อกัษร W ตามวธีิของ Delp  et al. (1986) พิจารณาลกัษณะอาการโรค โดยเปรียบเทียบอาการกบัคู่มือ 
Compendium of Brassica Diseases (Rimmer et al., 2006) เก็บตวัอยา่งคะนา้ท่ีรวบรวมไดแ้ละแสดง
อาการผดิปกติดงักล่าวใส่ถุงพลาสติกท่ีปราศจากเช้ือ รัดปากถุงใหแ้น่น เขียนขอ้มูลรายละเอียด 
ไดแ้ก่ พนัธ์ุ อาย ุวนัเดือนปีท่ีเก็บ เพื่อจดัเป็นขอ้มูลพื้นฐาน ส าหรับน าไปแยกเช้ือเพื่อการวนิิจฉยัโรค
ในขั้นต่อไป 

 
 1.2 การแยกเช้ือ X. campestris pv. campestris สาเหตุโรคเน่าด า 

 
น าตวัอยา่งใบคะนา้ท่ีรวบรวมไดจ้ากแปลงเกษตรกรมาแยกเช้ือดว้ยวธีิ tissue 

transplanting โดยน าตวัอยา่งคะนา้ท่ีแสดงอาการขอบใบเร่ิมเหลืองมีลกัษณะเป็นรูปล่ิมหรือ
สามเหล่ียม คลา้ยรูปตวัว ีมาตดัแยกระหวา่งเน้ือเยือ่พืชท่ีดีและมีสีเหลือง น าช้ินพืชขนาด 0.5x0.5 
เซนติเมตร ฆ่าเช้ือดว้ย clorox 10 เปอร์เซ็นต ์นาน 3-5 นาที ตามดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ นาน 5 นาที 
ซบัช้ินพืชใหแ้หง้ดว้ยทิชชูปลอดเช้ือ และ วางช้ินพืชลงบนอาหาร nutrient glucose agar (NGA) บ่ม
เช้ือนาน 24-48 ชัว่โมง จากนั้นใช ้loop ปลอดเช้ือแตะโคโลนีแบคทีเรียท่ีคาดวา่จะเป็นสาเหตุโรค
เน่าด าท่ีเจริญบนอาหาร NGA โดยโคโลนีจะมีสีเหลืองอ่อน ลกัษณะกลมนูน ขอบเรียบ ผวิเรียบเป็น
มนั มา cross streak บนอาหาร NGA ในจานอาหารเล้ียงเช้ือใหม่และท าใหเ้ช้ือบริสุทธ์ิ ดว้ยวธีิการ 
cross streak ซ ้ าอีกประมาณ 2-3 คร้ัง เก็บเช้ือบริสุทธ์ิท่ีไดแ้บบชัว่คราวในอาหารเอียง NGA เพื่อใช้
ศึกษาในขั้นตอนต่อไป 



23 
 

 

 1.3 การทดสอบปฏิกิริยาตอบสนองแบบเฉียบพลนั (hypersensitive response)  
 

เตรียม suspension ของเช้ือท่ีคาดวา่เป็น X.  campestris pv. campestris ท่ีท  าใหเ้กิดโรค
เน่าด าจาก 1.2 เล้ียงในอาหารเหลว NGB อาย ุ24 ชัว่โมง ปรับความขุ่น เท่ากบั 0.2 OD ท่ีความยาว
คล่ืน 600 นาโนเมตร (มีปริมาณ 108 cfu/มิลลิลิตร) จากนั้นใชเ้ขม็ฉีดยาท่ีมีหลอดแบบพลาสติกโดย
ปลดเขม็ฉีดยาออกและใชเ้ฉพาะหลอดขนาดเล็ก (1-2 มิลลิลิตร) ท่ีปลอดเช้ือดูด suspension เช้ือ
ตรวจสอบปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไล่ฟองอากาศออก กดปลายกระบอกเขม็ เพื่อฉีด suspension 
แบคทีเรียสาเหตุโรคเขา้สู่เน้ือใบของยาสูบ (Nicotina tabacum cv. xanthi) อาย ุ45 วนั อยา่งชา้ ๆ ใบ
ยาสูบจะมีลกัษณะฉ ่าน ้า (water soak) หลงัจากนั้นประมาณ 30 นาที ใบยาสูบจะกลบัสู่สภาพปกติ 
ตรวจสอบผลโดยถา้เป็นเช้ือสาเหตุโรคจะเกิดอาการตายของเซลลบ์นใบยาสูบ ท าใหเ้ห็นเป็นแผลสี
น ้าตาลรอบบริเวณท่ีฉีด suspension เช้ือสาเหตุโรคภายในระยะเวลา 24–48 ชัว่โมง (Schaad, 1988) 
หลงัฉีด suspension ของเช้ือสาเหตุโรค 

 
 1.4 ทดสอบความสามารถในการก่อโรค 
 

น าเช้ือท่ีมีแนวโนม้ในการเป็นเช้ือสาเหตุโรคเน่าด าท่ีคดัเลือกจากวธีิ tissue 
transplanting แตะเช้ือ 1 โคโลนี มาเล้ียงบนอาหาร NGA เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง แตะโคโลนีเด่ียว 
1-2 โคโลนีมาเล้ียงในอาหาร NGB 24-48 ชัว่โมง และเตรียม suspension ของแบคทีเรียดว้ยน ้ากลัน่
น่ึงฆ่าเช้ือโดยปรับค่าความขุ่น เท่ากบั 0.2 ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (มีปริมาณ 108 cfu/
มิลลิลิตร) ผสมสารจบัใบ 1 มิลลิลิตร ต่อเช้ือสาเหตุโรคเน่าด า 5 มิลลิลิตร/กระถาง พน่บนใบคะนา้ท่ี
อาย ุ30-45 วนั (artificial inoculation) เปรียบเทียบลกัษณะอาการและประเมินความรุนแรงของโรค
ท่ีปรากฏหลงัปลูกเช้ือเป็นเวลาท่ี 1 3 5 และ 7 วนั หลงัปลูกเช้ือโดยประเมินจากระดบัความรุนแรง
ของโรคตามวธีิการ วลิาวรรณ์และคณะ (2549) โดยแบ่งการประเมินความรุนแรงโรคออกเป็น 5 
ระดบั (ตารางท่ี 1) คือ 

ระดบั 0 = ใบพืชไม่แสดงอาการผดิปกติใดๆ 
ระดบั 1 = ลกัษณะอาการโรคบนใบเหลือง/เป็นจุดรุนแรงเท่ากบั 1-25 เปอร์เซ็นต/์พื้นท่ีใบ

ทั้งหมด  
ระดบั 2 = ลกัษณะอาการโรคบนใบใบเหลือง/เป็นจุดรุนแรงเท่ากบั 26-50 เปอร์เซ็นต/์พื้นท่ี

ใบทั้งหมด  
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ระดบั 3 = ลกัษณะอาการโรคบนใบใบเหลือง/เป็นจุดรุนแรงเท่ากบั 51-75 เปอร์เซ็นต/์พื้นท่ี
ใบทั้งหมด  

ระดบั 4 = ลกัษณะอาการโรคบนใบใบเหลือง/เป็นจุดรุนแรง 76-100 เปอร์เซ็นตห์รือใบ
แหง้ร่วงหล่น 
 
ตารางที ่1  ระดบัการพิจารณาความรุนแรงของโรคเน่าด า 

 
ระดับความ
รุนแรงโรค 

เปอร์เซ็นต์ 
ความรุนแรง 

ลกัษณะอาการของโรค ภาพ 

 
0 

 
0 

ลักษณะอาการโรคบนใบ
รุนแรงเท่ากบั 0 เปอร์เซ็นต/์
พื้นท่ีใบทั้งหมด 

    

 
1 

 
1-25 

ลกัษณะอาการโรคบนใบ
รุนแรงเท่ากบั 1-25 
เปอร์เซ็นต/์พื้นท่ีใบทั้งหมด 
     

 
2 

 
26-50 

ลักษณะอาการโรคบนใบ
รุ น แ ร ง เ ท่ า กั บ  26-50 
เปอร์เซ็นต/์พื้นท่ีใบทั้งหมด 

       
 

3 
 
51-75 

ลักษณะอาการโรคบนใบ
รุ น แ ร ง เ ท่ า กั บ  51-75 
เปอร์เซ็นต/์พื้นท่ีใบทั้งหมด 

    
 

4 
 
76-100 

ลกัษณะอาการโรคบนใบ
รุนแรงเท่ากบั 76-100 
เปอร์เซ็นต/์พื้นท่ีใบทั้งหมด 
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แยกเช้ือจากตน้คะนา้ (reisolation) ท่ีถูกปลูกเช้ือขา้งตน้มาปลูกเช้ือซ ้ าอีกคร้ังบนตน้
คะนา้ชุดใหม่ (reinoculation) ตามกฎการพิสูจน์โรคของ Koch (Koch’s postulation) น าเช้ือท่ีแยก
จากคะนา้ท่ีแสดงอาการโรคเน่าด ามา streak  บนอาหาร NGA  ใหไ้ดเ้ช้ือบริสุทธ์ิและเก็บรักษาเพื่อ
ใชท้  าการทดลองในขั้นต่อไป  
 
 1.5 การศึกษาคุณสมบติัทางสัณฐานวทิยา สรีรวทิยา ชีวเคมี และชีวโมเลกุล เช้ือ X.  
campestris pv. campestris  
  

1.5.1 คุณสมบติัทางสัณฐานวทิยา และสรีรวทิยา 
  

 เล้ียงเช้ือสาเหตุโรคเน่าด าบนอาหาร NGA เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ตรวจดู
ลกัษณะโคโลนี โดยเปรียบเทียบลกัษณะต่าง ๆ คือ สี และลกัษณะรูปร่างของโคโลนี และจ าแนก
เป็นกลุ่มตามลกัษณะ colony morphology และทดสอบ Gram reaction โดยหยด 3 เปอร์เซ็นต ์
โปแตสเซียมไฮดรอกไซด ์(3% KOH) ลงบนแผน่กระจกสไลด ์จากนั้นใช ้loop ปลอดเช้ือแตะ
โคโลนีเช้ือแบคทีเรียท่ีเล้ียงเช้ือแบคทีเรียบนอาหาร NGA เป็นเวลา 24 ชัว่โมง กระจายลงบนแผน่
กระจกสไลดบ์ริเวณท่ีหยด  3% KOH ทิ้งไวส้ักครู่ใช ้loop แตะบริเวณท่ีท าการทดสอบถา้หนืด ยดื 
เป็นเส้นแสดงวา่เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ถา้ไม่หนืดเป็นแบคทีเรียแกรมบวก  ยนืยนัผลโดยน าไป
ยอ้มสีแบบแกรม (Gram’s stain) โดยใช ้loop ปลอดเช้ือแตะโคโลนีเช้ือแบคทีเรียแลว้กระจายลง
แผน่กระจกสไลดท่ี์ผา่นการลนไฟฆ่าเช้ือและท าลายคราบมนัแลว้ ยดึ (fixed) เซลลด์ว้ยการลนเปลว
ไฟห่างๆ 1–2 คร้ัง จากนั้นน าไปยอ้มสีแบบแกรมดว้ยสาร crystal violet และ safranin-O ตามวธีิการ
ของ Schaad  (1988) โดยท่ีเซลลแ์บคทีเรียท่ีติดสีม่วงของ crystal violet จะเป็นแบคทีเรียแกรมบวก 
แต่ถา้ติดสีแดงของ safranin-O จะเป็นแบคทีเรียแกรมลบ (Suslow and Schroth, 1982) 
 

1.5.2 ลกัษณะทางชีวเคมีบางประการ 
  

เล้ียงเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าด าบนอาหาร NGA อาย ุ24-48 ชัว่โมง 
น ามาทดสอบลกัษณะทางชีวเคมีในการเกิดปฏิกิริยาต่าง ๆ ไดแ้ก่  oxygen  relationship,  motility, 
gelatin  hydrolysis,  catalase  production, levan formation,  starch  hydrolysis,  growth  on potato,  
citrate  utilization,  oxidase  test,  และ lipolytic  activity  วธีิการดงัต่อไปน้ี  

  1.5.2.1 Oxygen relationship   
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น าเช้ือสาเหตุโรคเน่าด าท่ีเล้ียงบนอาหาร NGA อาย ุ24-48 ชัว่โมง 
มาท า stab inoculate ในอาหาร NGA หลอมเหลวท่ี 45 องศาเซลเซียส จ านวนเช้ือละ 1 หลอด เอามือ
หมุนหลอดให้เช้ือผสมกบัอาหารโดยอยา่ใหเ้กิดฟองอากาศ เม่ืออาหารแขง็น ามาบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 1-3 วนั ถา้เช้ือเจริญเฉพาะผวิหนา้วุน้แสดงวา่เป็น aerobe ถา้เจริญท่ีกน้หลอดเป็นพวก 
anaerobe ถา้เจริญจากผวิหนา้ลงมากลางหลอดเป็น facultative anaerobe และถา้เจริญใตผ้วิอาหารลง
มาเล็กนอ้ยจดัเป็น microaerophillic  

   
1.5.2.2 Gelatin hydrolysis  

 
น าเช้ือสาเหตุโรคเน่าด าท่ีเล้ียงบนอาหาร NGA อาย ุ 24-48 ชัว่โมง 

มาท าการ stab inoculation ในอาหาร NGA+12% gelatin หลอดละ 1 เช้ือ ท า control เปรียบเทียบ 1 
หลอด โดยแทงดว้ยเขม็เข่ียท่ีไม่ไดเ้ข่ียเช้ือ น าหลอดทดสอบบ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7-14 วนั 
น ามาตรวจผลโดยน าไปแช่ในน ้าแขง็ หรือตูเ้ยน็ 4 องศาเซลเซียส ตรวจสอบความสามารถในการ
ยอ่ย gelatin ของเช้ือแบคทีเรียโดยเช้ือท่ีสามารถยอ่ยสลาย gelatin  ไดน้ั้นจะท าให ้gelatin  ไม่
แขง็ตวัหลงัจากน าไปแช่เยน็  

 
   1.5.2.3 Catalase production  

 
น าเช้ือสาเหตุโรคเน่าด าท่ีเล้ียงบนอาหาร NGA อาย ุ24-48 ชัว่โมง 

มา streak บนอาหารเอียง NGA ในหลอดทดลองเช้ือละ 1 หลอดน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 
24-48 ชัว่โมง เติมดว้ย H2O2 ใหท้่วมอาหารแลว้สังเกตการสร้างฟองอากาศดงัสมการ 

 
H2 O2             H2 O    +   O2 (ฟองอากาศ) 

ถา้เช้ือสร้างเอน็ไซม ์ catalase จะเกิดฟองอากาศข้ึนท่ีผิว 

 
1.5.2.4 Levan formation   

 
เป็นการทดสอบการใชน้ ้าตาล  sucrose โดยการน าเช้ือสาเหตุโรคเน่าด า 

streak  บนอาหาร  NGA  ในจานเล้ียงเช้ือบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง สังเกตลกัษณะโคโลนีทุกวนัเป็นเวลา 5  
วนั  ถา้เช้ือสร้างสาร levan (poly-fructose) ซ่ึงเป็นสาร  extracellular  cappsular substrace โคโลนีจะ
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มีเมือกเยิม้  เส้นผา่ศูนยก์ลาง 3-5  มิลลิเมตร เม่ือมีอาย ุ2 วนั และ 5-7 มิลลิเมตร เม่ืออาย ุ3 วนั และ
โคโลนีจะมีความนูน 
 

1.5.2.5 Starch hydrolysis   
 

ปลูกเช้ือสาเหตุโรคเน่าด า ท่ีเล้ียงบนอาหาร NGA อาย ุ24-48 
ชัว่โมง ลงบน starch agar โดย streak เป็นเส้นตรงบนอาหาร แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 
24-48 ชัว่โมง จากนั้นน าสารทดสอบ Gram’s Iodine (potassium iodine) เทใหท้่วมอาหารในจาน
แลว้สังเกตการณ์เกิดสีถา้เกิดบริเวณใส ๆ รอบรอยท่ีมีเช้ือเจริญอยูแ่สดงวา่เช้ือสามารถยอ่ยแป้งได ้
ถา้ไม่สามารถยอ่ยแป้งในอาหาร แป้งจะท าปฏิกิริยากบัไอโอดีนเป็นสีน ้าเงินปนม่วงเกิดข้ึน 

 
1.5.2.6 Potato soft rot   

 
น าหวัมนัฝร่ังท่ีลา้งสะอาดและแหง้ดีแลว้จุ่มลงในแอลกอฮอล ์95 

เปอร์เซ็นต ์น าผา่นเปลวไฟจากนั้นหัน่มนัฝร่ังตามขวางใหห้นาประมาณ 4-5 มิลลิลิตรโดยใชมี้ดท่ี
ปราศจากเช้ือ วางช้ินมนัฝร่ังบนกระดาษกรองท่ีวางในจานเล้ียงเช้ือซ่ึงผา่นการน่ึงฆ่าเช้ือและเติมน ้า
กลัน่น่ึงฆ่าเช้ือลงบนกระดาษกรอง น า suspension เช้ือแบคทีเรียความเขม้ขน้เซลลป์ระมาณ 
108cfu/ml หยดตรงกลางบนผวิหนา้ช้ินมนัฝร่ังท่ีหัน่ใหม่ ๆ แลว้บ่มไว ้3 วนั สังเกตการเน่าของช้ิน
มนัฝร่ัง 

  
1.5.2.7 Citrate utilization   

 
น าเช้ือสาเหตุโรคเน่าด า ท่ีเล้ียงบนอาหาร NGA อาย ุ24-48 ชัว่โมง 

มา streak ลงบนอาหารเอียง citrate agar น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 1-7 วนั แลว้สังเกตการ
เปล่ียนสีของอาหาร เช้ือท่ีสามารถใช ้citrate เป็น carbon source จะเปล่ียนสีอาหารจากสีเขียวเป็นสี
น ้าเงิน 

 
1.5.2.8 Oxidase test 
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เป็นการทดสอบการผลิต cytochrome  oxidase ของแบคทีเรีย X.  
campestris pv. campestris ใชไ้มจ้ิ้มฟันน่ึงฆ่าเช้ือแตะเช้ือท่ีเล้ียงบนอาหาร  NGA ถูบนกระดาษ
กรองท่ีอ่ิมตวัดว้ยสารทดสอบ  1%  tetra  methyl-p-phenylenediamine  dihydrochloride  สังเกตการ
เกิดสีบนกระดาษกรอง  ถา้ไม่มีสีเกิดข้ึนหรือใชเ้วลาในการเกิดสีนานกวา่ 1  นาที  แสดงวา่ไม่มีการ
สร้างเอ็นไซมน้ี์ 
 

1.5.2.9 Lipolytic activity   
 

น าเช้ือสาเหตุโรคเน่าด าท่ีเล้ียงบนอาหาร NGA อาย ุ24-48 ชัว่โมง 
มา streak เป็นเส้นตรงบนอาหาร tween-80 agar ท า 4 เช้ือ/plate น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3-
5 วนั สังเกตดูการเปล่ียนแปลงของอาหารบริเวณรอบ ๆ รอยท่ี streak เช้ือไว ้ถา้เกิดผลึกสีขาวทึบ
แสง กระจายตามรอยท่ี streak เช้ือไวแ้สดงวา่เช้ือมีกิจกรรมของ lipolytic activity เปล่ียน tween-80 
เป็นผลึกสีขาวของสบู่ (soap bubble) 

 
1.5.3 การจ าแนกชนิดเช้ือ X.  campestris pv.campestris ดว้ย primer จ าเพาะบริเวณ 

16s rDNA 
 

1.5.3.1 การสกดัดีเอน็เอ 
  

แยกสกดัดีเอน็เอของแบคทีเรียดว้ยวธีิ  minipreparation โดยเล้ียง
เช้ือบนอาหาร NGA จนไดโ้คโลนีเด่ียวมาเล้ียงในอาหารเหลว  Luria-Bertani broth (LB) ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร  โดยเขยา่เช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 24 ชัว่โมง  จึงน ามาสกดัดีเอ็นเอ โดยแบ่งเช้ือท่ีเล้ียงใน
อาหารใส่ในหลอด microcentrifuge tube  ขนาด  1.5  มิลลิลิตร  ปริมาตรหลอดละ 1.5  มิลลิลิตร  
หมุนเหวีย่งดว้ยความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสทิ้งไป  เติม lysis  buffer  
(40 mM Tris-acetate  pH 7.8,  20 mM sodium acetate,  1 mM  EDTA, 1% SDS)  ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร  ผสมกบัเซลล ์ เติม 5 M NaCl  ปริมาตร  66  ไมโครลิตร  ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปหมุน
เหวีย่งดว้ยความเร็ว  12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดเก็บส่วนใสใส่หลอดใหม่โดยวดั
ปริมาตร จากนั้นสกดัโปรตีนออกดว้ย chloroform ปริมาตรเท่ากบัส่วนใส ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการ
พลิกคว  ่าหลอดเบา ๆ แลว้น าไปหมุนเหวีย่งดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา  5 นาที  
เพื่อใหข้องเหลวแยกชั้นจากนั้น  ดูดส่วนใสส่วนบนใส่หลอดใหม่ วดัปริมาตร สกดัซ ้ าดว้ย 
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chloroform : isoamyl alcohol (อตัราส่วน 24:1) ปริมาตรเท่ากนั ผสมใหเ้ขา้กนั  แลว้น าไปหมุน
เหวีย่งดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที  ดูดส่วนใสส่วนบนใส่หลอดใหม่ วดั
ปริมาตรแลว้เติม isopropanol ท่ีแช่เยน็ปริมาตรเท่ากบัส่วนใสผสมใหเ้ขา้กนัจนเห็นตะกอนดีเอน็เอ 
ตกตะกอนดีเอ็นเอโดยการหมุนเหวีย่งดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ลา้ง
ตะกอนดีเอน็เอดว้ย 70 เปอร์เซ็นตแ์อลกอฮอล ์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร น าไปหมุนเหวี่ยงดว้ย
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา  5 นาที  ตกตะกอนดีเอน็เอใหแ้หง้  ละลายตะกอนดีเอน็เอ
ดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือปริมาตร  50 ไมโครลิตร(George et al., 2004) 

 
1.5.3.2 การศึกษาแถบดีเอ็นเอ 16s rDNA 

 
น า DNA ท่ีไดจ้ากขอ้ 1.5.3.1 ตรวจสอบดว้ยไพรเมอร์จ าเพาะ

บริเวณ 16S rDNA ออกแบบจากสายพนัธ์ุเช้ือ X. campestris pv. campestris สายพนัธ์ุ HRI 3811 ( 
PHW 1205; race 1) (Valverde et al, 2007) ขนาด 550 bpโดยเพิ่มปริมาณภายใตป้ฏิกิริยา PCR ท่ีใช้
ปริมาตรรวมเท่ากบั 50 ไมโครลิตร ในลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร ประกอบดว้ยดีเอน็เอของเช้ือท่ี
ตอ้งการตรวจสอบ 100 นาโนกรัม ผสมกบั 1x PCR buffer, dNTP, เอน็ไซม ์Taq polymerase, และ
ไพรเมอร์ (5’-CTCGTAGACTGCGTACATGCAG-3’ และ 5’-GACGATGAGTCCTGACCGA-
3’) ของ ผสมสารใหเ้ขา้กนัโดยก าหนดอุณหภูมิและเวลาใหมี้การสังเคราะห์เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
ประกอบดว้ยล าดบัปฏิกริยา ดงัน้ี 

 
 อุณหภูมิ (0ซ) เวลา 
1. แยกสายดีเอน็เอแม่แบบเร่ิมตน้ (initial denaturing) 94      5  นาที 
2. แยกสายดีเอน็เอแม่แบบ (denaturing) 94 45 วนิาที 
3. ดีเอน็เอเร่ิมตน้จบัคู่กบัดีเอน็เอแม่แบบ (annealing) 60 30 วนิาที 
4. สังเคราะห์ดีเอน็เอต่อจากดีเอน็เอเร่ิมตน้ (extension) 72 1  นาที 
5. สังเคราะห์ดีเอน็เอรอบสุดทา้ย (final extension) 72 5  นาที 

  
ท าปฏิกิริยาขั้นตอนท่ี 2-4 เป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ทั้งหมด 30 รอบ หยดุปฏิกิริยาท่ี 4 องศา

เซลเซียส ตรวจวเิคราะห์ขนาดดีเอน็เอหลงัการเพิ่มปริมาณ โดยวธีิ agarose gel electrophoresis ยอ้ม
สีเจลดว้ย ethidium bromide จากนั้นตรวจดูแถบดีเอน็เอโดยดูการเรืองแสงภายใตแ้สงอลัตร้าไวโอ
เลท  
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 1.6 การรวบรวมหนอนใยผกั (Plutella  xylostella L.)  
       

เก็บรวบรวมหนอนใยผกัและดกัแดข้องหนอนใยผกัจากแปลงคะนา้ในซ่ึงเป็นแปลง
เดียวกบัแปลงท่ีเก็บตวัอยา่งโรค หลงัจากนั้นน ามาเล้ียงต่อในหอ้งเล้ียงแมลงท่ีอุณหภูมิหอ้ง (28±5 °C) 
โดยน าดกัแดม้าใส่ร่วมกนัในกรงพลาสติกทรงส่ีเหล่ียมขนาด 30x30 เซนติเมตร ดา้นขา้งบุดว้ยตา
ข่ายลวดรอจนเป็นตวัเตม็วยัแลว้หลงัจากท่ีออกมาเป็นตวัเตม็วยั น าส าลีชุบน ้าหวานเจือจาง 10 
เปอร์เซ็นต ์ใส่ลงในกรงเพื่อเป็นอาหารส าหรับตวัเตม็วยั และใส่ตน้กลา้คะนา้อายปุระมาณ 1 
สัปดาห์ ท่ีปลูกไวใ้นถว้ยพลาสติกเพื่อใหผ้เีส้ือหนอนใยผกัวางไข่ จนกระทัง่หนอนเร่ิมฟักออกมา
จากไข่ หนอนจะค่อย ๆไต่ข้ึนสู่ตน้คะนา้ หลงัจากนั้นท าการเปล่ียนใบคะนา้ตามความเหมาะสม 
(ไตรรัตน์, 2552)  
 
2. การทดสอบประสิทธิภาพแบคทเีรียปฏิปักษ์สายพนัธ์ุ P.  fluorescens SP007s 
 
 น าเช้ือ P. fluorescens SP007s ซ่ึงเป็นแบคทีเรียปฏิปักษท่ี์ไดจ้ากหอ้งปฏิบติัการ ภาควชิา
โรคพืช คณะเกษตรมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ (ในกลีเซลรอลความเขม้ขน้ 40 เปอร์เซ็นตเ์ก็บท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส) จากนั้นน ามา cross streak บนอาหาร NGA บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง เพื่อใชใ้นการศึกษาทดลอง และขณะเดียวกนัเก็บโคโลนีเดียวของ X.  campestris 
pv. campestris (ท่ีไดจ้ากการคดัเลือกและจ าแนกชนิดจากขอ้ท่ี 1) และแบคทีเรียปฏิปักษ ์P.  
fluorescens SP007s ไวใ้นกลีเซอรอลท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ 40 เปอร์เซ็นต ์เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการทดสอบประสิทธิภาพขั้นต่อไป  
 

2.1 ประสิทธิภาพการยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรคเน่าด าภายใตส้ภาพหอ้งปฏิบติัการ 
 

ทดสอบการยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรคดว้ยวธีิ agar diffusion method น าเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ท่ีมีแนวโนม้ในการผลิตสาร secondary metabolites ออกมายบัย ั้ง
การเจริญของเช้ือสาเหตุโรคเน่าด า (X.  campestris pv. campestris) โดยเล้ียงเช้ือแยกกนัระหวา่ง
เช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคและเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษใ์นอาหารเหลว NGB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บน
เคร่ืองเขยา่ 150 รอบ/นาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ปรับค่าความขุ่นของ suspension เช้ือทั้งสองดว้ยน ้า
กลัน่น่ึงฆ่าเช้ือใหมี้ค่าเท่ากบั  0.2 OD (ทดสอบปริมาณแบคทีเรียดว้ยการเจือจางดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่า
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เช้ือแลว้ plate บนอาหาร NGA ท่ีความเขม้ขน้ประมาณ 108 cfu /มิลลิลิตร) ท่ีความยาวคล่ืน 600 นา
โนเมตร ดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ใช ้micropipette ดูด suspension เช้ือสาเหตุโรคเน่าด าท่ี
เตรียมไวป้ริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมลงในขวดท่ีบรรจุอาหาร NGA ท่ีหลอมอุณหภูมิประมาณ 45 
องศาเซลเซียส 20 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั และเทลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ 
ปล่อยทิ้งไวใ้หผ้วิหนา้อาหารแหง้ประมาณ 2-3 ชัว่โมง จากนั้นเจาะหลุมโดยใช ้cork borer ขนาด
เส้นผา่ศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร อบฆ่าเช้ือแลว้บนจานเล้ียงเช้ือท่ีมีอาหาร NGA ผสมเช้ือสาเหตุ
โรคเน่าด าท่ีเตรียมไว ้(ภาพท่ี 3) หยดเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ท่ีเตรียมไว ้10 
ไมโครลิตร ลงในหลุมแต่ละหลุม บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิห้องหลงัปลูกเช้ือไปแลว้ 24-48 ชัว่โมง 
ตรวจสอบการเกิดบริเวณยบัย ั้ง (inhibition zone) บนผวิหนา้อาหารทดสอบ เปรียบเทียบความกวา้ง
ของบริเวณยบัย ั้ง โดยวดัขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางบริเวณยบัย ั้งบนอาหาร NGA เปรียบเทียบกบั
กรรมวธีิท่ีใชน้ ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือเป็น negative control (สุพจน์, 2545) 

 
 บริเวณยบัย ั้ง (มิลลิเมตร) =    ความกวา้งบริเวณยบัย ั้งทั้งหมด – ความกวา้งของ cork borer 

               2         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่3  ภาพผงัการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์Pseudomonas fluorescens 

SP007s ในยบัย ั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุโรค Xanthomonas campestris pv. campestris 
ดว้ยวธีิ agar diffusion  

 
 
 
 

อาหาร NGA ผสมเช้ือ
สาเหตุโรค (Basal layer) 

หลุมขนาด 0.5 ซม. 
หยดน ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ (control) 

หยดเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์
(Bacterial antagonist) 
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2.2 การทดสอบประสิทธิภาพภายใตส้ภาพเรือนทดลอง 
  

2.2.1 การเตรียมเช้ือปฏิปักษแ์ละเช้ือสาเหตุโรคเน่าด า  
 

น าเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P.  fluorescens SP007s และเช้ือสาเหตุโรคแยกเล้ียงใน
อาหารเหลว NGB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร บนเคร่ืองเขยา่ 150 รอบ/นาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ปรับค่า
ความขุ่น suspension เช้ือทั้งสองดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือให้มีค่าเท่ากบั 0.2 OD (ทดสอบปริมาณ
แบคทีเรียดว้ยการเจือจางดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือแลว้ plate บนอาหาร NGA มีความเขม้ขน้ประมาณ 
108 cfu /มิลลิลิตร) เพื่อน าไปใชท้ดสอบประสิทธิภาพภายใตส้ภาพเรือนทดลองต่อไป 
 

2.2.2 การวางแผนการทดลองและการเตรียมคะนา้ทดสอบ 
 

วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomize Design (CRD) โดยปลูกคะนา้
ยอดไตห้วนั พนัธ์ุบางบวัทอง 35 ลงในกระถางพลาสติกขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 8 น้ิว ท่ีบรรจุดิน
ผสมปลอดเช้ือท่ีมีส่วนผสมของดินร่วน: ดินทราย: ขยุมะพร้าว เท่ากบั 2:1:1 หยอดเมล็ดคะนา้
กระถางละ 3 เมล็ดเม่ือมีอาย ุ7 วนั ถอนแยกใหเ้หลือกระถางละ 1 ตน้ โดยใหปุ๋้ยเม่ือคะนา้อาย ุ15 
และ 45 วนั (ใส่ปุ๋ยยเูรีย อตัรา 1 กรัม ต่อคะนา้ 1 กระถาง) ซ่ึงมีกรรมวธีิการปลูกดงัน้ี 

 
กรรมวธีิท่ี 1 คลุกเมล็ดคะนา้และพน่ใบ 3 คร้ัง ท่ีคะนา้อายุ 14 21 และ 28 วนั ดว้ยน ้า

กลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ (sterile water) 
 
กรรมวธีิท่ี 2 คลุกเมล็ดคะนา้ดว้ย copper hydroxide (1 กรัม: เมล็ดคะนา้ 1 กิโลกรัม) 

และพน่ใบดว้ย copper hydroxide (10 กรัม: น ้า 20 ลิตร) ท่ีคะนา้อาย ุ14 21 และ 28 วนั  
 
กรรมวธีิท่ี 3 คลุกเมล็ดคะนา้ ดว้ยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P.  fluorescens SP007s (10 

มิลลิลิตร : เมล็ดคะนา้ 1 กิโลกรัม) 
 
กรรมวธีิท่ี 4 คลุกเมล็ดดว้ยเช้ือ P.  fluorescens SP007s (10 มิลลิลิตร : เมล็ดคะนา้ 1 

กิโลกรัม) และพน่ดว้ยเช้ือ P.  fluorescens SP007s (10 มิลลิลิตร : คะนา้ 1 ตน้) ท่ีอาย ุ14 21 และ 28  
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กรรมวธีิท่ี 5 พน่ใบคะนา้ดว้ยเช้ือ P.  fluorescens SP007s (10 มิลลิลิตร : คะนา้ 1 ตน้) 
เม่ือคะนา้อาย ุ14 21 และ 28 วนั  

 
 เม่ือคะนา้อาย ุ29 วนั ตรวจสอบและประเมินผลการทดลองออกเป็น 2 ลกัษณะ 

1. ทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P.  fluorescens SP007s ในการ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของตน้กลา้คะนา้ 

2. ทดสอบประสิทธิภาพเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P.  fluorescens SP007s ในการควบคุม
โรคเน่าด า แบ่งคะนา้ออกเป็น 2 กลุ่มในแต่กรรมวธีิ โดยกลุ่มท่ีปลูกเช้ือ X.  campestris pv. 
campestris เม่ือคะนา้อาย ุ29 วนั (เช้ือ X.  campestris  pv. campestris ท่ีเตรียมในขอ้ 2.2.1 พน่ใน
ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ต่อ คะนา้ 1 ตน้) เปรียบเทียบกบักรรมวธีิท่ีไม่ปลูกเช้ือโรค 
 

2.2.3 การบนัทึกขอ้มูลและวเิคราะห์ 
 

ประเมินผลขอ้มูลตามการทดสอบท่ี 1 การเจริญเติบโตของผกัคะนา้ท่ีอาย ุ14 และ 
30 วนั โดยวดั ความสูง ความกวา้งใบ และความยาวใบ จากการสุ่มตวัอยา่งตน้คะนา้จ านวน 10 ตน้
ต่อซ ้ าต่อกรรมวธีิ เพื่อค านวณหาค่าเฉล่ียการเจริญเติบโตโดยใชส้มการ Growth parameter 

 
Growth parameter =    (ความสูงล าตน้ + น ้าหนกัสด + ตวามยาวใบ + ความกวา้งใบ)  

    4 
 

 ตามวธีิการของ Delahaut, (1997)  และขอ้มูลความสัมพนัธ์ของปริมาณและ
คุณภาพของผลผลิตคะนา้ในระยะการเก็บเก่ียวท่ี อาย ุ65 วนั โดยท าการสุ่มคะนา้จ านวน 100 ตน้ต่อ
ซ ้ า วเิคราะห์ขอ้มูลดา้นการเจริญเติบโตของคะนา้ ไดแ้ก่ ความสูง ความกวา้งล าตน้ ความยาวใบ และ 
น ้าหนกัสด  

 
ประเมินขอ้มูลการทดสอบประสิทธิภาพท่ี 2 โดยสุ่มตวัอยา่งใบคะนา้ท่ีแสดงอาการโรค

เน่าด า ตน้ละ 3 ใบ คือ ใบล่าง ใบกลาง และใบบน โดยประเมินระดบัการเกิดโรค (disease 
incidence) โดยนบัตน้ท่ีเป็นโรค และระดบัความรุนแรง (disease severity) ของโรคท่ีปรากฏในแต่
ละกรรมวธีิหลงัปลูกเช้ือ 7 วนั ประเมินระดบัความรุนแรงของโรคตามวธีิการ วลิาวรรณ์และคณะ ( 
2549) ตามรายละเอียดในขอ้ 1.4 
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ขอ้มูลท่ีไดท้ั้งหมดน ามาวเิคราะห์หาความแปรปรวนรวน และค่าความแตกต่างของค่าเฉล่ีย
โดยวธีิ Duncan’s New Multiple Range test (DMRT) ทางสถิติดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ R 2.8.0 
(ชูศกัด์ิ, 2551)  
 
 2.3 การทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมหนอนใยผกั  

 
ท าการทดสอบประสิทธิภาพเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P.  fluorescens SP007s ในการ

ควบคุมหนอนใยผกัวยั 2              (       1.6) และคะนา้อาย ุ30                       
         และพน่ใบเม่ือคะนา้อาย ุ14 21     28                   3                     คือ 
1.                2.            P.  fluorescens SP007s(ท่ีความเขม้ขน้ 1x108 cfu/ml, 10           : 
      1    ) และ 3.การใชส้ารเคมี cypermethrin (10           :       1    )  โดยน าใบท่ีไดจ้าก
การปลูกมาทดสอบประสิทธิภาพในหอ้งปฏิบติัการและทดสอบในสภาพเรือนทดลองโดยประเมิน
ประสิทธิภาพ 3                                (Insecticide activity) ประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง
การกินอาหารของแมลง (Antifeedant activity)                                   
                    (Antioviposition activity) 
 

2.3.1 การทดสอบประสิทธิภาพในการฆ่าแมลงในห้องปฏิบติัการการ 
 

ท าการทดสอบแบบไม่ให้ทางเลือกอ่ืนโดยวิธีจุ่มใบ (leaf-dipping method) 
โดยตดัใบคะนา้เป็นรูปวงกลมขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 3 เซนติเมตร หรือเท่ากบักน้ถว้ยเล้ียงแมลง 
น าช้ินใบคะนา้ไปจุ่ม suspension ของ P.  fluorescens SP007s) นาน 10 วินาที  ผึ่งใบให้แห้ง
เปรียบเทียบกบักรรมวิธีท่ีใชส้ารเคมีจุ่มใบ (cypermethrin) แลว้ในถว้ยเล้ียงแมลงท่ีใส่กระดาษฟาง
ชุบน ้ าไวก้น้ถว้ย  เพื่อให้ความชุ่มช้ืนแก่ช้ินใบคะนา้ เข่ียหนอนวยั 2 ลงบนช้ินใบคะนา้ ใบละ 5 ตวั 
ทดสอบ 20 ซ ้ า ต่อ ความเขม้ขน้ (1x108 cfu/ml ปริมาณ 1 มิลลิลิตรต่อใบคะน้า 1 ใบ) (50 ตวั ต่อ 
ความเขม้ขน้)  บนัทึกอตัราการตายของหนอนหลงัท าการทดสอบท่ีเวลา 48 ชัว่โมง  น าขอ้มูลท่ีได้
ไปค านวณหาค่าอตัราสัดส่วน โดยใชส้มการวเิคราะห์ (ไตรรัตน์, 2552) 

 
  AFI = (C – T )/ (C+T) x 100 
 เม่ือ C = % การกินในชุดท่ีใชน้ ้ากลัน่/สารเคมี/เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์ 
  T = % การกินในชุดทดลอง 
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2.3.2 ประสิทธิภาพในการย ับย ั้ งการวางไข่ของหนอนใยผักบนพืชอาหาร 

(Antioviposition activity) ภายใตห้อ้งปฏิบติัการ 
 

ทดสอบแบบใหท้างเลือก ( choice test ) โดยเพาะกลา้คะนา้ในถว้ยพลาสติก
ซ่ึงรองภายในดว้ย กระดาษทิชชูเปียก เม่ืออายคุรบ 7 วนั ถอนตน้กลา้คะนา้ทิ้งจนเหลือถว้ยละ 15 
ตน้ น า suspension P.  fluorescens SP007s (ท่ีเตรียมในขอ้ 2.2.1) พน่ลงบนตน้กลา้คะนา้ ถว้ยละ 5 
มิลลิลิตร โดยใชข้วดสเปรยข์นาดเล็ก  หลงัจากนั้นน าตน้กลา้ท่ีพน่ดว้ยน ้าเปล่า 1 ถว้ยเป็นชุดควบคุม 
ปล่อยผเีส้ือหนอนใยผกัท่ีเพิ่งออกเป็นตวัเตม็วยัใหม่ ๆ ในกรง ๆ ละ 20 คู่ ท  าการทดลอง 3 ซ ้ า โดย
ใชพ้ืชและแมลง ต่างชุดกนั ทิ้งไว ้ 48 ชัว่โมง  จึงท าการตรวจนบัจ านวนไข่และท าการทดสอบ
เช่นเดียวกบัคะนา้อาย ุ30 วนั ในสภาพเรือนทดลอง แลว้น าขอ้มูลท่ีไดไ้ปค านวณหาค่า  Effective  
repellency (%ER) และ เปรียบเทียบค่าเฉล่ียดว้ย  Duncan’s multiple range test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่  
95% (ไตรรัตน์, 2552) 

 
   ER (%) = (NC-NT)/NC x 100 
 
   เม่ือ NC = จ  านวนไข่ในชุดควบคุม 
    NT = จ  านวนไข่ในชุดทดลอง 
 
3. การพฒันาผลติภัณฑ์เช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ P. fluorescens SP007s  

 
พฒันาสูตรผลิตภณัฑพ์ร้อมใชท่ี้ประกอบไปดว้ย เซลล ์P.  fluorescens SP007s สารพาและ

สารเสริมประสิทธิภาพในรูปผลิตภณัฑสู์ตรผง เพื่อสะดวกต่อการน าไปใชแ้ละการเก็บรักษา 
 
3.1 อาหารเพิ่มปริมาณเซลล ์P.  fluorescens SP007s 
 

3.1.1 การศึกษาชนิดและองคป์ระกอบอาหาร  
 

คดัเลือกชนิดพืชและแหล่งของธญัพืชต่าง ๆ ท่ีคาดวา่สามารถใชเ้ป็นแหล่งของ 
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พลงังานท่ีใหค้าร์บอน (คาร์โบไฮเดรต) ไดแ้ก่ มนัฝร่ัง ขา้วฟ่าง ขา้วโพด ขา้วบาร์เลย ์ขา้วเปลือก 
ขา้วสาลี และขา้วเหนียว และแหล่งของไนโตรเจน (กรดอะมิโน) ไดแ้ก่ ถัว่แดง ถัว่เขียว กากถัว่
เหลือง และถัว่ลิสง โดยเบ้ืองตน้น าธญัพืชดงักล่าวอยา่งละ 10 กรัม ผสมน ้า 200 มิลลิลิตร น าไปน่ึง
ฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 2 คร้ัง จากนั้นน าน ้าสารกรองส่วนของเหลว มา
ทดสอบโดยน า suspension ของเช้ือ P. fluorescens SP007s ท่ีเล้ียงไวใ้นอาหารเหลว NGB ท่ี 0.2 
OD (108  cfu/มิลลิลิตร) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เล้ียงเพิ่มปริมาณต่อในน ้าสารกรองเหลวดดัแปลง
เพิ่มปริมาณดงักล่าวเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

 
 3.1.2 การศึกษาอตัราส่วนท่ีเหมาะสมของส่วนผสมอาหารเพิ่มปริมาณเซลล ์
 

คดัเลือกตวัแทนน ้าตม้พืชและเมล็ดธญัพืชท่ีมีแนวโนม้เพิ่มอตัราการเจริญ
ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P.  fluorescens SP007s ในอาหารเหลวเล้ียงเช้ือแต่ละชนิด ในอตัราส่วน
เร่ิมตน้ คือ 1:1, 1:0.5, 1:0.25 และ 1:0 เพื่อหาสัดส่วนท่ีเหมาะสมท่ีสุดท่ีสามารถเพิ่มปริมาณเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปักษไ์ดอ้ยา่งรวดเร็วเปรียบเทียบกบัอาหารดดัแปลง MS (ชยัสิทธ์ิ และ สุดฤดี, 2548) 
อาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียทัว่ไป NGB และอาหารเล้ียงเช้ือจ าเพาะ King ’s medium B โดยอาหารแต่
ละชนิดผา่นการฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที น า suspension เช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปักษท่ี์เล้ียงในอาหารเหลว เป็นเวลา 24 ชัว่โมงวดัเช้ือท่ี 0.2 OD (ทดสอบปริมาณแบคทีเรียดว้ย
การเจือจางดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือแลว้ plate บนอาหาร NGA ท่ีความเขม้ขน้เท่ากบั 108 cfu /
มิลลิลิตร) เป็นเช้ือตั้งตน้ในอาหารเหลวดดัแปลงแต่ละชนิด  

 
 3.1.3 การศึกษาสภาวะการเล้ียงเช้ือท่ีส่งผลต่อการเพิ่มปริมาณเซลล ์
  

เปรียบเทียบสภาวะการเล้ียงเช้ือในสภาวะท่ีแตกต่างกนัเพื่อก าหนดเป็น
วธีิการมาตรฐานส าหรับเล้ียงขยายหรือเพิ่มปริมาณเซลลข์องเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P.  fluorescens 
SP007s โดยเล้ียงเช้ือสูตรท่ีพฒันาและคดัเลือกจากขอ้ 3.1.2 เป็นสภาวะตั้งตน้และปรับสภาพการ
เล้ียงดงัน้ี 

        3.1.3.1 ศึกษาสภาพการเป็นกรดด่างเร่ิมตน้ท่ีเหมาะสม  
โดยการใช ้1 N HCL และ 1 N NaOH ปรับ pH เร่ิมตน้ท่ีระดบั 6 7 

8 ในอาหารเล้ียงเช้ือใหม่ดงักล่าว เล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยา่ 150 รอบ/นาที ในสภาพอุณหภูมิหอ้ง เล้ียง
เช้ือนาน 24 ชัว่โมง  
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   3.1.3.2 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณเซลล ์ 
 

โดยน าอาหารชนิดใหม่ท่ีปรับ pH เล้ียงท่ีอุณหภูมิควบคุมท่ี
แตกต่างกนั คือ 25 30 35  และ 40 องศาเซลเซียส เล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยา่ 150 รอบ/นาที ในสภาพ
อุณหภูมิหอ้ง เล้ียงเช้ือนาน 24 ชัว่โมง  

 
3.1.4. การประเมินผลการทดลอง 

 
ประเมินผลการเจริญของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษด์ว้ยวธีิ 10 fold dilution 

method น าอาหารชนิดใหม่มาศึกษาคุณสมบติัท่ีจ  าเป็นต่อการเพิ่มจ านวนเซลลเ์ปรียบเทียบกบั
อาหารดดัแปลง MS อาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียทัว่ไป NGB และอาหารเล้ียงเช้ือจ าเพาะ KB medium 
 

3.2 ชนิดสารพาและส่วนผสมของผลิตภณัฑ์ 
       

3.2.1 การเตรียมเช้ือ P. fluorescens SP007s  
 

เตรียมเซลล ์P.  fluorescens SP007s เพื่อผสมกบัสารพา โดยเข่ียเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปักษ ์P.  fluorescens SP007s เล้ียงในอาหารเพิ่มปริมาณชนิดใหม่ท่ีไดจ้ากขอ้ 3.1 ปริมาณ 1 ลิตร 
เล้ียงเพิ่มปริมาณโดยเขยา่ขา้มคืนนาน 24 ชัว่โมง หลงัจากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งเพื่อตกตะกอนเซลล ์ท่ี
ความเร็วรอบ 8000 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และทิง้ส่วนใส่และ
น าเซลลท่ี์ได ้วดัเช้ือท่ี 0.6 OD (ทดสอบปริมาณแบคทีเรียดว้ยการเจือจางดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือแลว้ 
plate บนอาหาร NGA ท่ีความเขม้ขน้เท่ากบั 3x1013 cfu /มิลลิลิตร) เพื่อน าไปผสมกบัสารพาใน
กระบวนการผลิตผลิตภณัฑจุ์ลินทรียค์วบคุมโรค 

 
3.2.2 การคดัเลือกชนิดของสารพา 

   ประเมินคุณสมบติัสารพาชนิดต่างๆ เพื่อคดัเลือกชนิดท่ีมีคุณสมบติัในการ
กระจายตวัในน ้าไดดี้ และเป็นท่ียดึเกาะของแบคทีเรียปฏิปักษไ์ดดี้โดยมีอตัราส่วนผสม ดงัตารางท่ี 
2 เป็นสารพาส าหรับน าไปผลิตภณัฑจุ์ลินทรียสู์ตรผง ประเมินประสิทธิภาพคุณสมบติัการเป็นสาร
พา 4 ดา้น คือ 

1. ความสามารถของเช้ือ P.  fluorescens SP007sในการอยูร่่วมกบัสารพา (Viability) 
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    น าสารพาท่ีผสมเช้ือ P.  fluorescens SP007s มาทดสอบความสามารถในการอยูร่่วมกบั
สารพา โดยเก็บรักษาสารพาดงักล่าวท่ีอายกุารเก็บรักษานาน 6 เดือน ในซองพลาสติกท่ีเก็บรักษาใน
สภาพอุณหภูมิห้อง (28±5 °C) ประเมินผลโดยตรวจนบัจ านวนเช้ือดว้ยวธีิ 10 fold dillution ใชไ้ม
โครไปเปตปลอดเช้ือดูด suspension เช้ือท่ี 4 ระดบัการเจือจางคือ 108 1010 1012 และ 1014 ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหาร NGA แลว้ท าการกระจาย (space plate) ใหท้ัว่ผวิหนา้อาหาร บ่ม
เช้ือท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 24-48 ชัว่โมง ตรวจนบัจ านวนโคโลนีท่ีเจริญบนอาหารและน ามาค านวณ
เป็นค่า cfu/มิลลิลิตร  

 
ตารางที ่2  สารพาท่ีผสมกบัเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorecens SP007s 
 

สารพา1/ อตัราส่วน(กรัม)  
1. Talcum  100 
2. Kaolin 100 
3. Powder potato 100 

4. Lime 100 

5. Dolomite 100 

6. Powder milk 100 

7. Talcum + Deshefix2/ + SiO2 + CaSO 70:10:10:10 
8. Kaolin + Deshefix2/ + SiO2 + CaSO 70: 10:10:10 

9. Powder potato + Deshefix2/ + SiO2 + CaSO 70: 10:10:10 

10. Lime + Deshefix2/ + SiO2 + CaSO 70: 10:10:10 

11. Dolomite + Deshefix 2/ + SiO2 + CaSO 70: 10:10:10 

12. Powder milk+ Deshefix2/ + SiO2 + CaSO 70: 10:10:10 

 

1/ อตัราส่วนผสมสารพาจะตอ้งผสมเช้ือ P. fluorecens SP007s ปริมาณ 20                         
      

2/ สาร Deshecofix คือสาร alkylamine ethoxylates มีคุณสมบติัในการช่วยในการแพร่กระจายสารพา 
 

 
2. ลกัษณะการละลายน ้าของจุลินทรียผ์สมสารพา (Dissolution)  
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   ประเมินตามวธีิการของบริษทัแก๊พอินดสัตรียโ์ดยการจบัเวลาความสามารถในการละลาย

น ้าหลงัผสมน ้าทนัที แบ่งการประเมินออกเป็น 5 ระดบัโดยจบัเวลาการละลายน ้าของสารพา 5 
ระดบั คือ  

 
ระดบัท่ี 1 เป็นระดบัท่ีดีท่ีสุดโดยสารพาละลายน ้าทนัทีภายในเวลา 1-5 นาที  
ระดบัท่ี 2 ระดบัดีสารพาละลายน ้าภายในเวลา 5-10 นาที   
ระดบัท่ี 3 ระดบัปานกลางสารพาละลายน ้าภายในเวลา 11-30 นาที 
ระดบัท่ี 4 ระดบัพอใชส้ารพาละลายน ้าภายในเวลา 30-60 นาที   
ระดบัท่ี 5 ระดบัท่ีต ่ากวา่มาตรฐานสารพาไม่ละลายน ้า โดยเกาะตวัเป็นกลุ่มดา้นบนผวิน ้า  
 
3. ลกัษณะการแขวนลอยของจุลินทรียผ์สมสารพา (Suspension) 
 
   ประเมินตามวธีิการของบริษทัแก๊พอินดสัตรียโ์ดยน าสารพาผสมกบัน ้าแลว้น าไปเขยา่ 

ดว้ยเคร่ือง vortex นาน 5 นาที ท่ี 150 รอบต่อนาที  แลว้ประเมินออกเป็น 5 ระดบั คือ  
 
ระดบั 1 คือ สารพาแขวนลอยและตกตะกอนหมดภายในเวลา 12 ชัว่โมง (ดีท่ีสุด) 
ระดบั 2 คือ สารพาแขวนลอยและตกตะกอนหมดภายในเวลา 30-60 นาที (ดี) 
ระดบั 3 คือ สารพาแขวนลอยและตกตะกอนหมดภายในเวลา 11-30 นาที (ปานกลาง) 
ระดบั 4 คือ สารพาแขวนลอยและตกตะกอนหมดภายในเวลา 5-10 นาที (พอใช)้ 
ระดบั 5 คือ สารพาแขวนลอยและตกตะกอนหมดภายในเวลา 1-5 นาที (แย)่ 

 
4. ลกัษณะการจบัใบของจุลินทรียผ์สมสารพา (Sticker) 
 

น าสารพาดงักล่าว 10 กรัม ละลายน ้า 20 ลิตร พน่ใบคะนา้ท่ีมีขนาดความกวา้งใบ 6 
เซนติเมตร และความยาวใบ 12 เซนติเมตร ผึ่งลมใหแ้หง้ 6 ชัว่โมง แลว้น ามาลา้งใบดว้ยน ้ากลัน่น่ึง
ฆ่าเช้ือ ตรวจสอบปริมาณจ านวนเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P.  fluorescens SP007s ดว้ยวธีิ 10-fold 
dilution method แลว้เปรียบเทียบจ านวนเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษใ์นสารพาแต่ละชนิด 

 
3.2.3 สารเสริมประสิทธิภาพ (Adjuvant ) และแหล่งอาหาร (Substrate) 
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คดัเลือกชนิดสารอินทรียท่ี์สามารถน ามาใชเ้พื่อเสริมประสิทธิภาพเช้ือแบคทีเรีย

ปฏิปักษ ์P.  fluorescens SP007 โดยคดัเลือกระหวา่งกลูโคส ซูโคส แลคโตส น ้าตาลเดกโตส  
caboxymethyl cellulose (CMC) ผง FeSO4  ผสมกบัสารพาท่ีดีท่ีสุด ท่ีคดัเลือกจากขอ้ 4.2.1 และผสม
ดว้ยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s 20 มิลลิลิตร ท่ีความเขม้ขน้ 3x1013  cfu/มิลลิลิตร 
(ตารางท่ี 3) 

 
ตารางที ่3  ส่วนประกอบระหวา่งสารพา สารอาหาร และสารเสริมประสิทธิภาพ 
 

สารพา สัดส่วน 
1. สารพา : น ้าตาลกลูโครส 70 : 10 
2. สารพา : น ้าตาลซูโครส 70 : 10 

3. สารพา : น ้าตาลทรายแดง 70 : 10 

4. สารพา : น ้าตาลแลคโตส 70 : 10 

5. สารพา : น ้าตาลกลูโครส : CMC : FeSO4 70 : 10 : 1:1 
6. สารพา : น ้าตาลซูโครส : CMC : FeSO4 70 : 10 : 1:1 

7. สารพา : น ้าตาลทรายแดง : CMC : FeSO4 70 : 10 : 1:1 

8. สารพา : น ้าตาลแลคโตส : CMC : FeSO4 70 : 10 : 1:1 

 
ประเมินประสิทธิภาพสารพาท่ีผสมกบัสารเสริมประสิทธิภาพและเช้ือปฏิปักษ ์4 ดา้น คือ  
 
1. การส่งเสริมการเจริญเติบโตคะนา้   
 
    โดยน าส่วนผสมท่ีไดม้าคลุกเมล็ดทดสอบความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโต 

โดยปลูกคะนา้ดว้ยวธีิการท่ีดีท่ีสุดท่ีคดัเลือกจากขอ้ 2 ดว้ยสารผสมดงักล่าว ประเมินการเจริญเติบโต
ของคะนา้ท่ีอายคุะนา้ 65 วนั โดยวดัการเจริญเติบโตเช่นเดียวกบัขอ้ 2.2.2 
 

2. การควบคุมโรคเน่าด า 
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    ท าการปลูกคะนา้โดยคลุกเมล็ดคะนา้ก่อนปลูกดว้ยผลิตภณัฑท่ี์มีส่วนผสมสารดงักล่าว 
เม่ือคะนา้อาย ุ29 วนั ปลูกเช้ือสาเหตุโรคเน่าด า ประเมินการเกิดโรค และความรุนแรงโรค 
เช่นเดียวกบัขอ้ 1.4 

 
3. การควบคุมหนอนใยผกั 
 

ปลูกคะนา้โดยการคลุกเมล็ดและพน่ใบเม่ือคะนา้อาย ุ14 27 และ 28 วนั โดยน าใบคะนา้
ท่ีอาย ุ30 วนัท าการทดสอบแบบไม่ใหท้างเลือกโดยวธีิจุ่มใบ โดยตดัใบคะนา้เป็นรูปวงกลมขนาด
เส้นผา่นศูนยก์ลาง 3 เซนติเมตร หรือเท่ากบักน้ถว้ยเล้ียงแมลง น าช้ินใบคะนา้ไปจุ่ม suspension P.  
fluorescens SP007s นาน 10 วนิาที  ผึ่งใบใหแ้หง้  หลงัจากนั้นวางช้ินใบท่ีชุบเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์
P.  fluorescens SP007s เปรียบเทียบกบักรรมวธีิท่ีใชส้ารเคมี cypermethrin เล้ียงแมลงท่ีใส่กระดาษ
ฟางชุบน ้าไวก้น้ถว้ย  เพื่อให้ความชุ่มช้ืนแก่ช้ินใบคะนา้ เข่ียหนอนวยั 2 ลงบนช้ินใบคะนา้ ใบละ 5 
ตวั ทดสอบ 20 ซ ้ า ต่อ ความเขม้ขน้ (50 ตวั ต่อ ความเขม้ขน้)  บนัทึกอตัราการตายของหนอนหลงั
ท าการทดสอบท่ีเวลา 48 ชัว่โมง  

 
4. การคงความมีชีวติของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์(Viability) 
 
    โดยเก็บผลิตภณัฑชี์วภาพท่ีพฒันารักษานาน 12 เดือน ในซองพลาสติกท่ีเก็บรักษาใน

สภาพอุณหภูมิห้อง (28±5°C) ประเมินผลโดยการตรวจสอบการอยูร่อดของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์
P. fluorescens SP007s ในสารผสมโดยวธีิ plate counting ดว้ยการ 10 fold  dilution method 
วเิคราะห์ขอ้มูลหาความแปรปรวน และค่าความแตกต่างของค่าเฉล่ียทางสถิติโดย Duncan’s New 
Multiple Range test (DMRT) โปรแกรมคอมพิวเตอร์ R. 2.8.0 (ชูศกัด์ิ, 2551)  

 
 3.3 การหาสัดส่วนสารพาและสารเสริมประสิทธิภาพท่ีเหมาะสม 
   

น าสารพาท่ีคดัเลือกจากขอ้ 3.1 และสารเสริมประสิทธิภาพจากขอ้ 3.2 มาหา
อตัราส่วนท่ีเหมาะสม โดยผสมเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens  SP007s ปริมาณ 20 มิลลิลิตร 
(3X1013cfu/ มิลลิลิตร) โดยประเมินผลการทดลองความสามารถในการอยูร่อด ความสามารถในการ
ละลายน ้า ความสามารถในการแขวนลอย การควบคุมโรคเน่าด า และการควบคุมหนอนใยผกั โดย
จะปรับอตัราส่วนตามการละลายน ้า และการแขวนลอยเป็นตวัตั้งตน้ 
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 3.4 เปรียบเทียบผลิตภณัฑจุ์ลินทรียช์นิดผง P. fluorescens SP007s ชนิดเดิม (ISR-P®) 
กบัผลิตภณัฑช์นิดใหม่ 

  
น าผลิตภณัฑเ์ช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P.  fluorescens SP007s ใหม่ท่ีไดจ้ากขอ้ 3.3 มา

เปรียบเทียบประสิทธิภาพกบัผลิตภณัฑแ์บคทีเรียปฏิปักษ ์P.  fluorescens SP007s ชนิดเดิมท่ีมี
รายงานการควบคุมโรคหลายชนิด (Pathuangwong et al., 2009) โดยประเมินประสิทธิภาพ
เช่นเดียวกบัการทดสอบสารเสริมประสิทธิภาพการเป็นสารพาในขอ้ 3.2.2 และคุณภาพการเป็นสาร
เสริมประสิทธิภาพ 3.2.3 และวเิคราะห์ความแตกต่างตามขอ้มูลท่ีไดม้าวเิคราะห์ความแปรปรวน 
และค่าความแตกต่างของค่าเฉล่ียทางสถิติ โดย Duncan’s New Multiple Range test (DMRT) โดย
โปรแกรมคอมพิวเตอร์ R 2.8.0 (ชูศกัด์ิ, 2551)  
 
4. การทดสอบประสิทธิภาพผลติภัณฑ์ชีวภาพ  
  
 4.1 ประสิทธิภาพภายใตส้ภาพเรือนทดลอง 
 

น าผลิตภณัฑท่ี์ดีท่ีสุดท่ีพฒันามาจากขอ้ 3 มาทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรค
และแมลงศตัรูพืชภาย ใตส้ภาพเรือนทดลอง                                   ISR-P®   เดิม 
 

 4.1.1 ประสิทธิภาพผลิตภณัฑใ์หม่ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตและการควบคุม
โรคเน่าด า 

 
       วางแผนการทดลองแบบ CRD                        พนัธ์บางบวัทอง 

35                                    8      ท่ีบรรจุดินผสมปลอดเช้ือท่ีมีส่วนผสมของดิน
ร่วน:      า : ขยุมะพร้าว ในอตัราส่วน 2:1:1 หยดเมล็ดกระถางละ 3 เมล็ด ถอนแยกเม่ือคะนา้อาย ุ
7 วนั ถอนให้เหลือกระถางละ 1     หลงัจากคะนา้งอก โดยใหปุ๋้ยยเูรียอตัรา 1               1 
                                  
 

กรรมวธีิท่ี 1 ใชผ้ลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการพฒันาในขอ้ 3 ท่ีมีอายผุลิตภณัฑ ์1       
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กรรมวธีิท่ี 2 ใชผ้ลิตภณัฑ ์ISR-P® จากภาควชิาโรคพืชคณะเกษตร 
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 

 
กรรมวธีิท่ี 3 ใชส้ารเคมีท่ีมีส่วนผสม copper hydroxide 

 
กรรมวธีิท่ี 4 ใชน้ ้ากลัน่ในการควบคุม 
 
กรรมวธีิท่ี 5 ใช ้Fresh cell SP007s (1x108 cfu/ml) 

 
  ตรวจสอบและประเมินผลประสิทธิภาพการทดลองออกเป็น 2 ลกัษณะ คือ 
ทดสอบประสิทธิภาพการส่งเสริมการเจริญเติบโตและประสิทธิภาพในการควบคุมโรค ซ่ึงใชว้ธีิการ
ตรวจสอบและประเมินผลเช่นเดียวกบัขอ้ 2.2.2  
 

 4.1.2 ประสิทธิภาพผลิตภณัฑใ์หม่ในการควบคุมหนอนใยผกั 
 

วางแผนการทดลองแบบ CRD และปลูกตน้คะน้าเช่นเดียวกบัขอ้ 4.1.1 ซ่ึงมี
กรรมวิธีทั้งหมด 4 กรรมวิธี คือ 1.ใชผ้ลิตภณัฑ์จากขอ้ 3 ท่ีพฒันาข้ึนใหม่ 2.ใช้ผลิตภณัฑ์ ISR-P® 
จากภาควิชาโรคพืชคณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์  3.ใช้สารเคมีควบคุมหนอนใยผกั 
cypermethrinและ 4.ควบคุมดว้ยน ้ าเปล่า (sterile water) และ 5. ควบคุมดว้ย Fresh cell SP007s 
(1x108 cfu/ml) โดยใชก้รรมวธีิท่ีดีท่ีสุดจากขอ้ 2 และน าใบคะนา้ 30 วนัมาทดสอบประสิทธิภาพใน
การควบคุมหนอนใยผกัเช่นเดียวกบัขอ้ 2.3 
 4.2 การประเมินประสิทธิภาพผลิตภณัฑเ์ช้ือแบคทีเรียปฏิปักษใ์นการควบคุมโรคและ
แมลงในสภาพไร่ 
 
 วางแผนการทดลองแบบ Randomize Complete Block Design (RCBD) บนพื้นท่ีแปลง
ปลูกขนาด 1 ไร่ ท่ีต  าบลบา้นพราน จงัหวดัอ่างทองโดยการไถพรวน 1 คร้ัง ปลูกคะนา้โดยการหวา่น
เมล็ดคะนา้ 5 กรัม ต่อพื้นท่ี 2 x 3 ตารางเมตร ใหน้ ้าแบบพ่นฝอยทุก 1-2 สัปดาห์ ก าจดัวชัพืชโดย
การพน่สารเคมีคุมก่อนงอก 1 คร้ัง (10 ซีซี: น ้า 1ลิตร) และใชแ้รงงานถอนมือ กรรมวธีิในการ
ทดลองประกอบดว้ย 4 ซ ้ า แต่ละซ ้ าใชพ้ื้นท่ี ขนาด 3x7 ตารางเมตร การเตรียมดิน การใหน้ ้า และปุ๋ย 
ปฏิบติัเช่นเดียวกบัวธีิการของเกษตรกร ท าการทดสอบในสภาพไร่ โดยใชก้รรมวธีิท่ีดีท่ีสุดจากการ
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ทดลองในขอ้ท่ี 2  พื่อน ามาทดสอบผลิตภณัฑท์ั้ง 5 กรรมวิธีในสภาพไร่ โดยใชก้รรมวธีิท่ีใช้
ผลิตภณัฑด์งัต่อไปน้ี 
 
  กรรมวธีิท่ี 1 ใชผ้ลิตภณัฑท่ี์พฒันาใหม่จากขอ้ 3 
 

 กรรมวธีิท่ี 2 ใชผ้ลิตภณัฑ ์ISR-P® จากภาควชิาโรคพืชคณะเกษตร 
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 

 
 กรรมวธีิท่ี 3 ใชผ้ลิตภณัฑท่ี์มีส่วนผสมของ copper hydroxide ( Fumguran® )ในอตัรา
ฉลากแนะน า (10 กรัม ต่อ น ้ า 20 ลิตร) 
 

 กรรมวธีิท่ี 4 ใชว้ธีิท่ีเกษตรกรปฏิบติัอยูเ่ดิม โดยการใชน้ ้าหมกัสลบักบั cabendazim 
 
 กรรมวธีิท่ี 5 ใชน้ ้าในการควบคุมเปรียบเทียบ 
  
 ตรวจสอบและประเมินผลประสิทธิภาพในการควบคุมโรคและแมลงเช่นเดียวกบั
การประเมินโรคและแมลงในขอ้ 2.2.2 และ 2.3 
 
5. การศึกษากลไกการชักน าภูมิต้านทานพชื 
 
 ท าการเก็บคะนา้ท่ีทดสอบประสิทธิภาพการควบคุมโรคและแมลง ภายใตส้ภาพโรงเรือน
และสภาพไร่ เพื่อมาตรวจสอบสารชกัน าภูมิตา้นทาน superoxide dismutase และ glucosinolate 
                                7     และเก็บทุกวนัหลงัจากปลูกเช้ือสาเหตุโรคและปล่อย
หนอนใยผกัทดสอบลงไปเป็นเวลา 7         เก็บ          10                         30 
             ทนัทีเพื่อมารอท าปฏิกิริยา โดยจะตรวจสอบสารชกัน าภูมิตา้นทานในคะนา้ท่ีไดจ้าก
การทดสอบ cell suspension จากขอ้ 2.2.2 และ 2.3 และคะนา้ท่ีไดจ้ากการทดสอบการใชผ้ลิตภณัฑ์
ชนิดใหม่ จากการทดสอบประสิทธิภาพในขอ้ 4 
 

5.1 การวเิคราะห์กิจกรรมของ superoxide dismutase (SOD) ในคะนา้ 
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 ศึกษาวิเคราะห์อตัราการสะสมและกิจกรมของเอนไซม์ superoxide dismutase (SOD) 
โดยน าตวัอยา่งใบคะน้า กรรมวิธีละ 3 กรัม มาบดในไนโตรเจนเหลว หลงัจากนั้นน ามาผสมกบั 
homogenization buffer ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และท าการป่ันเหวี่ยงตกตะกอนท่ี 10,000 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ผสมใหเ้ขา้กนัเป็นเวลา 10 นาที) น าส่วนใสปริมาตร 1.5 มิลลิลิตรเก็บไว ้
และดูด suspension 200 ไมโครลิตร มาผสมกบั riboflavin solution 800 ไมโครลิตร น าไปวางใต้
หลอดฟูลออเรสเซนต์ 15 วตัต ์นาน 10 นาที ปฏิกิริยาจะเกิดเม่ือแสงไฟผา่นถูกตวัอยา่ง อ่านค่าการ
ดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 550 นาโนเมตร จากนั้นน าค่าท่ีวิเคราะห์
จากการดูดกลืนแสงท่ีได้มาหาค่าโดยใช้สมการ standard curve ตามวิธีการดัดแปลงของ  
Hammerschmid et al. (1982) 
 

5.2 การวเิคราะห์ปริมาณสาร glucosinolate 
 
 5.2.1 การสกดัสาร glucosinolate จากคะนา้ 
 

น าตวัอยา่งใบคะนา้บดใหล้ะเอียดดว้ยไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen) ให้
ละเอียดเป็นผงแป้งจากนั้นบรรจุลงในหลอดแกว้ เติม methanol 100 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
วางหลอดแกว้ลงใน water bath อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส และเติม benzylglucosinolate เป็น 
internalstandard ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปทนัที หลงัจากนั้น 10 นาที น าไปป่ันเหวีย่งตกตะกอน
ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพื่อแยกเอาส่วนใสท่ีเหลือน ากลบัไปสกดัดว้ย 
methanol ซ ้ าอีก 2 คร้ังแลว้น าส่วนใสท่ีไดม้าผสมกนัในหลอด น าส่วนใสท่ีได ้1 มิลลิลิตร กรองผา่น 
syring column ท่ีมี 0.3 มิลลิลิตร DEAE Sephadex A-25  ทิ้งส่วนใส่ และน าสาร sulfatase ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร ใส่ตามลงไปใน syring column ท่ีมีสารติดอยู ่หลงัจากนั้นปิด syring column ทนัที 
จนครบระยะเวลา 12 ชัว่โมง น าน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 1 มิลลิลิตร มาลา้ง syring column โดยลา้ง 3 คร้ัง 
แลว้เก็บน ้าท่ีลา้งมา 1 มิลลิลิตร มาวิเคราะห์ ดว้ยเคร่ือง high performance liquid chromatography 
(HPLC) ตามวธีิของ Craig and Sam. (2002) 
 

5.2.2 การวเิคราะห์ปริมาณสาร glucosinolate  
 

น าท่ี glucosinolate ท่ีแยกจากคะนา้ในขอ้ 5.2.1 มาวเิคราะห์หาปริมาณสาร 
glucoiberin และ สาร sinigrin ซ่ึงอยูใ่นกลุ่มของสาร glucosinolateโดยใช ้column C-18 ODS 
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reverse-phase column (250x4.6 mm. I.D., 5 µm, Luna Phenomenex, IL) ท่ี wavelength 229 นาโน
เมตร อุณหภูมิของ column เท่ากบั 35 องศาเซลเซียส อตัรา flow rate  เท่ากบั 1 มิลลิลิตรต่อ 1 นาที 
โดย retention time เท่ากบั15 นาที อตัราส่วนของ mobile phase ใช ้น ้า 80 เปอร์เซ็นต ์ท่ีเติม 1 
เปอร์เซ็นต ์tetrabutylammoniumhydroxide ต่อ acetonitile 20 เปอร์เซ็นต ์โดยระดบั solvent คงท่ี 5 
นาที และก่อนจบ 5 นาที โดย linear gradient  ใช ้100 เปอร์เซ็นตน์ ้า ขอ้มูลท่ีไดท้ั้งหมดน ามา
วเิคราะห์หาความแปรปรวนและความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวธีิ Duncan’s New Multiple Rarge 
Test (DMRT) ทางสถิติดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ R.2.8.0 (ชูศกัด์ิ, 2551)  

 
6. สถานทีท่ าการทดลอง 

 
 1. หอ้งปฏิบติัการและเรือนปลูกพืชทดลอง ภาควชิาโรคพืช คณะเกษตร 

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตบางเขน แขวงลาดยาว เขตจตุจกัร กรุงเทพฯ  
 
 2.ศูนยป์ฏิบติัการเคร่ืองมือวทิยาศาสตร์กลางคณะเกษตร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขต

บางเขน แขวงลาดยาว เขตจตุจกัร กรุงเทพฯ 
 
 3. บริษทั แก๊พอินดรัสตรีย ์จ  ากดั ต าบลบางโพ อ าเภอบางแพ จงัหวดัราชบุรี 
 
 4. แปลงผลิตคะนา้ของเกษตรกร ต าบลบา้นพราน อ าเภอแสวงหา จงัหวดัอ่างทอง 
 
7. ระยะเวลาในการทดลอง 

 
เร่ิมตั้งแต่เดือน เมษายน พ.ศ. 2552 ถึง กนัยายน พ.ศ. 2553 
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ผลและวจิารณ์ 
 

ผล 
 

1. สายพนัธ์ุเช้ือ X. campestris pv. campestris สาเหตุโรคเน่าด าและหนอนใยผกั Plutella xylostella 
ของคะน้า 
  

1.1 เช้ือสาเหตุโรคเน่าด าและการแยกเช้ือสาเหตุ 
 

 จากการเก็บรวบรวมสายพนัธ์ุเช้ือสาเหตุโรคเน่าด า ท่ีแสดงลกัษณะอาการโรคเน่าด า
จากแหล่งผลิตคะนา้ท่ีส าคญัรวม 4 จงัหวดั คือ นนทบุรี ปทุมธานี สุพรรณบุรี และอ่างทอง โดยเก็บ
ตวัอยา่งพืชจากลกัษณะพืชท่ีผดิปกติท่ีปรากฏ (Rimmer et al, 2006) ท่ีมีลกัษณะอาการขอบใบเร่ิม
เหลืองลุกลามเขา้ภายในเส้นกลางใบเป็นรูปตวัว ีและเส้นใบมีลกัษณะเป็นสีด า โดยเก็บรวบรวมใบ
คะนา้ท่ีมีลกัษณะดงักล่าว ไดท้ั้งหมด 191 ตวัอยา่ง จากจงัหวดั นนทบุรี 65 ตวัอยา่ง ปทุมธานี 36 
ตวัอยา่ง สุพรรณบุรี 47 ตวัอยา่ง และอ่างทอง 43 ตวัอยา่ง ท าการแยกเช้ือสาเหตุโรคเน่าด า 
X.campestris pv. campestris จากตวัอยา่งทั้งหมด 191 ตวัอยา่งดว้ยวธีิ tissue transplanting พบวา่
สามารถแยกออกเป็นโคโลนีสีเหลืองเด่ียว ๆ ท่ีมีแนวโนม้เป็น X. campestris pv. campestris สาเหตุ
โรคเน่าด า เท่ากบั 175 สายพนัธ์ุ (ภาพท่ี 4)  
 

1.2 การทดสอบปฏิกิริยาการตอบสนองแบบเฉียบพลนั 
  

  การทดสอบปฏิกิริยาตอบสนองแบบเฉียบพลนั (hypersensitive response: HR) 
โดยน าเช้ือท่ีมีแนวโนม้เป็นสาเหตุโรคทั้ง 175 สายพนัธ์ุทดสอบปฏิกิริยาHR บนตน้ยาสูบเพื่อยนืยนั
การเป็นเช้ือสาเหตุโรค ผลการทดลองพบวา่เช้ือสาเหตุโรคท่ีแยกมาทั้งหมด 175 สายพนัธ์ุ พบ 125 
สายพนัธ์ุ เท่านั้นท่ีสามารถกระตุน้ให้เน้ือเยือ่ใบยาสูบเกิดปฏิกิริยาเซลลต์ายอยา่งเฉียบพลนั มี
ลกัษณะแผลสีน ้าตาลรอบบริเวณท่ีฉีดเช้ือภายในเวลา 24-48 ชัว่โมง หลงัฉีด suspension เช้ือสาเหตุ
โรค แสดงวา่เช้ือ 125 สายพนัธ์ุนั้นมีแนวโนม้เป็นเช้ือสาเหตุโรคเน่ืองจากเป็นแบคทีเรียแกรมลบจึง
เป็นการยนืยนัระดบัหน่ึงวา่เช้ือ 125 สายพนัธ์ุ ท่ีแยกจากใบพืชท่ีเป็นโรคนั้นเป็นเช้ือสาเหตุโรคเน่า
ด าจริง โดยพบวา่เช้ือ 9 สายพนัธ์ุ คือ Brn 16, Brn 43, Brn 56, Brp13, Brp 27, Brs 24, Brs 39 Bra 10 
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และ  Bra 17 ท าใหเ้ซลลใ์บยาสูบตายอยา่งเฉียบพลนัภายใน 24 ชัว่โมงหลงัจากฉีด suspension เช้ือ
สาเหตุโรค  
 
 1.3 การทดสอบความสามารถในการก่อใหเ้กิดโรคเน่าด า 
 

น าเช้ือ 125 สายพนัธ์ุท่ีผา่นการทดสอบวา่เกิดปฏิกิริยา HR บนตน้ยาสูบมาทดสอบ
ความสามารถในการก่อให้เกิดโรคกบัพืชอาศยั (คะนา้) ดว้ยวธีิการ Koch’s postulation ผลการ
ทดลองพบวา่ลกัษณะอาการท่ีเกิดข้ึนหลงัจากปลูกเช้ือมีลกัษณะเช่นเดียวกบัการเกิดโรคใน
ธรรมชาติ โดยอาการจะเร่ิมเหลืองและแหง้ตายบริเวณขอบใบแลว้ค่อยลามลึกเขา้มาในเน้ือใบตาม
แนวเส้นใบท่ีอยูร่ะดบัเดียวกนัจนจรดแกนกลางของใบ ท าใหเ้กิดอาการเหลืองหรือแห้งเป็นสี
น ้าตาลลกัษณะรูปตวัว ี(V-shaped) ซ่ึงเป็นลกัษณะอาการพิเศษเฉพาะของโรคน้ี โดยพบวา่ 125 สาย
พนัธ์ุ จะค่อยๆปรากฏอาการชดัเจนหลงัจากปลูกเช้ือได ้7-12 วนั โดยในสายพนัธ์ุเช้ือท่ีแสดงอาการ
โรครุนแรงซ่ึงมีเพียง 4 สายพนัธ์ุเท่านั้น (Brn 43 Brp 13 Brs 39 และ Bra17) จะเห็นอาการหลงัปลูก
เช้ือภายใน 3 วนั สังเกตเห็นไดช้ดัเจนวา่เช้ือจะเขา้ไปเจริญอยูท่ี่เส้นกา้นใบ เม่ือน าใบเหล่าน้ีส่องผา่น
แสงหลอดไฟฟูออเรสเซนส์จะพบวา่เส้นใบมีสีด า หรือเม่ือน ามาตดัส่วนของล าตน้หรือผา่ออกตาม
ขวางจะเห็นส่วนของท่อน ้าของคะนา้เน่าเป็นสีด า  
  

1.4 การจ าแนกคุณสมบติัทางสัณฐานวทิยา ชีวเคมี และโมเลกุล ของเช้ือ X. campestris pv. 
campestris 

 
การศึกษาคุณสมบติัทางสรีรวทิยาเช้ือสาเหตุโรคเน่าด า โดยน าเช้ือทั้งหมดท่ีผา่นการ

พิสูจน์โรคดว้ย การทดสอบปฏิกิริยา hypersensitive response และวธีิ Koch’s postulation ทั้ง 125 
สายพนัธ์ุ มาจ าแนกชนิดของเช้ือแบคทีเรีย ในระดบัสรีระวิทยา พบวา่มีลกัษณะโคโลนีของเช้ือทุก
สายพนัธ์ุบนอาหาร NGA มีโคโลนีมีสีเหลืองอ่อน ลกัษณะกลมนูน ขอบเรียบ ผิวเรียบเป็นมนัวาว 
และเม่ือยอ้มสีโคโลนี ๆ ติดสีแดงของ safanino เซลลมี์ลกัษณะเป็นท่อนสั้น ตรงตามท่ี Dye et al. 
(1980) เช้ือทั้งหมดเป็น gram negative ลกัษณะเซลลแ์บบท่อนสั้น ผลการทดสอบลกัษณะทาง
ชีวเคมีและการเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือสังเคราะห์ต่างชนิด พบวา่เช้ือสาเหตุโรคทั้งหมด ไม่สามารถ
ใชก้ลูโคสในสภาพท่ีไม่มีอากาศ สามารถยอ่ย gelatin, casein, starch และ tween  80 ได ้แต่ไม่สร้าง 
indole ใน peptone water สามารถสร้างเอมไซม ์catalase แต่ไม่สร้างเอนไซม ์oxidase และ urease 
สร้าง H2S จาก peptone water สามารถใช ้glucose, arabinose, mannose, lactose,  sucrose และ 
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manitol เป็นแหล่งของพลงังานคาร์บอนได ้โดยท าใหเ้กิดกรดแต่ไม่เกิดแก๊ส เม่ือน าผลการทดลอง
เปรียบเทียบกบัขอ้มูลใน Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 9th ed. (John et al., 
1994) พบวา่มีความสอดคลอ้งกบัลกัษณะของเช้ือเป้าหมาย X. campestris pv. campestris สาเหตุ
โรคเน่าด าทุกปฏิกิริยา (ตารางท่ี 4) เม่ือจ าแนกชนิดเช้ือ X. campestris pv. campestris สายพนัธ์ุ 
Bra17 ดว้ย primer ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจงกบับริเวณ 16S rDNA พบวา่ primer ของเช้ือ X. 
campestris pv. campestris สายพนัธ์ุ HRI 3811 ( PHW 1205; race 1) 
(5’CTCGTAGACTGCGTACATGCAG-3’และ GACGATGAGTCCTGACCGA-3’) (Valverde et 
al, 2007) และสามารถเพิ่มปริมาณ DNA ส่วน 16S rDNA ของเช้ือสายพนัธ์ุ X. campestris pv. 
campestris ทั้ง 125 สายพนัธ์ุไดโ้ดยใช ้โดยมีแถบ DNA เท่ากบั 550 bp ตรงตามขนาดท่ีไดอ้อกแบบ
ไว ้จึงเป็นการยนืยนัไดว้า่และเป็นเช้ือสาเหตุโรคจริง (ภาพท่ี 5) 
 

1.5 การเก็บรวบรวมหนอนใยผกั 
 

การเก็บรวบรวมแม่พนัธ์ุของหนอนใยผกัจากแหล่งปลูกท่ีเดียวกบัแหล่งท่ีเก็บเช้ือ
สาเหตุโรคเน่าด าและน ามาเล้ียงไวใ้นกล่องและกรงจนเป็นตวัเตม็วยั ซ่ึงมีแม่พนัธ์ุหนอนใยผกั
ทั้งหมด 250 ตวั โดยมีลกัษณะของตวัเตม็วยัเป็นผเีส้ือกลางคืน วางไข่เป็นฟองหรือกลุ่มเล็ก ๆ ไข่มีสี
เหลืองอ่อน และจากการเก็บมาจากแปลงมีหนอนวยั 3 และ 4 โดยหนอนจะมีลกัษณะล าตวัยาวเรียว
หวัทา้ยแหลม ส่วนทา้ยมีปุ่มยืน่ออกเป็น 2 แฉก สีเขียวอ่อน หรือเขียวปนเหลือง เม่ือถูกตวัหนอนจะ
ด้ินและทิ้งตวัลงดินโดยการชกัใย เขา้ดกัแดโ้ดยมีใยปกคลุม เล้ียงไวเ้พื่อท่ีจะน ารุ่นลูกรุ่นถดัไป (F2) 
ใชใ้นการทดสอบ (ภาพท่ี 6) 
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ตารางที ่4  คุณสมบติัสัณฐานวทิยาและชีวเคมีของเช้ือ X. campestris pv. campestris สาเหตุโรคเน่า
ด าคะนา้ 

 
ลกัษณะทดสอบ ปฏิกิริยา 

ลกัษณะสีโคโลนี สีเหลืองนวล กลม ขอบเรียบ มนัวาว 
การติดสีแกรม - 
การใชน้ ้าตาล Manitol + 
การใชน้ ้าตาล Gluclose + 
การใชน้ ้าตาล Arabinose + 
การใชน้ ้าตาล Lactose + 
การใชน้ ้าตาล Mannose + 
การใชน้ ้าตาล Socose + 
การยอ่ย Gelatin + 
การยอ่ย Casein + 
การยอ่ย Starch + 
การยอ่ย Tween 80 + 
การทดสอบ Indole + 

 

1/ + = 90 เปอร์เซ็นตห์รือมากกวา่ใหผ้ลเป็น positive และ - =                  
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ภาพที ่4  ลกัษณะอาการโรคเน่าด าท่ีลุกลามของเช้ือจากขอบใบท าใหใ้บเป็นสีเหลือง และลุกลามเขา้

เส้นกลางใบท าใหท้่อล าเลียงน ้าและล าเลียงอาหารของพืชมีสีด า (ก) โดยเช้ือสาเหตุ X. 
campestris pv. campestris ท่ีแยกจากตวัอยา่งมีลกัษณะโคโลนีสีเหลือง ขอบเรียบ มนัวาว 
บนอาหาร NGA (ข) 

 
 
 
 
     
  
     
 
 
 
ภาพที ่5  ผลผลิต PCR ของ 16S rDNA โดย primer จ าเพาะขนาด 550 bp บน 0.8 เปอร์เซ็นต ์

agarose gel ช่องท่ี M = 1 kb ladder ช่องท่ี 1-2 = X. campestris pv. campestris สายพนัธ์ุ  
Bra 17 และ Brp 13  

 

       M               1            2              3       

  550 bp 

(ก) 

ก 

(ข) 

ก ข 
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ภาพที ่6  หนอนใยผกั Plutella xylostella มีลกัษณะของไข่หนอนมีสีเขียวใสวางไข่แบบฟองเด่ียว ๆ  
 (ก) เจริญเป็นตวัหนอน ซ่ึงกินคะนา้เป็นอาหาร (ข) เม่ือเขา้สู่ระยะดกัแดจ้ะสร้างเส้นใยปก 
 คลุมตวัหนอนสีขาว (ค) และเจริญเป็นผเีส้ือกลางคืนตวัเต็มวยั (ง) 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ข) (ก) 

(ง) 

(ค) 
(ง) 
(ง) 
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2. การทดสอบประสิทธิภาพเช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ P.  fluorescens SP007s 
 

2.1 ประสิทธิภาพการควบคุมโรคเน่าด า 
 

จากการน าเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ท่ีเก็บรักษาไวใ้น glycerol 20 
เปอร์เซ็นต ์อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จากภาควชิาโรคพืช คณะเกษตร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
มาเล้ียงบนอาหาร NGA พบวา่เช้ือมีลกัษณะโคโลนีใส ไม่มีสี และเรืองแสงเม่ือส่องดูภายใต้
หลอดไฟฟูออเรสเซนตแ์ละเล้ียงในอาหาร NGB เปล่ียนสีอาหารเป็นสีเขียวอ่อน (วลิาวรรณ์, 2551) 
(ภาพท่ี 6) และเม่ือน ามาเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือจ าเพาะ King medium B พบวา่เช้ือสามารถสร้างสาร
เรืองแสงบนอาหารเล้ียงเช้ือและเห็นชดัเจนเม่ือดูใตแ้สงยวูี (ภาพท่ี 7)  

 
ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์ P. fluorescens SP007s ในการ

ควบคุมเช้ือ X. campestris pv. campestris ดว้ยวธีิ agar diffusion เปรียบเทียบกบัการใชส้ารเคมี 
(coper hydroxide) และน ้ากลัน่ ปรากฏวา่หลงัจากบ่มเช้ือนาน 48 ชัว่โมง เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. 
fluorescens SP007s สามารถผลิตสาร secondary metabolite ออกมายบัย ั้งการเจริญของเช้ือสาเหตุ
โรคเน่าด าโดยสร้างบริเวณใสกวา้ง 1.8 เซนติเมตร (ภาพท่ี 7) ในขณะท่ีการใช ้copper hydroxide มี
บริเวณใสเท่ากบั 0.6 เซนติเมตร เม่ือเปรียบเทียบกบัน ้ากลัน่ ซ่ึงไม่ใหผ้ลการยบัย ั้งเช้ือโรค  

 
การทดสอบประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของตน้คะนา้โดยการศึกษา

เทคโนโลยใีนการปลูกซ่ึงมีกรรมวธีิดงัต่อไปน้ี คือ การใชเ้ช้ือ SP007s ในลกัษณะ cell suspension 
คลุกเมล็ด คลุกเมล็ดร่วมกบัการพน่ใบดว้ย SP007s โดยจะคลุกเมล็ดดว้ย cell SP007s ท่ีมีความ
เขม้ขน้ 1x106 cfu/ml ปริมาตร 10 มิลลิลิตร: เมล็ดคะนา้ 1 กิโลกรัม และพน่ใบท่ีความเขม้ขน้1x108 

cfu/ml อตัรา 10 มิลลิลิตร: คะนา้ 1 ตน้ และเปรียบเทียบกบัการใชส้ารเคมีในการควบคุม และน ้า
กลัน่ในการควบคุม ผลการทดลองพบวา่ เม่ือวดัความสูงตน้ น ้าหนกัสด ความยาวใบ ความกวา้งใบ
วเิคราะห์ 

 
ผลค านวณค่า growth parameter               Delahaut, (1997) ผลการทดลอง

พบวา่ กรรมวธีิการคลุกเมล็ดดว้ย SP007s ท่ีมีความเขม้ขน้1x106 cfu/ml และพน่ใบซ ้ าเม่ือคะนา้อาย ุ
14 21    28               ม   1x108 cfu/ml 10 มิลลิลิตร: คะนา้ 1 ตน้ ให้ผลในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตตน้คะนา้ดีท่ีสุดทั้ง 3                 14 35 และ65     ซ่ึงใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารเจริญเติบโตดี
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ท่ีสุดเท่ากบั 27 38    42                                                             3       
                                   24 33    38             เม่ือเปรียบเทียบกบักรรมวธีิท่ีใชน้ ้า
กลัน่เท่ากบั 19 21    21                       (         5) 
 

การทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเน่าด า จากกรรมวธีิท่ีใชเ้ช้ือ SP007s ใน
ลกัษณะ cell suspension                                        SP007s และพน่ใบดว้ย SP007s 
3                                   copperhydroxide และน ้ากลัน่ในการควบคุม ซ่ึงแบ่งออกเป็น 
2 กลุ่มคือ กลุ่มท่ีปลูกเช้ือ XCC และกลุ่มท่ีไม่ปลูกเช้ือ ท าการประเมินผลโดยการวดัเปอร์เซ็นตก์าร
เกิดโรคและระดบัความรุนแรงของโรคตามวธีิการของ วิลาวรรณ์ และคณะ(2549)            
     กรรมวธีิท่ีคลุกเมล็ดก่อนปลูกและพน่ใบ 3                      14 21    28         SP007s 
เป็นกรรมวธีิท่ีดีท่ีสุดพบ พบเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคเท่ากบั 3                                  
           5                                (         5)  
 
 2.2 ประสิทธิภาพการควบคุมหนอนใยผกั 
 

การทดสอบประสิทธิภาพการควบคุมหนอนใยผกั จากกรรมวธีิท่ีใชเ้ช้ือ SP007s ใน
ลกัษณะ cell suspension                        1x106 cfu/ml 10 มิลลิลิตร: คะนา้ 1 กิโลกรัม 
ร่วมกบัการพน่ใบซ ้ าท่ีความเขม้ขน้1x108 cfu/ml อตัรา 10 มิลลิลิตร: คะนา้ 1 ตน้ เม่ือคะนา้อาย ุ14 
21    28                                                       cypermethrin ในการควบคุม โดย
ปล่อยนอนบนใบพืชเม่ือคะนา้อาย ุ30 วนั และประเมินผลโดยวดัอตัราการตาย การยบัย ั้งการกิน
อาหารของหนอนใยผกัและการวางไข่ของหนอนผเีส้ือในรุ่นติดไข่ ผลการทดลองพบวา่ ทั้งใน
หอ้งปฏิบติัการและทดลองใหผ้ลสอดคลอ้งกนัโดยพบวา่ คะนา้ท่ีปลูกโดยใชเ้ช้ือ SP007s ควบคุม 
ใหอ้ตัราการตายของหนอน การยบัย ั้งการกินอาหารและการวางไข่ในรุ่นถดัไปดีท่ีสุดเท่ากบั 69.0 
89.5และ 3.80             (              )  65 75.5และ 16.0 เปอร์เซ็นต ์(เรือนทดลอง) แตกต่าง
ทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักรรมวธีิควบคุมโดยใชน้ ้ากลัน่(ตารางท่ี 6) 
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ภาพที ่7  เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ลกัษณะโคโลนีขาวครีม แบน ขอบเรียบ 
เหลือบแสง ท่ีเจริญบนอาหาร NGA (ก) สามารถสร้างสารเรืองแสงไดบ้นอาหาร King 
medium B  (ข) และสร้างสาร secondary meyabolite ยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรคเน่าด า (ค) 

 

 

 

 

 

 

 

 

(ก) 

(ค) 

(ข) 

        บริเวณยบัย ั้งโดย 
  เช้ือ P.fluorescens SP007s 

น ้ากลัน่ 

เช้ือสาเหตุโรค Xcc 
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ตารางที ่5  ประสิทธิภาพของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์Pseudomonas fluorescens SP007s ในการ 
    ส่งเสริมการเจริญเติบโตของตน้คะนา้ และการควบคุมโรคเน่าด า1

 

 

 

 

1/ ค่าเฉล่ียจาก 5 ซ ้ า ตวัอกัษรเหมือนกนัในแนวตั้งไม่แตกต่างกนัทางสถิติ Duncan’s New Multiple 
Range test (DMRT) วเิคราะห์โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ R 2.8.0 (P=0.05) 

2/สมการค านวนค่าการเจริญเติบโต= (ความสูงล าตน้ + น ้าหนกัสด + ตวามยาวใบ + ความกวา้งใบ)
      4 

3/รายละเอียดตามวธีิการและอุปกรณ์และตารงภาคผนวกท่ี 1 คือ ระดบั 0 = ใบพืชไม่แสดงอาการ
ผดิปกติใด ๆ ระดบั 1 = ลกัษณะอาการโรคบนใบเหลือง/เป็นจุดรุนแรงเท่ากบั 1-25 เปอร์เซ็นต/์
พื้นท่ีใบทั้งหมด ระดบั 2 = ลกัษณะอาการโรคบนใบใบเหลือง/เป็นจุดรุนแรงเท่ากบั 26-50 
เปอร์เซ็นต/์พื้นท่ีใบทั้งหมด ระดบั 3 = ลกัษณะอาการโรคบนใบใบเหลือง/เป็นจุดรุนแรงเท่ากบั 
51-75 เปอร์เซ็นต/์พื้นท่ีใบทั้งหมด ระดบั 4 = ลกัษณะอาการโรคบนใบใบเหลือง/เป็นจุดรุนแรง 
76-100 เปอร์เซ็นตห์รือใบแห้งร่วงหล่น 
 
 
 

 
กรรมวธีิ 

การเจริญเติบโตของคะนา้ 
(%)2/ 

โรคเน่าด า 

อายพุืช (วนั) 
14  35  65  การเกิด

โรค (%) 
ระดบัความ
รุนแรงโรค3/ 

1. น ้ากลัน่ 19b  21c 23d 84 c 4 
2.copper hydroxide 22ab 25bc 32bc 29 b 2 
3. คลุกเมล็ดดว้ย SP007s 27a 29b 35b 8 a 1 
4. คลุกเมล็ดร่วมกบัพน่ใบดว้ย SP007s 27a 38a 42a 3 a 1 
5. พน่ใบดว้ย SP007s 24ab 33ab 38ab 9 a 1 
% (CV) 14.59 45.25 1118.81 - - 
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ตารางที ่6  ประสิทธิภาพการควบคุมหนอนใยผกัดว้ยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s 
 ภายใตห้อ้งปฏิบติัการและสภาพเรือนทดลอง1/ 

 

 
กรรมวธีิ2/ 

ขอ้มูลประเมิน (%)3/ 
หอ้งปฏิบติัการ  เรือนทดลอง 

Mortality AFI ER  Motality AFI ER 

1. น ้ากลัน่ 0c 0c 0  0 0 75.68c 
2. ใชเ้ช้ือ SP007s 69a 89.5a 3.8b   65b 75.50a  16.00a 
3. ใช ้Cypermethrin 75b 70.5b 39.0a  70a 70.50a 35.65b 

F-test * * *  *  * 
% (CV) 75.01 22.53 33.66  86.78 86.75 71.66 

 
1/ ค่าเฉล่ียจาก 5 ซ ้ า ตวัอกัษรเหมือนกนัในแนวตั้งไม่แตกต่างกนัทางสถิติโดยวิธี Duncan’s New 

Multiple Rarge test วเิคราะห์โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ R 2.8.0 (P=0.05) 
2/ ใชค้ะนา้ใบท่ี 2 นบัจากยอดคะนา้ของคะนา้อายุ 30 วนั ท่ีผา่นการคลุกเมล็ดและพ่นใบตามแต่ละ
กรรมวธีิเม่ือ อายคุะนา้ 14 21 และ 28 วนั 

3/ Mortality, AFI (antifeeding inhibition)และ ER (Egg repenllen) = เปอร์เซ็นตอ์ตัราการตาย , 
เปอร์เซ็นต์อตัราการยบัย ั้งการกินอาหารของหนอนใยผกั เปอร์เซ็นต์อตัราการวางไข่ของผีเส้ือ
หนอนใยผกั จ านวนหนอนใยผกัท่ีพบหลงัจากปล่อยผีเส้ือหนอนใยผกัให้วางไข่และเจริญจนเป็น 
ตวัหนอน ตามล าดบั 
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3. การพฒันาผลติภัณฑ์เช้ือแบคทเีรียปฏิปักษ์ P. fluorescens SP007s  
 
3.1 การพฒันาอาหารเพิ่มปริมาณ 
 
     อาหารเพิ่มปริมาณ P. fluorescens SP007s ซ่ึงใหผ้ลการคดัเลือกชนิดน ้าสกดัพืชหรือ

ธญัพืชท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์ P. fluorescens SP007s ท่ีคดัเลือก
จากวตัถุดิบท่ีใหส้ารคาร์โบไฮเดรต และกรดอะมิโนซ่ึงจ าเป็นต่อการเจริญเติบโต และกระบวนการ
เมตาบอไลตข์องเช้ือปฏิปักษเ์พื่อใชเ้ป็นสารผสมในการผลิตอาหารเล้ียงเช้ือเพิ่มปริมาณแบคทีเรีย
ปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ผลการทดลองคดัเลือกโดยเล้ียงเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. 
fluorescens SP007s เพิ่มจ านวนภายใน 24 ชัว่โมง ตรวจนบัจ านวนเซลลท่ี์เพิ่มข้ึนในน ้าสกดัธญัพืช/
พืชท่ีคดัเลือกมา พบวา่ ในน ้าสกดัมนัฝร่ังเป็นแหล่งพลงังานท่ีใหค้าร์บอนไดดี้ท่ีสุด โดยสามารถ
เพิ่มจ านวนเซลล ์ไดเ้ท่ากบั 3X1013 cfu/มิลลิลิตร และน ้าสกดักากถัว่เหลืองเป็นแหล่งไนโตรเจนได้
ดีท่ีสุด โดยเพิ่มจ านวนเซลลไ์ดเ้ท่ากบั 3X108 cfu/ มิลลิลิตร เม่ือเปรียบเทียบกบัน ้าสกดัพืชและ
ธญัพืชทัว่ไป แต่ยงัคงมีความแตกต่างทางสถิติกบัอาหารเล้ียงเช้ือ NGB และ KB (ตารางท่ี 7) จึง
จ าเป็นตอ้งปรับส่วนผสมเพื่อพฒันาน ้าสกดัมนัฝร่ังและน ้าสกดัถัว่เหลืองเป็นตวัแทนในการน ามา
ผลิตอาหารเพิ่มปริมาณ มาศึกษาหาสัดส่วนผสมท่ีเหมาะสมโดยทดสอบการเจริญของเช้ือในอาหาร
เหลวผสมและจากการดดัแปลงมีส่วนผสมและอตัราส่วนของ กากถัว่เหลืองต่อมนัฝร่ัง 1:1 1:0.5 
1:0.25 1:0 0:1 0.25:1 และ0.5:1 มาเล้ียงเพิ่มปริมาณเซลลเ์ช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens 
SP007s และตรวจสอบการเพิ่มปริมาณเซลลด์ว้ยวธีิ 10 fold dilution พบวา่สูตรอาหารท่ีไดจ้าการน า 
กากถัว่เหลืองผสมดว้ยมนัฝร่ัง ท่ีอตัราส่วน 1 : 0.5 สามารถเพิ่มปริมาณเซลลเ์ช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์
ใหมี้ปริมาณมากท่ีสุดท่ีเวลา 24 ชัว่โมง เท่ากบั 3x1022  cfu /มิลลิลิตร มีระยะเวลาการผลิตและเพิ่ม
ปริมาณเซลลม์ากท่ีสุด จึงใหช่ื้ออาหารดงักล่าววา่ SPMP (Soybean Potato- Modified for 
Pseudomonas fluorescens SP007s medium) (ตารางท่ี 8) 
 
 ผลการทดสอบอตัราส่วนท่ีเหมาะสมดงักล่าวมาศึกษาปัจจยัตั้งตน้ท่ีเหมาะสมของอาหาร 
SPMP medium  ผลการทดลองพบวา่เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s โดยทดสอบ
ความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมในอาหาร SPMP ทดสอบท่ี pH เท่ากบั 5 6 7 8  พบวา่ ท่ีความเป็นกรด
ด่างท่ี 6-7 ท่ีเป็นกรดด่างตั้งตน้ในอาหารดงักล่าวไดดี้ท่ีสุดแตกต่างทางสถิติ โดยมีจ านวนเซลล์
แบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ท่ีเวลา 24 ชัว่โมง เท่ากบั 3x1024 cfu/มิลลิลิตรและ การ
ทดสอบปัจจยัดา้นอุณหภูมิท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens 
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SP007s จากการทดสอบอุณหภูมิท่ีเหมาะสมพบวา่อุณหภูมิในช่วง 25- 30 องศาเซลเซียส เป็น
อุณหภูมิท่ีเซลลเ์ช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s สามารถเพิ่มปริมาณ ไดม้ากท่ีสุดอยู่
ในช่วง 3X1022 - 3X1024 cfu/มิลลิลิตร (ตารางท่ี 9) และไดน้ าผลท่ีไดจ้ากการทดสอบปัจจยัตั้งตนท่ี
เหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือในอาหาร SPMP                    ตม้     อตัราส่วนกากถัว่
เหลืองต่อมนัฝร่ัง (1:0.5)        1      โดบปรับความเป็นกรด –  างท่ี 7                          
                25                                      ปรียบเทียบกบัอาหารเล้ียงเช้ือ
แบคทีเรียทัว่ไป NB     KB medium                              (2549) ผลการทดลองพบวา่ 
อาหาร SPMP medium 
เป็นอาหารท่ีมีการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษเ์ทียบเท่าอาหารเหลวเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย
ทัว่ไปคือ  NGB ท่ี 24 ชัว่โมง มีปริมาณเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษเ์ท่ากบั 3x1024 cfu/มิลลิลิตร เม่ือ
เปรียบเทียบกบัการเจริญเติบโตในน ้ากลัน่ (ภาพท่ี 8) 
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ตารางที่ 7  การเจริญของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ในอาหารเล้ียงเพิ่มปริมาณเซลล์ 
 

น ้าสกดัพืชและธญัญะพืช ปริมาณเช้ือ1/ log (cfu/ml)  
 เวลา 24 ชม. 

1. มนัฝร่ัง    3x1018 ab 
2. ขา้วฟ่าง 3x102d 

3. ขา้วโพด 3x103 d 

4. ขา้วบาร์เรย ์ 3x106 c 

5. ขา้วเปลือก 3x104 d 

6. ขา้วสาลี 3x108 c 

7. ขา้วเปลือก 3x106 c 

8. ถวัเขียว 3x1012 bc 

9 กากถัว่เหลือง 3x1018 ab 

10. ถัว่แดง 3x1012 b 

11. ถวัลิสง 3x1012 bc 

12. MS medium (          , 2549)                               3x1014 b 

13. Nutrient  Glucose Both 3x1020 a 

14. King medium B 3x1022 a 

% (cv) 
 
%(CV) 

62.65 
62.65  

1/  ค่าเฉล่ียจาก 5 ซ ้ า ตวัอกัษรเหมือนกนัในแนวตั้งไม่แตกต่างกนัทางสถิติ Duncan’s New Multiple 
Range test (DMRT) วเิคราะห์โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ R 2.8.0 (P=0.05) 

2/ การเจริญของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 1x108 cfu/ml ท่ี
เจริญในน ้าตม้สกดัพืชและธญัพืช ตรวจนบัจ านวนเม่ือบ่มเช้ือนาน 24 ชัว่โมง ภายใตอุ้ณภูมิหอ้ง 
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ตารางที ่8  อตัราการเจริญของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ในอาหาร Soybean 
Potato-Modified for  Pseudomonas SP007s medium  (SPMP) 

 

อตัราส่วน1/ 
ถัว่เหลือง:มนัฝร่ัง2/ 

ปริมาณเช้ือ 1/ log (cfu) 
เวลา (ชม.) 

0 6 12 18 24 30 
1:0.25 1x106 3x1010a 3x108a 3x1020a 3x1022a 3x1020a 
1:0.5 1x106 3x108b 3x1012c 3x1014c 3x1012d 3x1010e 
1:0 1x106 3x108b 3x1010d 3x1012d 3x109e 3x106f 
0:1 1x106 3x107bc 3x109de 3x1010e 3x108e 3x106f 

0.25:1 1x106 3x108b 3x1012c 3x1014c 3x1015c 3x1012cd 
0.5:1 1x106 3x109ab 3x1014b 3x1016b 3x1018b 3x1014c 

% (cv) 0 12.39 20.57 24.03 38.60 46.91 
 
1/  ค่าเฉล่ียจาก 5 ซ ้ า ตวัอกัษรเหมือนกนัในแนวตั้งไม่แตกต่างกนัทางสถิติ Duncan’s New Multiple 

Range test (DMRT) วเิคราะห์โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ R 2.8.0 (P=0.05) 
2/อัตราส่วนของอาหาร SPMP ประกอบด้วยถั่วเหลืองต่อมันฝร่ัง (กรัม) ในน ้ า 1      
                                    P. fluorescens SP007s 
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ตารางที ่9  ปัจจยัท่ีมีผลต่อการเจริญของเช้ือ P. fluorescens SP007s ในอาหาร SPMP 
 

ปัจจยัควบคุม2/ 
ปริมาณเช้ือ1 / log (cfu/ml) 

เวลา (24 ชม.) 

กรด-ด่าง 

5 3x1018b 
6 3x1024a 
7 3x1025a 
8 3x1010b 

% (cv) 14.57 

อุณหภูมิ 

25 3x1024a 
30 3x1022a 
35 3x1020b 
40 3x1012c 

% (cv) 22.44 
 
1/หมายเหตุ  ค่าเฉล่ียจาก 5 ซ ้ า ตวัอกัษรเหมือนกนัไม่แตกต่างกนัทางสถิติ Duncan’s New Multiple 
Range test (DMRT) วเิคราะห์โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ R 2.8.0 (P=0.05) 

2/น าอาหาร SPMP มาปรับให้มีความเป็นกรด –ด่าง เร่ิมตน้ และควบคุมอุณหภูมิการเจริญ เขย่า
อาหาร SPMP ท่ีควบคุมปัจจยัดงักล่าวนาน 24 ชัว่โมงและตรวจสอบนบัปริมาณเซลลท่ี์เพิ่มข้ึน 
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ภาพที ่8  ชีพจกัรของเช้ือ P. fluorescens SP007s ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 1X108 cfu/ มิลลิลิตร ใน

อาหารเล้ียงเช้ือ SPMP (อาหารดดัแปลงชนิดใหม่) เปรียบเทียบ MS (อาหารดดัแปลง) (ชยั
สิทธ์ิ, 2549) NGB (อาหารเล้ีงเช้ือแบคทีเรียทัว่ไป) KB (อาหารเล้ียงเช้ือจ าเพาะ P. 
fluorescens) และ sterile water (เล้ียงในน ้ากลัน่) 

 
3.2  การพฒันาผลิตภณัฑชี์วภณัฑ์ 
 

การทดสอบประสิทธิภาพการเป็นสารพาของผลิตภณัฑจุ์ลินทรียเ์ช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์
P. fluorescens SP007s โดยการผสมจุลินทรียเ์ช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ปริมาณ 
20 มิลลิลิตร (ความเขม้ขน้ 3X1018 cfu/ มิลลิลิตร) กบัสารพาท่ีเตรียมไว ้80 กรัม และตรวจสอบ 
ความสมารถในการอยูร่อดโดยเก็บไวใ้นอุณหภูมิห้อง (เก็บในพลาสติกท่ีปิดสนิทดว้ยการซิลปาก
ถุง) ความสามารถในการละลายตวั (dissiove) ความสามารถในการแขวนลอยในน ้า (suspension) 
และความสามารถในการพาเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษใ์นการจบัใบ ผลการทดลองพบวา่ สารพาท่ีมี
ส่วนผสมของ Kaolin : deshecofix : SiO2 : CaSO3 เป็นส่วนผสมของสารพาท่ีเหมาะสมท่ีสุดโดย
ใหผ้ลการทดสอบในการเก็บรักษา (Viability)              6       ใหค้่าการละลายน ้าก่อนพน่ใบ 
(disoluion) ใหค้่าการแขวนลอยของสารพา (suspension)และการจบัใบของสารพา (Leaf soaking) 
เท่ากบั 3X1010 cfu/ มิลลิลิตร ระดบั 1 คือละลายน ้าไดภ้ายใน 1 นาที ตกตะกอนชา้สุด 12 ชัว่โมง 
และท าใหป้ริมาณของเช้ือ P. fluorescens SP007s จบับนใบเท่ากบั 3X108 cfu/ มิลลิลิตร(ตารางท่ี 9) 
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การทดสอบประสิทธิภาพสารเสริมประสิทธิภาพในการผลิตภณัฑจุ์ลินทรียแ์บคทีเรีย
ปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ใชส้ารพาท่ีไดจ้ากการคดัเลือกท่ีดีท่ีสุด คือ Kaolin : Deshecofix : 
SiO2 : CaSo3   ผสมกบัอตัราส่วนสารเสริมประสิทธิภาพ และประเมิน ผลดา้นการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตเม่ือคะนา้อาย ุ65 วนั ดา้นการควบคุมโรค (การเกิดโรค/ความรุนแรงโรค) ดา้นการ
ควบคุมแมลง (การยบัย ั้งการกินอาหาร) และความมีชีวติรอดของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. 
fluorescens SP007s ผลการทดลองพบวา่ Kaolin : Deshefix : SiO2: CaCO3 : lactose : CMC : FeSO4   

เป็นส่วนผสมท่ีดีท่ีสุด ใหผ้ลการทดลองเท่ากบั 35                                               
                    1             มีความรุนแรงโรคอยูใ่นระดบั 1  ยบัย ั้งการกินคะนา้ของหนอนใย
ผกั 29                มีชีวติรอด 3X1013 cfu/ มิลลิลิตร ท่ีเก็บรักษาท่ีอายผุลิตภณัฑ ์6 เดือนไดดี้
ท่ีสุด (ตารางท่ี10) 

 
การทดสอบ อตัราส่วนท่ีเหมาะสม ระหวา่งสารพาและสารเสริมประสิทธิภาพผลการ

ทดสอบประสิทธิภาพ พบวา่ อตัราส่วนของ Kaolin : Deshefix : SiO2: CaCO3 : lactose : CMC : 
FeSO4 ท่ีอตัราส่วน 70: 14 : 8 :5 : 1 : 1 : 1 เป็นอตัราส่วนท่ีใหผ้ลการประเมินผลในทุกดา้นดีท่ีสุด
เท่ากบั 3X1012 cfu/ มิลลิลิตร(viability ท่ีอาย ุ12 เดือน) การละลายในระดบั 1 การแขวนลอยในน ้า
ระดบั 1 ส่งผลใหเ้ช้ือ P. fluorescens SP007s จบัใบ 3X108 cfu/ มิลลิลิตร ส่งเสริมคะนา้เจริญเติบโต 
34                               1                                  บ 1               
                               24             (         11) จึงใหช่ื้อผลิตภณัฑชี์วภณัฑช์นิด
ใหม่น้ีวา่ KUwin/Gap SP007s 

 
 การทดสอบประสิทธิภาพผลิตภณัฑเ์ช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ชนิดใหม่ 
(KUwin/Gap SP007s) เปรียบเทียบกบัชนิดเดิม (ISR- P®) การทดลองประสิทธิภาพพบวา่ ผลิตภณัฑ ์
KUwin/Gap SP007s ใหป้ระสิทธิภาพดีท่ีสุดแตกต่างทางสถิติ (P=0.05) คงความมีชีวติท่ีอายุ
ผลิตภณัฑ ์12 เดือนท่ีเก็บไวอุ้ณหภูมิห้องเท่ากบั 3X1012 cfu/ มิลลิลิตร ใหค้่าการละลายน ้าเท่ากบั 1 
                1 จบัใบไดเ้ท่ากบั3X108cfu/ มิลลิลิตร ส่งเสริมการเจริญเติบโตเท่ากบั 35 
เปอร์เซ็นต ์เกิดโรค 3 เปอร์เซ็นตท์ดสอบ และมีความรุนแรงโรคอยูใ่นระดบั 1 ยบัย ั้งการกินใบ
คะนา้ของหนอนใยผกัเท่ากบั 26 เปอร์เซ็นต ์(ตารางท่ี12) 
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ตารางที่ 10 ประสิทธิภาพสารพาแต่ละชนิดท่ีมีส่วนผสมของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorecens  
                  SP007s  
 
สารพา Viability1/ Dissolution2 Suspension3/ Leaf 

soaking4/ 

1.Talcum  3X1013a 5 3 3X107 b 
2.Kaolin 3x1013a 2 2 1X108a 
3.Powder potato 3X1013a 4 2 3X106c 
4.Lime 3X1012b 3 4 3X105d 
5.Dolomite 3X1013a 5 5 3X106c 
6.Powder milk 3X1012b 2 2 3X107b 
7.Talcum + Deshecofix + SiO2 + CaSO3 3X1013a 4 2 1X108a 
8.Kaolin + Deshecofix + SiO2 + CaSO3 3X1013a 1 1 3X108a 
9.Powder potato + Deshecofix + SiO2 + CaSO3 3X1013a 3 1 3X107b 
10.Lime + Deshecofix + SiO2 + CaSO3 3X1012b 2 3 3X106c 

11.Dolomite + Deshecofix + SiO2 + CaSO3 3X1013a 4 4 3X107b 
12.Powder milk+ Deshecofix + SiO2 + CaSO3 3X1011bc 1 1 1X108a 
%  (CV) 5.31 - - - 

 
ค่าเฉล่ียจาก 5 ซ ้ า ตวัอกัษรเหมือนกนัในแนวตั้งไม่แตกต่างกนัทางสถิติ Duncan’s New Multiple 
Range test (DMRT) วเิคราะห์โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ R 2.8.0 (P=0.05) โดย 1/ Viability 
หมายถึง ความสามารถการอยูร่อดของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ท่ีอายเุก็บรักษา
ในซองพลาสติกท่ีปิดปากซองนาน 6          2/Dissolution  3/Suspension และ4/Leaf soaking 
รายละเอียดการทดสอบอยูใ่นวธีิการขอ้ 3.1 
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ตารางที่ 11  ประสิทธิภาพสารพาและสารเสริมประสิทธิภาพในอตัราส่วนท่ีแตกต่างกนั 
 

 
สารพา1/ + สารเสริมประสิทธิภาพ 

%  
 การ

เจริญเติบโต
คะนา้อาย ุ65 วนั 

การควบคุมโรคเน่าด า  
AFI

2/ 

 
Viability3/ %  

การเกิดโรค 
ความ

รุนแรงโรค 

1. สารพา : glucose 30b 4 1 25 2X1013ab 
2. สารพา : sucrose 29c 55 1 24 1X1013b 
3. สารพา : lactose 31b 3 1 28 3X1013a 
4. สารพา : dextrose 28c 7 1 24 2X1013ab 
5. สารพา : glucose : CMC : FeSO4 35a 1 1 27 3X1013a 
6. สารพา : sucrose : CMC : FeSO4 34a 2 1 28 3X1013a 
7. สารพา : lactose : CMC : FeSO4 35a 1 1 29 3X1013a 
8. สารพา : dextrose :CMC : FeSO4 35a 1 1 23 3X1013a 
%  (CV) 9.10 - - 8.72 30.23 
 
ค่าเฉล่ียจาก 5 ซ ้ า ตวัอกัษรเหมือนกนัไม่แตกต่างกนัทางสถิติ Duncan’s New Multiple Range test 
(DMRT) วเิคราะห์โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ R 2.8.0 (P=0.05) สารพา1/ หมายถึง Kaolin + 
Deshefix + SiO2 + CaSO3

  2/AFI หมายถึงเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการกินคะนา้ 3/ Viability หมายถึง 
ความสามารถการอยูร่อดของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ท่ีอายกุารเก็บรักษาใน
ซองพลาสติกท่ีปิดปากซองพลาสติกท่ีเก็บรักษานาน 6 เดือนรายละเอียดกรรมวธีิทดสอบและการ
ประเมินผลอยูใ่นอุปกรณ์และวธีิการขอ้ 3.1และ 3.2 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

ตารางที ่12  อตัราส่วนระหวา่งสารอาหารและสารพา (Kaolin : deshecofix : SiO2 : CaCO3 :lactose : FeSO4 ) 
 

อตัราส่วน Viability1/ Dissolve2/ Suspension3/ Leaf 
soaking4/ 

% 
การเจริญเติบโต 

การควบคุมโรคเน่าด า  
AFI5/ การเกิด

โรค 
ระดบัความ
รุนแรงโรค 

65:15:1:7:10:1:1 3X1011b 3 3 3X106 c 28b 9 1 17 b 
74:8:1:5:14:1:1 3X1012 a 1 1 3X108 a 34a 1 1 24 a 
80:5:1:5:10:1:1 3X1010 c 2 2 3X107 b 31a 1 11 22 a 
90:18:1:6:16:1:1 2X1010 c 4 4 3X108 a 27b 8 1 16 b 
100:20:1:5:15:1:1 1X1010 c 5 5 3X108 a 26b 11 1 15 b 
% (CV)  8.437 - - 12.08 11.20 - - 20.06 
 
ค่าเฉล่ียจาก 5 ซ ้ า ตวัอกัษรเหมือนกนัไม่แตกต่างกนัทางสถิติ Duncan’s New Multiple Range test (DMRT) วเิคราะห์โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ R 2.8.0 
(P=0.05) โดย ns หมายถึง ไม่แตกต่างทางสถิติ และ * หมายถึง แตกต่างทางสถิติ 1/ Viability หมายถึง ความสามารถการอยูร่อดของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. 
fluorescens SP007s ท่ีอายกุารเก็บรักษาในซองพลาสติกท่ีปิดปากซองพลาสติกท่ีเก็บรักษานาน 6 เดือน 2/Dissolve 3/Suspension และ 4/ Leaf soaking 5//AFI 
หมายถึงเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการกินคะนา้ 3รายละเอียดกรรมวธีิทดสอบและการประเมินผลอยูใ่นอุปกรณ์และวธีิการขอ้ 3
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ตารางที่ 13  เปรียบเทียบผลิตภณัฑเ์ช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ระหวา่งชนิดใหม่คือ KUwin/Gap SP007s และ ISR-P® (ชนิดเก่า) 
 

 
ผลิตภณัฑ์ 

 
Viability1/ 

 
Dissolve2/ 

 
Suspension3/ 

 
Leaf soaking4/ 

% 
การ

เจริญเติบโต 

การควบคุมโรคเน่าด า ควบคุม
แมลง 

การเกิดโรค ความรุนแรง
โรค 

%  
AFI5/ 

1. KUwin/Gap SP007s 3x1012 1 1 3x108 35 3 1 26a 
2. ISR P® 3x1012 4 5 3x107 30 11 1 20b 
% (CV) - - - 7.28 9.87 - - 14.52 

 
ค่าเฉล่ียจาก 5 ซ ้ า ตวัอกัษรเหมือนกนัไม่แตกต่างกนัทางสถิติ Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT) วเิคราะห์โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ R 2.8.0 (P=0.05 
 1/ Viability หมายถึง ความสามารถการอยูร่อดของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ท่ีอายกุารเก็บรักษาในซองพลาสติกท่ีปิดปากซองพลาสติกท่ีเก็บ
รักษานาน 6 เดือน 2/Dissolve 3/Suspension และ 4/ Leaf soaking 5//AFI หมายถึงเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั้งการกินคะนา้ 3รายละเอียดกรรมวธีิทดสอบและการประเมินผล
อยูใ่นอุปกรณ์และวธีิการขอ้ 3 
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4. การทดสอบประสิทธิภาพผลติภัณฑ์ชีวภัณฑ์ 
 

 4.1 ประสิทธิภาพผลิตภณัฑชี์วภณัฑท์ดสอบในสภาพเรือนทดลอง 
 

การทดสอบประสิทธิภาพ KUwin/Gap SP007s ในเรือนทดลอง โดยมีกรรมวิธีการคือ 
คลุกเมล็ดคะนา้ก่อนปลูก 1 กรัมต่อเมล็ดคะนา้ 1 กิโลกรัมและพ่นใบตาม 3 คร้ัง อตัรา 10 กรัมต่อน ้ า 
10 ลิตร ท่ีคะนา้อาย ุ14 21    28     เปรียบเทียบกบักรรมวิธีท่ีใช ้ISR-P®  กรรมวิธีท่ีใชส้าร Copper 
hydroxid และ Cypermethrin และกรรมวธีิท่ีใชน้ ้ ากลัน่ ประเมินผลการเจริญเติบโตการเกิดโรคเน่าด า 
โดยการปลูกเช้ือโรคเน่าด า การยบัย ั้งการกินคะน้าของหนอนใยผกั การว่างไข่และอตัราการตาย 
พบว่าผลิตภณัฑ์ชนิดท่ีมีประสิทธิภาพท่ีสุด (P=0.05) เท่ากบั 35 11 27 16    60 เปอร์เซ็นต์
ตามล าดบั รองลงมาคือการใช้ผลิตภณัฑ์ชีวภณัฑ์ ISR         29 21 24 27    45เปอร์เซ็นต์
ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกบัการควบคุมโรคดว้ยน ้ากลัน่ (ตารางท่ี 14) 

  
 4.2 ประสิทธิภาพผลิตภณัฑชี์วภณัฑท์ดสอบในสภาพไร่ 
 

การทดสอบประสิทธิภาพ KUwin/Gap SP007s ในเรือนทดลอง โดยมีกรรมวิธีการคือ 
คลุกเมล็ดคะนา้ก่อนปลูก 1 กรัมต่อเมล็ดคะนา้ 1 กิโลกรัมและพ่นใบตาม 3 คร้ัง อตัรา 10 กรัมต่อน ้ า 
10 ลิตร ท่ีคะนา้อาย ุ14 21    28     เปรียบเทียบกบักรรมวิธีท่ีใช ้ISR -P®  กรรมวิธีท่ีใชส้าร Copper 
hydroxid และ Cypermethrin กรรมวิธีการดั้ งเดิมการใช้น ้ าหมักพ่นสลับกับสารควบคุมโรค 
Cabendazim                                                              ผลิตภณัฑ์ชีวภณัฑ์ 
KUwin/Gap SP007s มีประสิทธิภาพดีท่ีสุด (P=0.05) แตกต่างทางสถิติ โดยส่งเสริมการเจริญเติบโต
เท่ากบั 42         น   ให้ผลผลิต 11.95                                        (X. campestris pv. 
campestris) ใบจุด Alternaria (Alternaria brassicicola) ราน ้ าคา้ง ( Peronospora parasitica) 
          (Erwinia carotovora subsp. carotovora) เท่ากบั 4 4 7   0    ร์    ต ์
                                              ดว้งหมดัผกั                  เท่ากบั 4 4 และ
2             ตามล าดบั (ตารางท่ี 15 และตารางท่ี 16) 
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ตารางที ่14  ประสิทธิภาพผลิตภณัฑชี์วภณัฑ์ทดสอบในสภาพเรือนทดลอง  
 

 
กรรมวธีิ 

%  
การเจริญเติบโต 

 

 การควบคุมโรค  การควบคุมแมลง  (%) 
 (%) 

การเกิดโรค 
ระดบัความรุนแรง

โรค 
  

AFI2/ 

 
ER3/ 

 
Mortality4/ 

1.KUwinGap SP007s 35 a  11 a 1  27a 16a 60a 

2.ISR-P® 29 b  21 b 2  24ab 27b 45b 
3. Copper hydroxid /Cypermethrin 18 d  24 c 3  20b 56c 55a 
4. Sterile water 21 c  65 d 4  0c 80d 0c 
% (CV) 29.98  78.76 51.64  68.60 64.65 68.47 

 
ค่าเฉล่ียจาก 5 ซ ้ า ตวัอกัษรในแนวตั้งเหมือนกนัไม่แตกต่างกนัทางสถิติ Duncan’s New Multiple Range test (DMRT) วิเคราะห์โดยโปรแกรม

คอมพิวเตอร์ R 2.8.0 (P=0.05) 1/ ประสิทธิภาพของการส่งเสริมการเจริญเติบโต การควบคุมโรคเน่าด า และการควบคุมหนอนใยผกัโดยการคลุกเมล็ดก่อนปลูก 
พ่นตาม 3 คร้ัง ท่ีอายุคะนา้ 14, 21 และ 28 วนั และปลูกเช้ือสาเหตุโรคตาม เม่ือคะนา้อายุ 29 วนั 2/AFI3  3/ER และ4/Motality รายละเอียดกรรมวิธีการทดสอบ
และประเมินผลอยูใ่นอุปกรณ์และวธีิการขอ้ 2 
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ตารางที ่15  ประสิทธิภาพผลิตภณัฑชี์วภณัฑท์ดสอบในสภาพไร่  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ค่าเฉล่ียจาก 5 ซ ้ า ตวัอกัษรเหมือนกนัไม่แตกต่างกนัทางสถิติ Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT) วิเคราะห์โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ R 2.8.0 (P=0.05) ประสิทธิภาพ
การควบคุมโรคและแมลงโดยเปรียบเทียบผลิตภณัฑ์ชนิดใหม่ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์ P. fluorescens SP007s (KUwin/Gap SP007s) เปรียบเทียบกบัผลิตภณัฑ์ ISR-P® 

ผลิตภณัฑ์ Copper hydroxid และ Cypermethrin กรรมวิธีการดั้งเดิมการใช้น ้ าหมกัพ่นสลบักบัสารเคมี และกรรมวิธี ใช้น ้ าในการควบคุม รายละเอียดการทดสอบและการ
ประเมินผลอยูใ่นอุปกรณ์และวธีิการขอ้ 2 

 
 

กรรมวธีิ 

คุณภาพผลผลิต  การเกิดโรค (%)   
ความรุนแรงโรค
เน่าด า 

(%) 
การ

เจริญเติบโต 

ผลผลิต 
(ตนั/ไร่) 

 เน่าด า ใบจุด
Alternaria 

ราน ้าคา้ง เน่าเละ   

1. KUwin/Gap SP007s 42 a 11.95 a  4a 4a 7a 0a  1 
2. ISR-P® 37 b 9.9 b  11a 6a 8a 3a  2 
3. Copper hydroxide/ 
Cypermethrin 

28 bc 5.2 c  23b 12b 16b 13b  3 

4. กรรมวธีิดั้งเดิม (conventional) 34 b 7.89 bc   35c 14b 12b 18b  3 
5.กรรมวธีิควบคุม (control) 23 c 4.9 c  80d 15b 17b 18b  4 
% (CV) 22.75 37.99  98.22 48.22 37.73          81.19     43.85 
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ตารางที ่16  ประสิทธิภาพผลิตภณัฑชี์วภณัฑค์วบคุมแมลงศตัรูคะนา้ทดสอบในสภาพไร่ 
 

 
ค่าเฉล่ียจาก 5 ซ ้ า ตวัอกัษรเหมือนกนัในแนวตั้งไม่แตกต่างกนัทางสถิติ Duncan’s New 

Maltiple Range test (DMRT) วิเคราะห์โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ R 2.8.0 (P=0.05) ประสิทธิภาพ
การควบคุมโรคและแมลงโดยเปรียบเทียบผลิตภัณฑ์ชนิดใหม่ของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ์ P. 
fluorescens SP007s (KUwin/Gap SP007s) เปรียบเทียบกบัผลิตภณัฑ์ ISR-P® ผลิตภณัฑ์ Copper 
hydroxide และ Cypermethrin กรรมวธีิการดั้งเดิมการใชน้ ้ าหมกัพ่นสลบักบัสารเคมี และกรรมวิธี ใช้
น ้าในการควบคุม รายละเอียดการทดสอบและการประเมินผลอยูใ่นอุปกรณ์และวธีิการขอ้ 2 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กรรมวธีิการ (%)  จ านวนแมลงศตัรูคะนา้ 
หนอ

นใยผกั 
ดว้ง

หมดัผกั 
หนอน

คืบ 
1. KUwin/Gap SP007s 44a 45b 55b 
2. ISR-P® 55b 55c 65c 
3. Copper hydroxide/ Cypermethrin 35a 15a 11a 
4. กรรมวธีิดั้งเดิม 65c 60d 65c 
5. กรรมวธีิควบคุม 80d 90e 70d 

% (CV) 72.59 59.02 52.2 
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5. การศึกษากลไกชักน าภูมิต้านทาน 
 
 5.1  ลไกชกัน าภูมิตา้นทาน                      

 
จากการทดสอบการชกัน าให้คะนา้มีกลไกในการปกป้องตวัเอง สามารถตา้นทานต่อเช้ือ

โรคและแมลงโดยใชเ้ช้ือ P. fluorescens SP007s ในรูปผลิตภณัฑ ์KUwin/Gap SP007s และ
ตรวจสอบการเปล่ียนแปลงทางกระบวนการชีวเคมีท่ีส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงของ Superoxide 
dismutase (SOD) และการสะสมของ glucosinolate ในคะนา้เปรีบยเทียบกบั P. fluorescens SP007s 
ในรูปผลิตภณัฑ์ ISR-P® การใชส้ารเคมีในการควบคุมโรคเน่าด า Copper hydroxide และการใช้
สารเคมีควบคุมหนอนใยผกั Cypermethrin การใชน้ ้ากลัน่ในการควบคุม และการใชเ้ซลลส์ด SP007s 
ซ่ึงจะน าเมล็ดคลุกดว้ยผลิตภณัฑด์งักล่าว (1 กรัมต่อเมล็ดคะนา้ 1 กิโลกรัม) และพน่ใบ (10 กรัมต่อ
น ้า 10 ลิตร) 3 คร้ังท่ีอาย ุ14 21 และ 28 วนั ในสภาพเรือนทดลองซ่ึงจะตรวจสอบสาร SOD และ 
glucosinolate โดยแบ่งเป็น 3       การทดลองคือ 1. ลงัปลูกเช้ือสาเหตุโรค โดยเม่ือคะนา้ 30     
           ช้ือสาเหตุโรคเน่าด าลงบนใบคะนา้และเก็บใบคะนา้มาตรวจสอบโดยจะท าการเก็บใบ
คะนา้ทั้งหมด 7        ก 24         2. หลงัปล่อยหนอนใยผกัเขา้ท าลายเม่ือคะนา้อาย ุ30 วนัโดยปล่อย
หนอนนาน 24 ชัว่โมงและเก็บหนอนออกจากใบคะนา้ เก็บคะนา้ตน้ท่ีถูกหนอนกินมาทดสอบ โดย
จะท าการเก็บใบคะนา้ทั้งหมด 7        ก 24         3. วดัการสะสมของสารดงักล่าวหลงัจากการใช้
ผลิตภณัฑชี์วภณัฑทุ์ก 7                 

 
5.1.1 การศึกษาแนวโนม้การกระตุน้ภูมิตา้นทานดว้ยการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม ์

Superoxide dismutase (SOD) 
ผลการตรวจวดัของเอนไซม ์SOD หลงัจากปลูกเช้ือสาเหตุโรคเน่าด าพบวา่ 

กรรมวธีิท่ีใชผ้ลิตภณัฑชี์วภณัฑ์ KUwin/Gap SP007s ให้ผลดีท่ีสุด สามารถเหน่ียวน า/       หค้ะนา้
ผลิต SOD เพิ่มสูงสุดในทุกวนัหลงัจากปลูกเช้ือสาเหตุโรคเน่าด าโดยเหน่ียวด าใหมี้ปริมาณ SOD 
สูงสุดในวนัท่ี 4 เท่ากบั 33 µg-1  chatechol mg-1 protein รองลงมาคือ กรรมวธีิท่ีใชเ้ซลลส์ด SP007s  

โดยมีค่า SOD เพิ่มสูงสุดในวนัท่ี 4 เท่ากบั 32 µg-1  chatechol mg-1 protein เม่ือเปรียบเทียบกบั
กรรมวธีิ ท่ีใช ้ISR-P® เท่ากบั 13 µg-1  chatechol mg-1 (P=0.05) เม่ือเปรียบเทียบกรรมวธีิท่ีใช ้Copper 
hydroxidและการใชน้ ้ากลัน่ในวนัท่ี 4  ท่ากบั  8 µg-1  chatechol mg-1 proteinและ 6 µg-1  chatechol 
mg-1 protein  ตามล าดบั (ภาพท่ี 9) โดยพบวา่ผลการตรวจวดัเอนไซม ์SOD หลงัจากปล่อยนอนใยผกั 
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ใหผ้ลการทดลองเป็นไปในแนวทางเดียวกบัผลการทดลองกลไกชกัน าใหค้ะนา้ผลิด SOD หลงัจาก
ปลูกเช้ือสาเหตุโรคเน่าด าเช่นกนั คือกรรมวธีิท่ีใชผ้ลิตภณัฑชี์วภณัฑ์ KUwin/Gap SP007s สามารถ
เหน่ียวน าใหค้ะนา้สร้าง SOD ตา้นทานหนอนใยผกัไดสู้งสุดในวนัท่ี 4                  24 µg-1  
chatechol mg-1 protein   รองลงมาคือกรรมวธีิท่ีใชเ้ซลลส์ด SP007sในการควบคุม สูงสุดในวนัท่ี 4 
เท่ากบั 24 µg-1  chatechol mg-1 protein   และผลิตภณัฑ ์ISR-P® มี SOD สูงสุดในวนัท่ี 4 เท่ากบั 15 µg-

1  chatechol mg-1 protein   เม่ือเปรียบเทียบกบักรรมวธีิท่ีใช ้Cypermethrin และกรรมวิธีท่ีใชน้ ้ากลัน่
เท่ากบั 8 และ5 µg-1  chatechol mg-1 protein ตามล าดบั (P=0.05) (ภาพท่ี 10) และน าผลการตรวจสอบ 
SOD ในการควบคุมโรคและหนอนใยผกัมาเปรียบเทียบกบัชุดท่ีไม่มีการปลูกเช้ือสาเหตุโรคและ
ปล่อยหนอนใยผกัในวนัและเวลาเดียวกนัเพื่อเปรียบเทียบปริมาณ SOD ท่ีเปล่ียนแปลงพบวา่กรรมวธีิ
ท่ีใช ้KUwin/Gap SP007sไม่มีการเปล่ียนแปลงของ SOD ใหค้่าเท่ากบั 14 µg-1  chatechol mg-1 
protein   รองลงมาคือกรรมวิธีท่ีใชเ้ซลลส์ด SP007s เท่ากบั 11 µg-1  chatechol mg-1 protein   และ ISR-
P® เท่ากบั 10 µg-1  chatechol mg-1 protein   เม่ือเปรียบเทียบกบักรรมวธีิท่ีใช ้Copper hydroxid 
/Cypermethrin และน ้ากลัน่ เท่ากบั 7และ 4 µg-1  chatechol mg-1 protein ตามล าดบั (ภาพท่ี11)  และ
พบวา่ผลการทดสอบการเปล่ียนแปลงของ SOD ในทุก 7                              
                                        กรรมวิธีท่ีใชผ้ลิตภณัฑชี์วภณัฑ์ KUwin/Gap 
SP007s มีการสะสม SOD ดีท่ีสุดแตกต่างทางสถิติ (P=0.05) เท่ากบั 14 14 16 18 14 15 14และ 14 µg-1  
chatechol mg-1 protein เม่ือเปรียบเทียบกบักรรมวธีิท่ีใชน้ ้ากลัน่ในการควบคุม (ตารางท่ี 17) 

 
ภาพที ่9  กิจกรรมเอนไซม ์superoxide dismutase (SOD) ในคะนา้หลงัปลูกเช้ือสาเหตุโรคเน่าด า

ทดสอบในสภาพเรือนทดลอง 
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ภาพที ่10  กิจกรรมเอนไซม ์superoxide dismutase (SOD) หลงัปล่อยหนอนใยผกัทดสอบในสภาพ

เรือนทดลอง 
 

 
 
ภาพที ่11  กิจกรรมเอนไซม ์superoxide dismutase (SOD) ท่ีใชผ้ลิตภณัฑชี์วภณัฑใ์นชุดท่ีไม่ปลูกเช้ือ

สาเหตุโรคและไม่ถูกหนอนเขา้ท าลายทดสอบในสภาพเรือนทดลอง
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ตารางที ่17  กิจกรรมเอนไซม ์superoxide dismutase ทุก 7 วนัในคะนา้ท่ีปลูกทดสอบในสภาพเรือนทดลอง 
 

กรรมวธีิ1/ 
superoxide dismutase (µg-1  chatechol mg-1 protein) 

อายคุะนา้ (วนั) 
7 14 21 28 35 42 56 65 

1. KUwin/Gap SP007s 14a 14a 16a 18a 14a 15ab 14b 14b 
2.ISR-P® 12ab 12ab 11b 13b 14a 18a 16a 18a 
3.Copper hydroxide/ Cypermethrin 8b 7b 9c 10c 8b 6c 7c 10c 
4.Sterile water 5c 6b 4d 5d 3c 4cd 4d 3d 
5. Fresh cell SP007s 13 12 11 12 13 15 14 13 
% (CV) 41.34 39.61 49.67 47.36 54.51 63.26 55.40 56.86 

 

1/ค่าเฉล่ียจาก 5 ซ ้ า ตวัอกัษรในแนวตั้งเหมือนกนัไม่แตกต่างกนัทางสถิติ Duncan’s New Maltiple Range test (DMRT) วิเคราะห์โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ R 2.8.0 
(P=0.05) ในคะนา้ท่ีผา่นการคลุกเมล็ดคะนา้ (1กรัม : เมล็ดคะนา้ 1 กิโลกรัม) และพน่ใบตาม 3คร้ังท่ีอาย ุ14 21และ 28 วนัดว้ยKUwin/Gap SP007s,  
ISR-P®, Copper hydroxide/ Cypermethrin และน ้ากลัน่โดยตรวจสอบปริมาณ SOD ดงัรายละเอียดตามอุปกรณ์และวธีิการขอ้ 5 
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5.1.2 การศึกษาแนวโนม้การกระตุน้ภูมิตา้นทานดว้ยการวเิคราะห์ glucosinolate 
 

ผลการตรวจวดักิจกรรม glucosinolate ดว้ยเคร่ือง HPLC หลงัจากปลูเช้ือ
สาเหตุโรคเน่าด า พบวา่กรรมวธีิท่ีใชผ้ลิตภณัฑชี์วภณัฑ์ KUwin/Gap SP007sใหผ้ลดีท่ีสุด สามารถ
ชกัน าใหค้ะนา้ผลิต glucosinolateในรูป glucoiberin และ sinigrin เพิ่มสูงสุดในทุกวนัเม่ือ
เปรียบเทียบ กรรมวธีิอ่ืน โดยเพิ่มสูงสุดในวนัท่ี 4 หลงัปลูกเช้ือเท่ากบั 18.66 µmol/g รองลงมาคือ
กรรมวธีิท่ีใชเ้ซลลส์ด SP007s เพิ่มสูงสุดวนัท่ี 4 หลงัปลูกเช้ือสาเหตุเท่ากบั 22.16 µmol/g กรรมวธีิ
ท่ีใช ้ISR- P® โดยมีค่า glucosinolate เพิ่มสูงสุดวนัท่ี 4 หลงัปลูกเช้ือสาเหตุเท่ากบั 16.39 µmol/g 
เม่ือเปรียบเทียบในวนัเดียวกบักรรมวธีิท่ีใช ้Copper hydroxideและน ้ากลัน่เท่ากบั 6.99 และ 5.30 
µmol/g ตามล าดบั (ตารางท่ี 18) โดยพบวา่ปริมาณ glucosinolate ท่ีมีการเปล่ียนแปลงหลงัจากถูก
หนอนใยผกัเขา้ท าลายพบวา่ใหผ้ลสอดคลอ้งกบัปริมาณ glucosinolate หลงัปลูกเช้ือสาเหตุโรคเน่า
ด า โดยกรรมวธีิท่ีใช ้KUwin/Gap SP007s กรรมวธีิท่ีใชเ้ซลลส์ด SP007s  การใชเ้ซลลส์ด SP007s 
และกรรมวธีิท่ีใช ้ISR-P® เป็นกรรมวธีิท่ีดีท่ีสุด สามารถชกัน าให้glucosinolate เพิ่มข้ึนสูงสุดใน
วนัท่ี 4 หลงัปล่อยหนอนใยผกัเท่ากบั 16.66 15.88 และ16.39 µmol/g ตามล าดบั ซ่ึงแตกต่างทาง
สถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักรรมวธีิท่ีใชส้าร Cypermethrin และน ้ากลัน่ เท่ากบั 6.99 และ 5.30 
µmol/g (ตารางท่ี 19) ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบัการเปล่ียนแปลงของ glucosinolate ในชุดการทดสอบ
ท่ีไม่มีการปล่อยหนอนใยผกัและปลูกเช้ือสาเหตุโรคเน่าด า พบวา่กรรมวธีิท่ีใช ้KUwin/Gap 
SP007s มีการสะสม glucosinolate ในระดบัท่ีสูงในทุกวนั โดยมีค่าเฉล่ีเท่ากบั 12.00 µmol/g 
รองลงมากรรมวธีิท่ีใชเ้ซลลส์ด SP007s เท่ากบั 11.23 µmol/g และกรรมวธีิท่ีใช ้ISR- P® เท่ากบั 
10.00 µmol/g เม่ือเปรียบเทียบกบักรรมวธีิท่ีใช ้Cypermethrin และกรรมวธีิท่ีใชน้ ้ากลัน่เท่ากบั 
7.00 และ 4.00 µmol/g ตามล าดบั (ตารางท่ี 20) และพบวา่ผลการทดสอบการเปล่ียนแปลงของ 
glucosinolate ในช่วง อาย ุ7 14 21 28 35 42 49 56 และ65 พบวา่กรรมวธีิท่ีใชผ้ลิตภณัฑชี์วภณัฑ ์
KUwin/Gap SP007s มีการสะสม glucosinolate ในระดบัดีท่ีสุด แตกต่างทางสถิติ (P=0.05) เท่ากบั 
11.89 11.36 11.95 18.66 12.00 11.89 11.65 12.00 และ 12.11 µmol/g เม่ือเปรียบเทียบกบักรรมวธีิ
ท่ีใชน้ ้ากลัน่ในการควบคุม (ตารางท่ี 21) 
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ตารางที ่18  กิจกรรมสาร glucosinolate หลงัปลูกเช้ือสาเหตุโรคทดสอบในสภาพเรือนทดลอง  
 

 

1/ค่าเฉล่ียจาก 5 ซ ้ า ตวัอกัษรเหมือนกนัไม่แตกต่างกนัทางสถิติ Duncan’s New Multiple Range test 
(DMRT) วเิคราะห์โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ R 2.8.0 (P=0.05) ใบคะนา้ท่ีปลูกเช้ือสาเหตุโรคโดย
ผา่นการคลุกเมล็ดคะนา้ (1กรัม: เมล็ด 1กิโลกรัม)ก่อนปลูกและพน่ใบ (10กรัม:น ้า 1ลิตร) 3 คร้ัง 
เม่ือคะนา้อาย ุ14 21 และ 28 วนั ดว้ยผลิตภณัฑ ์KUwin/Gap SP007s, ISR-P®, Copper hydroxide,  
Fresh cell SP007sและ น ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือตรวจสอบปริมาณ glucosinolate ดว้ยเคร่ือง HPLC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กรรมวิธี1/ glucosinolate ( µmol/g ) 
เวลาหลงัการการปลกูเช้ือสาเหตุโรคเน่าด า  (วนั) 

1 2 3 4 5 6 
1. KUwin/Gap SP007s 12.89 a 14.65 a 16.89 a 18.66 ab 17.11 a 15.11 a 
2. ISR –P® 10.13 ab 12.13 ab 14.43 ab 16.39 ab 14.65 ab 12.65 ab 
3. Copper hydroxide 4.50 c 8.75 c 7.97 c 6.99 c 5.33 c 4.33 c 
4. Sterile water 5.65c 6.67 c 6.00 c 5.30 c 3.99 c 3.00 c 
5. Fresh cell SP007s 13.21a 14.85a 14.50ab 22.16a 18.5a 14.2a 
% (CV) 47.15 33.55 45.67 56.36 64.05 68.47 
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ตารางที ่19 กิจกรรมสาร glucosinolate หลงัปล่อยหนอนใยผกัในสภาพเรือนทดลอง  
 

 

1/ค่าเฉล่ียจาก 5 ซ ้ า ตวัอกัษรเหมือนกนัในแนวตั้งไม่แตกต่างกนัทางสถิติ Duncan’s New Multiple 
Range test (DMRT) วเิคราะห์ใบคะนา้ท่ีถูกหนอนใยผกัท าลายใบคะนา้ท่ีปลูกเช้ือสาเหตุโรคโดย
ผา่นการคลุกเมล็ดคะนา้ (1กรัม: เมล็ด 1กิโลกรัม)ก่อนปลูกและพน่ใบ(10กรัม:น ้า 1ลิตร) 3 คร้ัง 
เม่ือคะนา้อาย ุ14 21 และ 28 วนั ดว้ยผลิตภณัฑ ์KUwin/Gap SP007s, ISR-P®, Cypermethrin, , 
Fresh cell SP007s และ น ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือตรวจสอบปริมาณ glucosinolate ดว้ยเคร่ือง HPLC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กรรมวิธี1/ glucosinolate ( µmol/g ) 
เวลาหลงัการปล่อยหนอนใยผกั (วนั) 

1 2 3 4 5 6 
1. KUwin/Gap SP007s 11.59 a 12.65 a 13.89 a 16.66 a 14.11 a 13.11 a 
2. ISR -P® 10.13 ab 11.13 ab 14.43 ab 16.39 ab 13.65 ab 12.65 ab 
3. Cypermethrin 4.50 c 8.75 c 7.97 c 6.99 c 5.33 c 4.33 c 
4. Sterile water 5.65c 6.67 c 6.00 c 5.30 c 3.99 c 3.00 c 
5. Fresh cell SP007s 9.34b 11.1ab3 12.45a 15.88a 13.12ab 12.11ab 
% (CV) 42.98 26.8 39.96 53.22 57.76 64.68 
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ตารางที ่20  กิจกรรมสาร glucosinolate ชุดควบคุม ทดสอบในสภาพเรือนทดลอง  
 

 

1/ค่าเฉล่ียจาก 5 ซ ้ า ตวัอกัษรเหมือนกนัในแนวตั้งไม่แตกต่างกนัทางสถิติ Duncan’s New Maltiple 
Range test (DMRT) วเิคราะห์ใบคะนา้ท่ีถูกหนอนใยผกัท าลายใบคะนา้ท่ีปลูกเช้ือสาเหตุโรคโดย
ผา่นการคลุกเมล็ดคะนา้ (1กรัม: เมล็ด 1กิโลกรัม)ก่อนปลูกและพน่ใบ (10 กรัม:น ้า 1ลิตร) 3 คร้ัง 
เม่ือคะนา้อาย ุ14 21 และ 28 วนั ดว้ยผลิตภณัฑ ์KUwin/Gap SP007s, ISR- P®, Copper hydroxide/ 
Cypermethrin ,Fresh cell SP007s และ น ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือตรวจสอบปริมาณ glucosinolate ดว้ย
เคร่ือง HPLC 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กรรมวิธี1/ glucosinolate ( µmol/g ) 
เวลา (วนั) 

1 2 3 4 5 6 
1. KUwin/Gap SP007s 11.36a 11.95a 18.66a 12.00a 11.86a 11.65a 
2. ISR-P® 10.00b 9.35b 16.39b 9.63 9.71b 9.99b 
3. Chemical control 7.79c 7.50c 6.99c 7.63c 7.77c 7.00c 
4. Sterile water 4.59d 5.00d 5.30c 4.00d 4.23d 4.11d 
5. Fresh cell SP007s 11.12a 10.11ab 15.66ab 11.23ab 11.11a 11.90a 
% (CV) 35.48 34.48 56.36 40.72 38.59 40.67 
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ตารางที ่21  กิจกรรมสาร glucosinolate ทุก 7 วนัในคะนา้ท่ีปลูกทดสอบในสภาพเรือนทดลอง 
 

 

1/ค่าเฉล่ียจาก 5 ซ ้ า ตวัอกัษรเหมือนกนัในแนวตั้งไม่แตกต่างกนัทางสถิติ Duncan’s New Multiple Range test (DMRT) วเิคราะห์ใบคะนา้ท่ีถูกหนอนใยผกัท าลายใบ
คะนา้ท่ีปลูกเช้ือสาเหตุโรคโดยผา่นการคลุกเมล็ดคะนา้ (1กรัม: เมล็ด 1กิโลกรัม)ก่อนปลูกและพน่ใบ(10กรัม:น ้า 1ลิตร) 3 คร้ัง เม่ือคะนา้อาย ุ14 21 และ 28 วนั ดว้ย
ผลิตภณัฑ ์KUwin/Gap SP007s, ISR- P®, Copper hydroxide/ Cypermethrin และ น ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือตรวจสอบปริมาณ glucosinolate ดว้ยเคร่ือง HPLC 

 

 

 

 

 
ผลิตภณัฑค์วบคุม 

glucosinolate (µmol/g)  
อายคุะนา้ (วนั) 

7 14 21 28 35 42 49 56 65 
1. KUwin/Gap SP007s 11.89 a 11.36 a 11.95 a 18.66 a 12.00 a 11.86 a 11.65a 12.00 a 12.11a 
2. ISR-P® 9.97 b 10.00 b 9.35 b 16.39 b 9.63 b 9.71 b 9.99b 11.00 b 9.63b 
3. Chemical control 8.71 c 7.79 c 7.50 c 6.99 c 7.63 c 7.77 c 7.00c 7.11 c 7.00c 
4. ใชน้ ้ากลัน่ในการควบคุม 4.30 d 4.59 d 5.00 d 5.30 c 4.00 d 4.23 d 4.11d 4.69.d 4.71d 
5. Fresh cell SP007s 11.67a 10.67b 11.9a8 16.88b 10.12b 11.32a 10.65ab 11.90b 11.18ab 
% (CV) 36.96 35.38 34.48 56.36 40.72 38.59 40.67 25.73 38.34 
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5.2 การทดสอบในสภาพไร่ 
 

จากการทดสอบประสิทธิภาพของผลิตภณัฑ ์KUwin/Gap SP007s ในสภาพไร่
เปรียบเทียบกบัการใชผ้ลิตภณัฑ ์ISR-P® การใชส้ารเคมีในการควบคุมโรค copper hydroxide/ 
Cypermethrin กรรมวธีิดั้งเดิม conventional (การใชน้ ้าหมกัสลบักบั cabendazim และกรรมวธีิการใช้
น ้าเปรียบเทียบโดยกรรมวธีิจะคลุกเมล็ดคะนา้และพน่ใบคะนา้ซ ้ าเม่ือคะนา้อาย ุ14 21 และ 28 วนั ท า
การประเมินสาร กระตุน้การชกัน าภูมิตา้นทาน SOD และ glucosinolate โดยเก็บใบคะนา้มา
ตรวจสอบทุก 7 วนั คือ เก็บใบคะนา้ทดสอบท่ีช่วงอาย ุ7 14 21 28 35 42 49 56 และ65 วนั 

 
5.2.1 การศึกษาแนวโนม้การกระตุน้ภูมิตา้นทานดว้ยการวิเคราะห์กิจกรรม superoxide 

dismulate (SOD) 
 

จากการตรวจสอบประสิทธิภาพสารชกัน าภูมิตา้นทาน SOD โดยเก็บใบคะนา้จาก
สภาพไร่มาวดัปริมาณในหอ้งปฏิบติัการ พบวา่กรรมวธีิท่ีใช ้KUwin/Gap SP007s มีการสะสม SOD 
มากท่ีสุดในทุกสัปดาห์ ของใบคะนา้ท่ีน ามาทดสอบ เท่ากบั 15 20 28 32 24 18 16 16 และ15 µg-1  
chatechol mg-1 protein   รองลงมาคือกรรมวธีิท่ีใชผ้ลิตภณัฑ์ ISR -P® เท่ากบั 12 18 24 26 20 14 12 12 
และ11 µg-1  chatechol mg-1 protein   เม่ือเปรียบเทียบกบักรรมวธีิท่ีควบคุมดว้ยน ้าเปล่า เท่ากบั 8 9 5 4 
3 2 1 0 และ 0 µg-1  chatechol mg-1 protein   (P=0.05) (ตารางท่ี 22) 

 
5.2.2 การศึกษาแนวโนม้การกระตุน้ภูมิตา้นทานดว้ยการวิเคราะห์ glucosinolate 

 
จากการตรวจสอบประสิทธิภาพสาร glucosinolate ท่ีมีในคะนา้ดว้ยเคร่ือง HPLC 

โดยเก็บทุกสัปดาห์มาตรวจสอบพบวา่ กรรมวธีิท่ีใช ้KUwin/Gap SP007s มีการสะสม glucosinolate 
มากท่ีสุดในทุกสัปดาห์ เท่ากบั 16.56 18.66 16.65 19.54 22.68 18.95 18.00 และ18.15 µmol/g 
รองลงมาคือกรรมวธีิท่ีใชผ้ลิตภณัฑ์ ISR -P® เท่ากบั 13.93 12.79 14.25 12.63 17.89 16.65 16.79 15.95 
และ 15.01 µmol/g เม่ือเปรียบเทียบกบักรรมวธีิท่ีควบคุมดว้ยน ้าเปล่า เท่ากบั 7.67 6.67 7.75 5.83 6.00 
4.61 3.57 3.67 และ3.21 µmol/g (ตารางท่ี 23) 
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     ตารางที ่22  กิจกรรมของเอนไซม ์superoxide dismulate (SOD) ทุก 7 วนั ในคะนา้ท่ีปลูกทดสอบในสภาพไร่ 

 
1/ค่าเฉล่ียจาก 5 ซ ้ า ตวัอกัษรในแนวตั้งเหมือนกนัไม่แตกต่างกนัทางสถิติ Duncan’s New Multiple Range test (DMRT) วเิคราะห์โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ R 2.8.0 

(P=0.05) โดยทุกกรรมวธีิผา่นการคลุกเมล็ด (1กรัม : เมล็ดคะนา้ 1 กิโลกรัม) และพน่ใบตาม 3คร้ังท่ีอาย ุ14 21และ 28 วนัดว้ยกรรมวธีิKUwin/Gap SP007s,  
  ISR-P®, Chemical control = Copper hydroxide/Cypermethrin Conventional control = น ้ าหมกัสลบัการใช ้cabendazim และน ้ าในการควบคุม และตรวจสอบ 

superoxide dismulate ตามรายละเอียดและวธีิการในขอ้ 5 
 

 

 

 

 
กรรมวิธี1/ 

superoxide dismulate (µg-1 chatechol mg-1 protein) 

อายคุะนา้ (วนั) 
7 14 21 28 35 42 49 56 63 

1.KUwin/Gap SP007s 15a 20a 28a 32a 24a 18a 16a 16a 15a 
2. ISR P®  12b 18b 24ab 26b 20b 14b 12b 12b 11b 
3. Chemical control 5d 6e 14c 10d 8d 6d 5d 4d 3d 
4. Conventional  10c 12c 16b 14c 12c 10c 8c 7e 7c 
5. water 8e 9d 5d 4c 3e 2e 1e 0e 0e 
% (CV) 38.08 45.51 51.66 67.10 64.11 63.25 69.72 81.29 83.56 
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     ตารางที ่23  กิจกรรมของสาร glucosinolate ทุก 7 วนั ในคะนา้ท่ีปลูกทดสอบในสภาพไร่ 

 
1/ค่าเฉล่ียจาก 5 ซ ้ า ตวัอกัษรในแนวตั้งเหมือนกนัไม่แตกต่างกนัทางสถิติ Duncan’s New Multiple Range test (DMRT) วเิคราะห์โดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ R 2.8.0 

(P=0.05) โดยทุกกรรมวธีิผา่นการคลุกเมล็ด (1กรัม : เมล็ดคะนา้ 1 กิโลกรัม) และพน่ใบตาม 3คร้ังท่ีอาย ุ14 21และ 28 วนัดว้ยกรรมวธีิKUwin/Gap SP007s,  
   ISR- P®, Chemical control =Copper hydroxide/ Cypermethrin น ้ าหมกัสลบัการใช ้cabendazin และน ้ าในการควบคุมและตรวจสอบ glucosinolate ตาม
รายละเอียดและวธีิการในขอ้ 5 

 

 

 

 
กรรมวิธี1/ 

 

Glucosinolate ( µmol/g) 
อายคุะนา้ (วนั) 

7 14 21 28 35 42 49 56 63 
1.KUwin/Gap SP007s 16.56a 18.66a 16.65a 19.54a 22.68a 18.95a 18.95a 18.00a 18.15b 
2. ISR-P®  13.93ab 12.79b 14.52b 12.66b 17.89b 16.65b 16.79a 15.95b 15.01b 
3. Chemical control 8.64c 7.69cd 10.69c 7.81c 9.55c 8.76d 7.70c 15.01b 7.00d 
4. Conventional  11.04ab 9.49c 12.52c 10.78b 11.69c 13.62c 12.31b 12.00c 11.69c 
5. Nontreated 7.67c 6.67d 7.75d 5.83c 6.00c 4.61e 3.57d 3.67d 3.21d 
% (CV) 31.92 43.79 27.61 46.75 49.27 46.63 53.44 43.37 54.55 
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วจิารณ์ 
 

โรคเน่าด าหรือท่ีชาวบา้นเรียกวา่โรคขอบใบทองของคะนา้ งานวจิยัน้ีไดท้  าการเก็บตวัอยา่ง
โรคดงักล่าวในแหล่งปลูกผกัคะนา้ คือ จ. ปทุมธานี จ. สุพรรณบุรี จ.นนทบุรี และ จ. อ่างทอง โดยเก็บ
ตวัอยา่งท่ีแสดงอาการขอบใบเร่ิมเหลืองลุกลามเขา้เส้นกลางใบเป็นรูปตวัว ีและเส้นใบมีลกัษณะเป็นสี
ด าซ่ึงใหล้กัษณะตรงตาม compendium of brassica (Rimmer et al., 2006) โดยเช้ือสามารถเขา้ไปในเส้น
ใบท าใหท้่อล าเลียงอาหารของคะนา้อุดตนัท าใหเ้ส้นใบบริเวณนั้นมีลกัษณะเป็นสีด า (Kamoun et al., 
1992) ซ่ึงเก็บตวัอยา่งไดท้ั้งหมด 191 ตวัอยา่ง สามารถแยกเช้ือสาเหตุโรคเน่าด าไดเ้ท่ากบั 125 สายพนัธ์ุ 
พบท่ีเป็นเช้ือสาเหตุโรคเน่าด าคิดเป็น 65 เปอร์เซ็นตข์องตวัอยา่งทั้งหมด เม่ือคิดเป็นเปอร์เซ็นตก์ารเกิด
โรคเน่าด าในแต่ละพื้นท่ีคือ ไดจ้าก จงัหวดั ปทุมธานี 35 เปอร์เซ็นต ์จงัหวดั สุพรรณบุรี 42 เปอร์เซ็นต ์
จงัหวดั นนทบุรี 11 เปอร์เซ็นต ์และ จงัหวดั อ่างทอง 12 เปอร์เซ็นต ์จากขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค
สอดคลอ้งกบัขอ้มูลของส านกังานเศรษฐกิจเกษตรท่ีรายงานวา่ จงัหวดั ปทุมธานี และจงัหวดั 
สุพรรณบุรีเป็น แหล่งปลูกผกัคะนา้ท่ีส าคญัของประเทศ (ส านกังานเศรษฐกิจเกษตร, 2551) ซ่ึง
เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคจึงเป็นเปอร์เซ็นตสู์งเน่ืองจากเป็นแหล่งสะสมและแหล่งอาศยัของเช้ือสาเหตุโรค
มานาน เช้ือสามารถอาศยัอยูใ่นเศษซากพืชและในดินไดน้านขา้มฤดูปลูกโดยเช้ือสาเหตุโรคเน่าด าคือ 
เช้ือแบคทีเรีย Xanthomonas campestris pv. campestris มีลกัษณะโคโลนี สีเหลือง ขอบเรียบ กลม และ
จากการเก็บรวบรวมขอ้มูลจากเกษตรกรท่ีเปิดแปลงใหม่ท่ีไม่มีประวติัเป็นโรคเน่าด าในพื้นท่ีมาก่อน
พบวา่คะนา้ท่ีปลูกแสดงอาการลกัษณะเน่าด าช้ีใหเ้ห็นวา่เช้ือ Xanthomonas campestris pv. campestris 
สามารถติดมากบัเมล็ดได ้และก่อใหเ้กิดความเสียหายร้ายแรงเป็นประจ าในช่วงฤดูปลูกท่ีมีความช้ืน 
และอุณหภูมิสูง (Schaad and Alvarez, 1993) เม่ือจ าแนกเช้ือ Xanthomonas campestris pv. campestris 
ท่ีแยกโดยใช ้16s rDNA พบวา่มีความจ าเพาะเจาะจงกบับริเวณ 16s rDNA ของ เช้ือ Xanthomonas 
campestris pv. campestris สายพนัธ์ุ HRI 3811 (PHW 1205; race 1) (Valverde et al., 2007)  

 
เน่ืองจากช่วงออกเก็บตวัอยา่งโรคพบวา่สภาพอากาศช่วงเดือน เมษายน 2551- กนัยายน 2553 

มีความแปรปรวนสูงเป็นผลกระทบจากสภาวะโลกร้อน ส่งผลท าใหโ้รคเน่าด ามีความรุนแรงข้ึนและ
พบวา่ศตัรูหลกัของคะนา้คือ หนอนใยผกั (Plutella xylosetella L.) ท่ีเป็นสาเหตุท่ีท าให้คะนา้เกิดความ
เสียหาย (Stepanova, 1962) โดยพบวา่สามารถเก็บหนอนใยผกัไดเ้ป็นจ านวนมากจากแปลงเกษตรกร
ในช่วงเดือน มีนาคมและเมษายน ของปีซ่ึงเป็นช่วงฤดูร้อนในภาคกลางของประเทศไทยมีอุณหภูมิเฉล่ีย 
40-41 องศาเซลเซียส (ขอ้มูลพยากรณ์อากาศจากกรมอุตุนิยมวทิยาประเทศไทยในช่วงเดือนมีนาคม-
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เมษายน, 2554) สอดคลอ้งกบัความสามารถการเจริญเติบโตของหนอนใยผกัไดแ้มอุ้ณหภูมิสูงกวา่ 37 
องศาเซลเซียส โดยปกติช่วงเหมาะสมของการเจริญจะอยูร่ะหวา่ง 5-37 องศาเซลเซียส และพบวา่ตวัเตม็
วยัของหนอนใยผกัในแปลงปลูกคะนา้ชอบหลบซ่อนตามซากพืชและวชัพืชท่ีเหลือตกคา้งอยู ่
(Arkhipov, 1980) และมีนิสัยการเขา้ท าลายคะนา้โดยกดักินใบผกัและแทะผวิใบดา้นล่างแลว้ทิ้งผวิใบ
ดา้นบนไว ้ท าใหใ้บพืชมีลกัษณะบางใส่เป็นจุด ๆ ท่ีเรียกวา่ windows (Hill, 1975) และจากการเก็บ
ตวัอยา่งโรคพบวา่ช่อง windows ดงักล่าวมีความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรคเน่าด าเป็นช่องทางใหเ้ช้ือ
สาเหตุโรคเน่าด าเขา้ท าลายไดง่้ายมากข้ึน ช้ีใหเ้ห็นวา่จากการออกเก็บตวัอยา่งโรคในช่วงเดือน มีนาคม-
เมษายน ในแปลงคะนา้ท่ีมีการระบาดของหนอนใยผกัมากจะเจอใบคะนา้ท่ีมีลกัษณะอาการเน่าด ามาก
ข้ึนดว้ย สอดคลอ้งกบัวงจรสามเหล่ียมโรคพืชท่ีตอ้งมีสามปัจจยัเหมาะสมต่อการก่อให้เกิดโรค คือ 
อุณหภูมิร้อนในช่วงหนา้ร้อน หนอนใยผกัเปิดช่องทางให้เช้ือสาเหตุเขา้ท าลายไดง่้ายข้ึน และคะนา้ท่ี
อ่อนแอต่อการเขา้ท าลายของหนอนใยผกั  

 
จากการสอบถามในขณะออกเก็บตวัอยา่งโรคเน่าด าและเก็บรวบรวมหนอนใยผกัไดส้อบถาม

เกษตรกรเจา้ของแปลงคะนา้ถึงเร่ืองการควบคุมโรคเน่าด าและหนอนใยผกัของเกษตรกรส่วนใหญ่
พบวา่เกษตรกรในพื้นท่ีดงักล่าวนิยมใชส้ารเคมีเป็นหลกั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานการพบสารพิษตกคา้ง
ในผกัคะนา้สูงเป็นจ านวนมาก (สาวติร และ คณะ, 2527) อีกทั้งการใชส้ารเคมีฆ่าโรคและแมลงส่วน
ใหญ่ในแปลงคะนา้จะไปกระตุน้ใหแ้มลงเกิดการตา้นทานสารเคมีท าใหก้ารควบคุมโรค และแมลง
ดงักล่าวไม่ไดผ้ล ส่งผลกระทบต่อสภาพแวดลอ้มและสุขภาพของเกษตรกรเอง การควบคุมโรคโดยชีว
วธีิจึงเป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีสามารถน ามาผสมผสานปรับใชใ้นระบบการผลิตคะนา้ ในการควบคุมโรค
และแมลง (Prathuangwong et al., 2007) โดยใชเ้ช้ือจุลินทรีย ์Pseudomonas fluorescens SP007s ท่ีแยก
จากดินบริเวณรอบรากพืชตระกลูกะหล ่าดอก คุณสมบติัในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชบริเวณ
รอบราก (Plant growth promoting) สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตพืชตระกลูกระหล ่า และพืชอ่ืน ๆ 
ไดห้ลายชนิด (Prathuangwong et al., 2009)  

 
งานวจิยัน้ีไดท้ดสอบกลไกเช้ือ PGPR ของแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens สายพนัธ์ุ SP007s 

มาทดสอบประสิทธิภาพในการควบคุมโรคโดยการศึกษาประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรคเน่า
ด าดว้ยวธีิ agar diffusion พบวา่เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์SP007s มีคุณสมบติัในการยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรค
เน่าด า ช้ีให้เห็นวา่เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s มีกลไกในการสร้างสาร secondary 
metabolite หรือ สร้างสารปฏิชีวนะ ในการยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรคเน่าด า ซ่ึงสอดคลอ้งกบัคุณสมบติัของ
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เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษห์ลายสายพนัธ์ุท่ีมีรายงานสามารถสร้างสารปฏิชีวนะ ในการยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรค
ได ้(Pal and MaSpadden, 2006) มีหลายรายงานท่ีรายงานเก่ียวกบัสาร secondary metabolite เก่ียวกบั
เช้ือ PGPR ในกลุ่มของ Pseudomonas fluorescens เช่น เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์Pseudomonas  
fluorescens F113 ท่ีมีรายงานวา่สามารถสร้างสาร 2,4-diacethyl-phloroglucinol ยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรคท่ี
เกิดจากเช้ือ Pythium spp. (Shanahan et al., 1992) ในขณะเดียวกยัวกนัไดท้ดสอบกลไกการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของเช้ือ SP007s โดยการคลุกเมล็ดดว้ยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s พบวา่
เช้ือ SP007s มีกลไกในการส่งเสริมความยาวรากสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตเม่ือคะนา้อาย ุ65 วนั
และใหผ้ลผลิตคะนา้ไดสู้งอยา่งแตกต่างทางสถิติ เน่ืองจาก SP007s เป็นเช้ือท่ีแยกไดจ้ากดินบริเวณรอบ 
ๆ รากส่งผลท าใหจุ้ลินทรียมี์กลไกในการปรับตวัอยา่งรวดเร็วและสามารถครอบครองท่ีบริเวณผวิราก
พืชและเจริญแข่งขนักบัจุลินทรียอ่ื์นท่ีอาศยัอยูบ่ริเวณรากไดดี้โดยจุลินทรียจ์ะกระตุน้การเจริญเติบโต
ของพืชเพิ่มข้ึน โดยเฉพาะในระยะกลา้ อีกทั้งจะผลิตสารท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเจริฐเติบโตชนิดเดียวกบัท่ี
พืชผลิตได ้เช่น ออกซิน จึงช่วยเพิ่มพนูการท าหนา้ท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชไดดี้ (สุดฤดี, 2551; 
Aino et al., 1997) จึงยนืยนัความสามารถของการเป็นเช้ือ PGPR ไดเ้ป็นอยา่งดี และไดศึ้กษาโดยการ
พน่ใบ 3 คร้ังดว้ยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s พบวา่มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคในระดบั
ต ่าแตกต่างทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกบักรรมวธีิท่ีคลุกเมล็ดคะนา้ก่อนปลูกอยา่งเดียว ช้ีใหเ้ห็นวา่การ
คลุกเมล็ดร่วมกบัการพน่ใบมีประสิทธิภาพดีกวา่ช้ีใหเ้ห็นวา่เช้ือ SP007s มีกลไกของเช้ือปฏิปักษ์
สามารถแข่งขนั(Competition) กบัเช้ือโรคพืชในดา้นต่าง ๆ เช่น การใชธ้าตุอาหาร อากาศ และการ
ครอบครองพื้นท่ีไดดี้กวา่ (Suwanto et al., 1996) ท าใหเ้ช้ือโรคพืชไม่สามารถเจริญ หรืออาศยัอยูใ่น
บริเวณท่ีมีเช้ือปฏิปักษ ์พืชจะเจริญเติบโตแขง็แรงมีผลผลิตสูงข้ึน การแข่งขนัท่ีพบมากคือ การแข่งขนั
โดยการแก่งแยง่อาหารเป็นลกัษณะของ ท่ีจะไปลดปริมาณสารอาหารซ่ึงจ าเป็นส าหรับการเจริญของ
เช้ือโรค เน่ืองมาจาก biocontrol agent เหล่าน้ีมีประสิทธิภาพในการใชอ้าหารหรือมีความสามารถใน
การเจริญเร็วมาก ชนิดของอาหารท่ีจ าเป็นต่อการเจริญนั้นข้ึนอยูก่บัชนิดของจุลินทรีย ์ดิน และพืชอาศยั 
ซ่ึงไดแ้ก่ ธาตุเหล็ก คาร์บอน ไนโตรเจน ออกซิเจน และ micronutrient ซ่ึงมีการศึกษาพบวา่แบคทีเรีย
กลุ่ม fluorescent pseudomonads มีความสามารถในการใชส้ารอาหารไดห้ลายชนิดและเจริญบริเวณราก
พืชไดร้วดเร็ว และแก่งแยง่ในต าแหน่งของการยดึเกาะ (site of infection) เป็นกลไกส าคญัของการยบัย ั้ง
เช้ือท่ีท าลายรากและกระตุน้การเจริญเติบโตของพืช (Weger et al., 1987)  และท าใหส้ามารถแยง่ชิง
สารอาหารเพื่อเปล่ียนสารอาหารใหอ้ยูใ่นรูปท่ีพืชสามารถน าไปใชไ้ด ้(Bashan and Holguin, 1998)  

งานวจิยัน้ีเป็นรายงานแรกของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ท่ีควบคุมหนอนใย
ผกั ซ่ึงพบวา่สามารถควบคุมหนอนใยผกัไดเ้ป็นอยา่งดี คือ เม่ือหนอนกดักินใบคะนา้ท่ีชุบเช้ือแบคทีเรีย
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ปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s พบวา่หนอนมีการตายหลงักินใบคะนา้ท่ีชุบเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. 
fluorescens SP007s และเขา้ดกัแดเ้ร็วกวา่ก าหนด และผเีส้ือตวัเตม็วยัไม่ออกไข่ ซ่ึงสามารถสรุปไดว้า่
เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s หรือ สาร secondary metabolite ของเช้ือ SP007s มีผลต่อ
ระบบทางเดินอาหารของหนอนใยผกั และส่งผลต่อการวางไข่ของผเีส้ือตวัเตม็วยั ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
รายงานการใชเ้ช้ือแบคทีเรีย recombinant Pseudomonas spp.กบั Bacillus thuringensis ในการควบคุม
หนอนใยผกัซ่ึงมีขายในรูปแบบการคา้ท่ีประเทศอเมริกาโดยเม่ือเช้ือเขา้ไปอยูใ่นระบบทางเดินอาหาร
ของหนอนเช้ือจะมีการสร้างสปอร์และปล่อยสารพิษ α endotoxin ซ่ึงมีผลต่อระบบทางเดินอาหารของ
หนอนใยผกั (Bruns and Abel, 2007) 

 
จากการศึกษากลไกของเช้ือ SP007s ในดา้นการควบคุมโรคเน่าด าและหนอนใยผกัซ่ึงใหผ้ล

เทียบเท่าและดีกวา่สารเคมีควบคุมโรคและแมลง จึงพฒันาใหเ้ช้ือแบคทีเรีย SP007s อยูใ่นรูปท่ีสะดวก
ต่อการใชง่้าย และมีตน้ทุนในการผลิตท่ีต ่า จึงไดพ้ฒันาใหอ้ยูใ่นรูปผลิตภณัฑชี์วภณัฑ์ชนิดผงท่ีสามารถ
ละลายน ้าและน าไปใชไ้ด ้ทนัทีเหมือนสารเคมีในทอ้งตลาด โดยจะแบ่งการผลิตออกเป็น 2 ส่วน คือ 
การพฒันาอาหารเล้ียงเช้ือเพิ่มปริมาณเซลล ์SP007s และ การพฒันาสารอาหารและสารพาท่ีสามารถ
เก็บรักษาเช้ือ SP007s ใหอ้ยูใ่นรูปท่ีเกษตรกรพร้อมใช ้

 
การพฒันาอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s พบวา่ไดอ้าหารเล้ียงเช้ือ

ชนิดใหม่ ช่ือ SPMP medium (Soybean Potato-Modified for Pseudomonas fluorescens SP007s 
medium) มีส่วนประกอบของน ้าตม้กากถัว่เหลืองผสมมนัฝร่ัง (1:0.5 กรัม) จากส่วนประกอบดงักล่าว
แสดงใหเ้ห็นวา่มีทั้งแหล่งพลงังานท่ีสามารถเปล่ียนใหอ้ยูใ่นรูปคาร์บอนและไนโตรเจน ท่ีมีความ
จ าเป็นท่ีใชใ้นกระบวนการเพิ่มปริมาณเซลลข์องจุลินทรีย ์(สมใจ, 2550) แหล่งพลงังานท่ีจะแปรรูปเป็น
ไนโตรเจนท่ีไดจ้ากกากถัว่เหลืองส่วนใหญ่ใชไ้ปในรูปของกรดอะมิโน โปรตีน หรือยเูรียก็ได ้ทั้งน้ี
เน่ืองจากการผลิตเซลลใ์หมี้จ านวนมาก อาหารเล้ียงเช้ือจ าเป็นอยา่งยิง่ท่ีจะตอ้งควบคุมใหอ้ตัรา 
คาร์บอนต่อไนโตรเจนใหอ้ยูใ่นระดบัท่ีพอดีท่ีแบคทีเรียใชแ้ลว้เกิดประโยชน์สูงสุด และผลการทดลอง
พบวา่ pH ท่ีเป็นกลางเหมาะสมท่ีสุดท่ีสามารถช่วยใหเ้ซลลเ์กิดการเพิ่มจ านวนไดดี้ท่ีสุด ซ่ึงพบวา่เป็น 
pH ท่ีตรงกบัความตอ้งการของเช้ือแบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens  (Aharonowitz and demain, 
1979; kanoksilapathum, 1981; Iwai and omura, 1982)  

งานวจิยัไดน้ าเซลลแ์บคทีเรียเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ท่ีไดจ้ากการเล้ียง
เพิ่มปริมาณดว้ยอาหาร SPMP ผสมกบัผลิตภณัฑชี์วภรัฑ์ชนิดใหม่ คือ KUwin/Gap SP007s ท่ีไดมี้การ
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เลือกวตัถุดิบของ kaolin : lactose : alkylamine ethoxylates : SiO2 : CaSO3: CMC : FeSO4 = 70: 14: 8: 
5:1:1:1 นน./นน. น ามาผสมเป็นสารพาและสารเสริมประสิทธิภาพ เพื่อรักษาและส่งเสริมประสิทธิภาพ
เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ใหไ้ดผ้ลิตภณัพชี์วภณัฑท่ี์ดีท่ีสุด จากการเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของสารพาหลกัคือ ดินขาว เปรียบเทียบกบัทลัคัม่ เหตุผลท่ีเลือกดินขาวเน่ืองจากดินขาว
จะมีน ้าหนกัโมเลกุล เท่ากบั 222.12 gm ซ่ึงเบากวา่การใชท้ัล่คัม่น ้าหนกัโมเลกุลเท่ากบั 379.27 gm 
ความเบาจะช่วยใหเ้กิดการกระจายตวัไดอ้ยา่งรวดเร็วมากข้ึนในตรงกนัขา้มทัล่คัม่ยงัเกิดการจบัเกาะ
กลุ่มบนน ้าท าใหเ้ช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ไม่สามารถละลายออกจากสารพาได้
ส่งผลใหจ้ านวนจุลินทรียมี์ปริมาตรไม่เพียงพอเพียงพอในการยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรคพืชได ้อีกทั้งพบวา่
ดินขาวสามารถแพร่กระจายไดดี้กวา่ท าใหก้ารเกาะบนใบพืชสามารถเคลือบใบพืชและเคลือบเมล็ดได้
อีกวา่ทัล่คัม่โดยการเคลือบใบพืชจะช่วยใหก้ารเกาะติดของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens 
SP007s ไดอี้กหน่ึงหนทาง (Greg et al., 2003) สารอาหารท่ีจะน ามาเป็นพลงังานซ่ึงพบวา่สามารถใช้
น ้าตาลชนิดท่ีมีโมเลกุลคู่ทัว่ไปท่ีส าเร็จรูปมีความเหมาะสมท่ีสุด เน่ืองจากเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. 
fluorescens SP007s มี metabolism ท่ีชา้เน่ืองจากตอ้งเกิดการเปล่ียนน ้าตาลใหอ้ยูใ่นรูปท่ีใชไ้ด ้การ
เปล่ียนชา้ตรงน้ีเป็นผลใหไ้ม่เกิดของเสียเกิดข้ึนในสารพาท าใหเ้ซลลท่ี์ไดอ้ยูใ่นระยะปลอดภยัไดน้าน
ท่ีสุด (Burges, 1998) สาร deshecofix เป็นสารท่ีเพิ่มประสิทธิภาพของสารพาใหไ้ดผ้ลดียิง่ข้ึนช่วยมีการ
แพร่กระจายลงในหลงัจากสารตกกระทบลงผวิน ้าทนัทีและมีการกระจายจากดา้นบนลงสู่ดา้นล่างและ
จากดา้นล่างฟุ้งข้ึนสู่ดา้นบนอีกคร้ัง (ค าแนะน าจากบริษทัแก๊พอินดสัตรีย)์ การใส่สารแคลเซียม
คาร์บอเนตเพื่อช่วยการจมตวัของผลิตภณัฑม์วลรวมท าให้จมลงไดอ้ยา่งรวดเร็วเน่ืองจากผลิตภณัฑ์
ดงักล่าวมีการใส่ผง silica เพื่อเป็นตวัดูดและลดความช้ืน (ค าแนะน าจากบริษทัแก๊พอินดสัตรีย)์ การใส่
สาร CMC เพื่อการปกป้องเซลลเ์น่ืองจาก CMC มีคุณสมบติัสร้างเส้นใยเครือข่ายห่อหุม้เซลลเ์พื่อ
ป้องกนัการกระแทรกของเซลลโ์ดยตรงท่ีเกิดจากการเสียดสีท่ีเกิดข้ึนในผลิตภณัฑ ์(Thomas and Katy, 
1999) และเหล็กท่ีใส่ไปจะช่วยเซลลจ์ะมีประโยชน์เม่ือไปตกอยูใ่นแปลงเน่ืองจากเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s สามารถเปล่ียนเหล็กท่ีมีอยูใ่นรูปท่ีมีประโยชน์ต่อพืช (สุดฤดี, 2551) 
และผลิตภณัฑท่ี์ผลิตเพื่อเป็นสารพามีความช้ืนอยูร่ะหวา่ง 7-14 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงเป็นความช้ืนท่ีเหมาะสม
ในการพกัตวัในรูปผลิตภณัฑ์ของเซลล ์อีกทั้งค่าความเป็นกรดเบสหลงัจากท่ีผสมสารครบพบวา่มีค่า
เป็นกลางอยูใ่นช่วงท่ีเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ชนิดน้ีชอบ และพบวา่การเก็บรักษา
ไวใ้นตูเ้ยน็ท่ีมีอุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส เป็นการรักษาเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s 
ไดอ้ยูใ่นปริมาณครบถว้นท่ีสุด เน่ือง จากเช้ือแบคทีเรียส่วนใหญ่จะพกัตวัไม่เกิดการขบัถ่ายของเสีย
เกิดข้ึน และการเก็บในอุณหภูมิหอ้งพบวา่มีการลดจ านวนของปริมาณเซลลเ์ม่ืออายผุลิตภณัฑ ์11 เดือน 
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เน่ืองจากอุณหภูมิท่ีเปล่ียนแปลงข้ึนลงในสภาพอุณหภูมิหอ้งท าใหเ้กิดการตายของเซลลเ์พราะไม่
สามารถปรับตวัได ้หรืออาจเป็นเพราะคุณภาพของสารพาดงักล่าวเส่ือมประสิทธิภาพเน่ืองจากการเก็บ
รักษาท่ียาวนาน  

 
จากการศึกษากลไกการชกัน าใหค้ะนา้เกิดความตา้นทานโรคและแมลง (Induced disease 

resistance) โดยจะเป็นกลไกท่ีสามารถจะชกัน าหรือกระตุน้ใหพ้ืชสร้างสารปกป้องตนเองไดเ้พิ่มมาก
ข้ึนในช่วงหลงัจากใชเ้ช้ือปฏิปักษแ์ลว้มีเช้ือโรคเขา้ท าลาย (สุดฤดี และคณะ, 2548) งานวจิยัน้ีไดมี้
การศึกษาเก่ียวกบัเอนไซม ์superoxide dismutase (SOD) ท่ีเกิดข้ึนหลงัจากปลูกเช้ือโรคและแมลง
ทดสอบในคะนา้ท่ีผา่นการใชผ้ลิตภณัฑชี์วภณัฑแ์บคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s 
(KUwin/Gap SP007s) คลุกเมล็ดร่วมกบัการพน่ใบ 3 คร้ัง ผลจากการทดลองพบวา่คะนา้มีการสะสม 
SOD เพิ่มมากข้ึนหลงัจากปลูกเช้ือสาเหตุโรคและหลงัจากการปล่อยหนอนใยผกั ทั้งท่ีทดสอบในสภาพ
เรือนทดลองและสภาพไร่ สอดคลอ้งกบัปฏิสัมพนัธ์ของเช้ือสาเหตุโรคกบัพืชอาศยัท่ีเกิดปฏิสัมพนัธ์
บริเวณต าแหน่งจุดติดเช้ือ คือ จะเกิดหมู่ ออกซิเจนสปีชีร์ (ออกซิเจนอิสระ) ซ่ึง SOD มีการเปล่ียนเป็น  
hydrogen peroxide (H2O2) ไฮดรอกซิลอิสระ (OH) และ O-

2 ไม่เสถียรเกิดการแลกเปล่ียนอิเลคตรอนใน
เซลลข์องพืชท าให ้hydrogen peroxide ท่ีไดจ้ากการเปล่ียนแปลงมีผลในการฆ่าเช้ือสาเหตุโรค (Baker 
and Orlandi, 1995; Delhomez et al., 1995) ซ่ึงการทดลองน้ีไม่ไดใ้ชค้ะนา้พนัธ์ุตา้นทาน แต่ใชจุ้ลินทรีย์
ชกัน าภูมิตา้นทาน ช้ีเห็นวา่การเปล่ียนแปลงของเอมไซมด์งักล่าวสามารถแสดงไดว้า่การควบคุมโรค
และแมลงแบบชีวภาพโดยการใชเ้ช้ือ PGPR สามารถชกัน าภูมิตา้นทานใหพ้ืชมีศกัยภาพทดัเทียมกบัพืช
สายพนัธ์ุตา้นทานอยา่งมีศกัยภาพ (Stephane et al., 2005) โดยแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s 
ชกัน าใหพ้ืชสร้างสาร SOD เพิ่มข้ึนเพื่อไปกระตุน้ใหพ้ืชเกิดปฏิกิริยาตอบโตห้ลงัจากเช้ือสาเหตุโรค
และหนอนใยผกัเขา้ท าลาย โดยปฏิกิริยาดงักล่าวมีผลท าใหเ้ซลลพ์ืชเกิดการเปล่ียนแปลงในหมู่
ออกซิเจนอิสระดงักล่าว ท าใหเ้ซลลบ์ริเวณนั้นเป็นพิษหรือมีค่าความเป็นกรดเบสสูงจนท าใหเ้ช้ือ
สาเหตุโรคไม่สามารถครอบครองหรือติดเช้ือบริเวณจุดติดเช้ือแรก (Govrin and Levine, 2000) 
สอดคลอ้งกบัผลการตรวจสอบในระดบัสรีระวทิยาหลงัปลูกเช้ือสาเหตุโรคและปล่อยหนอนใยผกัท า
ใหผ้ลการเกิดโรคและหนอนใยผกัลดลงแปรผนัตรงขา้มกบัเอมไซมท่ี์เพิ่มข้ึนช้ีให้เห็นวา่เช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s มีกลไกการชกัน าใหพ้ืชเกิดการตา้นทานโรคโดยผลิตสาร SOD ฆ่าศตัรู
คะนา้ 

งานวจิยัน้ีไดมี้การศึกษาถึงสาร glucosinolate ซ่ึงพบมากในพืชตระกลูกะหล ่าและพบวา่เม่ือมี
สภาวะเครียดกดดนัจะท าใหเ้อนไซม ์myrosinase ท างานเพื่อยอ่ยสาร glucosinolate ใหอ้ยูใ่นรูปของ
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สารระเหย ท่ีเรียกวา่ isothiocyanate ซ่ึมีความเป็นพิษต่อโรคและแมลง ไดท้ดสอบการควบคุมโรคและ
แมลงในเบ้ืองตน้ คือ ใชส้าร isothiocyanate ในรูปแบบสารสังเคราะยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรคดว้ยวธีิ agar 
disfussion และวธีิท่ีใชน้ ้าสกดัพืช (คาดวา่มีสาร glucosinolate) ผสมดว้ยเอนไซม ์myrosinase และใส่
เช้ือสาเหตุโรคลงไป พบวา่ทั้งสารสังเคราะห์และน ้าสกดัพืชท่ีทดสอบสามารถควบคุมเช้ือสาเหตุโรค
เน่าด าไดอ้ยา่งแตกต่างทางสถิติ (นลินา และคณะ, 2552) จากขอ้มูลเบ้ืองตน้ดงักล่าวจึงไดท้  าการ
ทดสอบกบัคะนา้สายพนัธ์ุบางบวัทอง 35 คลุกเมล็ดก่อนปลูกและพน่ตาม 3 คร้ัง ดว้ยเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s (KUwin/Gap SP007s) โดยทดสอบทั้สภาพเรือนทดลองและสภาพไร่ 
ซ่ึงพบสาร glucosinolate จะมีค่าสูงข้ึนหลงัปลูกเช้ือสาเหตุโรคและหลงัจากหนอนกดักิน และพบวา่มี
การสะสมอยูใ่นระดบัสูงเม่ือเปรียบเทียบกบักรรมวธีิท่ีไม่ใชผ้ลิตภณัฑ ์KUwin/Gap SP007s ช้ีใหเ้ห็นวา่
แบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s สามารถชกัน าภูมิตา้นทานท่ีพืชมีอยูเ่ดิมใหเ้พิ่มข้ึนไดโ้ดยใช้
กลไกในการชกัน าภูมิตา้นทานสอดคลอ้งกบัรายงานท่ีวา่เช้ือแบคทีเรีย PGPR Pseudomonas spp.ใชย้นี 
Flg22 ท่ีควบคุมการท างานของ flagellin เป็น elicitor ชกัน าใหพ้ืชเกิดการสร้างสาร glucosinolate 
(Nicole et al., 2009) และผลการทดลองยงัพบอีกวา่จะมีการชกัน าใหเ้กิดการสร้างมากข้ึนหากมีการเขา้
ท าลายของเช้ือสาเหตุโรคเน่าด าโดยจะมีการสะสมเพิ่มข้ึนทนัทีสะสมไปจนกระทัง่สูงสุดและกลบัเขา้สู่
ภาวะสมดุล การเปล่ียนแปลงของปฏิกิริยาดงักล่าวสอดคลอ้งกบัผลงานวจิยัของ Buensanteai et al. 
(2008) อธิบายไดว้า่เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษส์ามารถใชก้ลไกในการชกัน าภูมิตา้นทานโรคสามารถ
กระตุน้โดยการใช ้signal molecule ทั้งสองชนิด คือ salicylic (SA) และ jasmonic (JA) ในการกระตุน้
ภูมิตา้นทานคะนา้ใหส้ร้างสาร glucosinolate (Craig and Sam, 2002)  ผลการทดลองดงักล่าวช้ีใหเ้ห็น
ถึงความส าคญัของสาร glucosinolate ท่ีมีผลต่อโรคเน่าด า พบวา่ความส าคญัดงักล่าวสามารถน าไปเป็น
เคร่ืองมือในการควบคุมโรคแบบชีววธีิท่ีใหผ้ลเหมือนกบัสายพนัธ์ุตา้นทานท่ีมีสารน้ีมากพอแลว้ (Craig 
and Carl, 2002) และสามารสรุปไดว้า่สาร glucosinolate ท่ีเพิ่มมากข้ึนสอดคลอ้งกบักลไกในการชกัน า
ภูมิตา้นทานและสามารถเป็นแบคทีเรียท่ีเขา้ไปอยูใ่นพืช (endophyte) และเป็นแบคทีเรียท่ีอยูร่อบ ๆ พืช 
(epiphyte) ท่ีสามารถชกัน าใหพ้ืชตา้นทานโรคไดห้ลายชนิด (Bloembery and Lugtenbery , 2001) และ
ส่งผลใหเ้ช้ือ PGPR สามารถท่ีจะชกัน าหรือกระตุน้โดยใชร้ะบบการชกัน าภูมิตา้นทานแบบจุดต าแหน่ง
นั้น local หรือ สามารถชกัน าภูมิตา้นทานทัว่ตน้คะนา้แบบ induce resistance  

 
จากการทดสอบประสิทธิภาพผลิตภณัฑ์ชีวภณัฑ ์KUwin/Gap SP007s ในสภาพเรือนทดลอง 

และสภาพไร่โดยการคลุกเมล็ดก่อนปลูกร่วมกบัการพน่ใบ 3 คร้ัง และเปรียบเทียบระหวา่งการใชเ้ช้ือ
แบคทีเรียปฏิปักษใ์นรูปเช้ือสด และการใชจุ้ลินทรียป์ฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ท่ีอยูใ่นรูป
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ผลิตภณัฑชี์วภณัฑ ์ISR-P®  ท่ีมี Talcum เป็นองคป์ระกอบหลกัและ KUwin/Gap SP007s ท่ีมี Kaolin 
เป็นองคป์ระกอบหลกั พบวา่ผลิตภณัฑช์นิดใหม่ KUwin/Gap SP007s ใหป้ระสิทธิภาพดีกวา่ทั้งในดา้น
การส่งเสริมการเจริญเติบโตและการควบคุมโรค อีกทั้งยงัใหผ้ลผลิตเพิ่มข้ึนเน่ืองการใชผ้งเคลือบเมล็ด
ส่งผลใหเ้ช้ือปฏิปักษส์ามารถเกาะกบัเมล็ดคะนา้ไดดี้กวา่การคลุกดว้ยเซลล ์suspension ของแบคทีเรีย
ปฏิปักษโ์ดยตรง และสารพาท่ีเป็นองคป์ระกอบของผลิตภณัฑมี์ส่วนช่วยในการท างานของเช้ือ
แบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s ไดม้ากข้ึนคือ การเคลือบใบ การกระจายตวัของจุลินทรียใ์น
น ้า การมีชีวติในระยะการเก็บรักษาในซอง การเก็บรักษาท่ีสะดวกมากข้ึน ซ่ึงตรงตามคุณสมบติัท่ีดีท่ี
ผลิตภณัฑจุ์ลินทรียค์วรมี(Greg et al., 2003) และท่ีส าคญัพบวา่ผลิตภณัฑช์นิดใหม่สามารถเก็บรักษาได้
ยาวนานและมีตน้ทุนถูกกวา่ 20 เปอร์เซ็นตเ์ม่ือเปรียบเทียบกบัผลิตภณัฑเ์ดิม ISR-P®  อีกทั้งมีกลไกใน
การกระตุน้ภูมิตานทานโดยสามารถสรุปไดด้งัไดอะแกรมภาพท่ี 12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่12  ไดอะแกรมแสดงกลไกการเกิด Superoxide dismutase และ glucosinolate หลงัจากปลูก  โรค
และถูกหนอนเขา้ท าลายในพืชผา่นการคลุกเมล็ดร่วมกบัการพ่นใบ 3 คร้ังดว้ยเช้ือแบคทีเรีย
ปฏิปักษ ์P. fluorescens SP007s 

Indo glucosinolate Isothiocyanate / 
thiocyanate 

GLS (Indoglucosinolate) 
- Glucoiberin 
- sinigrin 

myrosinase 

  Plant 
Bacterial 
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Oxidative burst 

   Pathogen / Insect 

Glucosinolate (GLS) 

O2
- SOD H2O2 

SA JA/Et 
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สรุป 
 

 จากการรวบรวม แยกเช้ือ และจ าแนกเช้ือสาเหตุโรคเน่าด า แหล่งผลิตคะนา้จากจงัหวดั 
นนทบุรี ปทุมธานี อ่างทอง และสุพรรณบุรี ท่ีมีลกัษณะอาการขอบใบเหลืองลุกลามเขา้เส้นกลางใบ
เป็นรูปตวัว ี(V-shape) มีทั้งหมด 191 ตวัอยา่ง มีสาเหตุจาก X. campestris pv. campestris ท่ีมีลกัษณะ
โคโลนีสีเหลืองอ่อน กลมนูน ขอบเรียบ ผวิเรียบ เป็นมนั พิสูจน์การเป็นเช้ือสาเหตุโรคโดยวธีิ Koch’s 
postulation  ทดสอบคุณสมบติัการเกิดปฏิกิริยาเซลลต์ายอยา่งเฉียบพลนั ทดสอบคุณสมบติัทางสัณฐาน
วทิยา สรีรวทิยา ชีวเคมี และชีวโมเลกุลโดยใช้ primer ของ 16s rDNA เช้ือ X. campestris pv. 
campestris สายพนัธ์ุ HRI 3811 มีเพียง 125 สายพนัธ์ุเท่านั้นมีคุณสมบติัตรงตามหลกัการจ าแนก
แบคทีเรียของ Bergry Manual’s ทุกประการ และด าเนินการโดยสุ่มเก็บตวัแทนหนอนใยผกัในแปลง
เก็บโรคเน่าด า หนอนใยผกัจะมีลกัษณะล าตวัยาวเรียวหวัทา้ยแหลม ส่วนทา้ยมีปุ่มยืน่ออกเป็น 2 แฉก สี
เขียวอ่อน หรือเขียวปนเหลืองเม่ือถูกตวัหนอนจะด้ินและทิ้งตวัลงดินโดยการชกัใย เขา้ดกัแดโ้ดยมีใย
ปกคลุม ทั้งน้ีหนอนท่ีเก็บรวบรวมไดน้ ามาเล้ียงไวใ้นหอ้งปฏิบติัการเล้ียงหนอน โดยใชก้ล่องและกรง
เล้ียงหนอนและใหใ้บพืชคะนา้เป็นอาหารจนพฒันาเป็นตวัเตม็วยั 
 
 งานวจิยัน้ีไดศึ้กษากลไกการท างานของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescense SP007s 
สามารถสรุปคุณสมบติัของเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescense SP007s น้ีออกเป็น 4     คือ 1. การ
แก่งแยง่แข่งขนัในการหาอาหาร (competition) 2. การสร้างสารปฏิชีวนะ (antibiotic) (ใหค้่าการยบัย ั้ง
เม่ือทดสอบดว้ยวธีิ agar disfussion) 3. การส่งเสริมการเจริญเติบโต (ให้เปอร์เซ็นตก์ารเจริญเติบโต
หลงัจากการคลุกเมล็ดสูงสุดในทุกการทดสอบ) 4. การชกัน าภูมิตา้นทาน (induce resistance) พบวา่เช้ือ
แบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescense SP007s สามารถชกัน ากิจกรรรมของ superoxide dismutase (SOD) 
    glucosinolate ในคะนา้ใหเ้พิ่มข้ึนหลงัเช้ือสาเหตุโรคและแมลง  
 
 งานวจิยัน้ีเป็นงานวิจยัแรกท่ีรายงานวา่เช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescense SP007s ท่ี
ตรวจสอบสารชกัน าภูมิตา้นทาน superoxide dismutase และ glucosinolate ท่ีตรวจสอบกิจกรรมของ
สารท่ีเกิดข้ึนในสภาพเรือนทดลองท่ีปลูกเช้ือสาเหตุโรคเน่าด า/ปล่อยหนอนใยผกัและสภาพไร่ ท่ีมีการ
เกิดโรคและแมลงเขา้ท าลายตามธรรมชาติ (natural infection) เม่ือคลุกเมล็ดก่อนปลูกร่วมกบัการพน่ใบ 
3 คร้ัง ดว้ยเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescense SP007s  คือ  superoxide dismutase (SOD) (ในสภาพ
เรือนทดลอง โรคและแมลง; สภาพไร่ เพิ่มข้ึน 1.8 1.7 ; และ 2 เท่า ตามล าดบั) และ glucosinolate (ใน
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สภาพเรือนทดลอง โรคและแมลง; สภาพไร่ เพิ่มข้ึน3.5 3.1 ; และ 3.6 เท่า ตามล าดบั) สรุปไดว้า่เช้ือ
แบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescense SP007s สามารถชกัน าใหค้ะนา้มีกิจกรรม SOD และ glucosinolate 
เพิ่มข้ึนและยบัย ั้งการเขา้ท าลายของศตัรูคะนา้ ดงันั้นการตรวจสอบกิจกรรม SOD และ glucosinolate 
สามารถน าไปใชเ้ป็นเคร่ืองมือในการตรวจสอบการวดัการตา้นทานโรคและแมลงได้ 
 
 งานวจิยัน้ีไดผ้ลิตภณัฑชี์วภณัฑช์นิดใหม่ช่ือ KUwin/Gap SP007s ซ่ึงมีส่วนประกอบของ
ผลิตภณัฑด์งัน้ี คือ Kaolin : Alkylakalia : SiO2 : CaCO3 : lactose : CMC : FeSO4 (70:8:5:14:1:1  นน/
นน) โดยผสมเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescense SP007s ปริมาณ 20 มิลลิลิตร (3x1013 cfu/
มิลลิลิตร) ท่ีเล้ียงในอาหารชนิดใหม่ท่ีผลิตข้ึนเพื่อเพิ่มปริมาณเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescense 
SP007s คือ SPMP medium (Soybean Potato Modified for P. fluorescense SP007s) เป็นการพฒันาต่อ
ยอดจาก         ชีวภณัฑ ์        ISR-P®  เปรียบเทียบกบัการใชเ้ซลลส์ด พบวา่ส่วนผสมใหม่
ผลิตภณัฑชี์วภณัฑ ์KUwin/Gap SP007s สามารถส่งเสริมและช่วยใหเ้ช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. 
fluorescense SP007s เก็บรักษาไดน้านและมีประสิทธิภาพการควบคุมสูงสดเตม็ตามศกัยภาพ คือ ลด
การเกิดโรคและแมลงศตัรูท่ีส าคญัใหผ้ลผลิตสูงสุดแตกต่างทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกบัผลิตภณัฑชี์ว
ภณัฑเ์ดิม (ISR-P®) และเช้ือแบคทีเรียปฏิปักษ ์P. fluorescense SP007s ในรูปแบบเซลลส์ด และมี
ตน้ทุนการผลิตลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบั         ชีวภณัฑ ์        ISR-P®  เท่ากบั 50 เปอร์เซ็นต ์
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ข้อเสนอแนะ 
  

การปลูกเช้ือสาเหตุโรคเน่าด า ในสภาพเรือนทดลองควรปรับสภาพแวดลอ้มใหมี้ความช้ืน
ประมาณ 80-100% โดยใชถุ้งพลาสติกขนาดใหญ่ ใส่กระถางปลูกลงไป และควรปลูกเช้ือสาเหตุโรค
โคนเน่าด าในเวลา 15.00 – 16.00 น. ในวนัท่ีมีอากาศร้อน และการปลูกโรคเน่าด าในสภาพไร่ โดยสุ่ม
ปลูกโรคเป็นจุด 5 จุดเป็นรูป W โดยแต่ละจุดปลูกโรค 3 ตน้ โดยการพ่นเช้ือ X.campestris pv. 
campestris  

  
ในการท าอาหารเพิ่มปริมาณหลงัจากตม้สกดักากถวัเหลืองและมนัฝร่ังแลว้กรอง ควรน าน ้า

สกดัผสมกนัแลว้น าไปป่ันเหวีย่งตกตะกอนกากถัว่เหลือง และมนัฝร่ังน ามาเล้ียงเพิ่มปริมาณเช้ือ
แบคทีเรีย Pseudomonas fluorescens SP007s เกาะและซึมเขา้ทัว่ถึงทุกอนุภาคของผลิตภณัฑ ์ซ่ึงจะ
ใหผ้ลดีกวา่การพน่ดว้ย foggy ในถุงพลาสติกแลว้เขยา่ 

 
ในการเตรียมสกดัสาร glucosinolate เพื่อน าไปฉีดในเคร่ือง HPLC หลงัจากใส่สาร sulfatase 

แลว้ทิ้งไวข้า้มคืน จากนั้นควรลา้งผา่นน ้า 3 มิลลิลิตร โดยผา่นเคร่ืองละ 1 มิลลิลิตร แลว้น าแต่ละคร้ังมา
ผสมกนัก่อนฉีดเขา้ไปในเคร่ือง HPLC  

 
การใชผ้ลิตภณัฑ ์KUwin/Gap SP007s ในสภาพไร่ ควรพ่นในเวลาตอนเยน็และค านึงถึงค่า 

economic threshold (Et) ในการควบคุมแมลง (ตามหลกัของกรมวชิาการท่ีมีรายงานในปัจจุบนั) หาก
เกินค่า Et ควรใชส้ารเคมีควบคุมก่อนเกิดการระบาดของโรคและแมลงจนไม่สามารถควบคุมได ้จะท า
ใหก้ารใชผ้ลิตภณัฑ ์KUwin/Gap SP007s มีประสิทธิภาพมากยิง่ข้ึน 
 
 ควรมีการศึกษาเพิ่มในเร่ือง quantitative  glucosinolate ท่ี volatile และisoform บริสุทธ์ิ ยบัย ั้ง
โรค/แมลงไดจ้ริง (exogenous form สกดัออกมาวิจยัผลได)้และช ้glucosinolate / SOD เป็นมหาสูตร 
เพื่อวตรวจสอบพนัธ์ุตา้นทานในการปรับปรุงพนัธ์ุพืช 
  
 ศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งสายพนัธ์ุเช้ือ X. campestris pv. campestris กบั geography  อาการ
โรค พนัธ์ุพืช ฯลฯ และผลิตภณัฑชี์วภณัฑ ์Bio-formulation ท่ีพฒันาใหม่ควรศึกษากบัพืชเศรษฐกิจอ่ืน
และต่างพื้นท่ีต่อไปดว้ย 
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ภาคผนวก 
 

1. อาหารเล้ียงเช้ือ 
 

1.1 Nutrient Glucose Broth (NGB) 
Beef extract    3 กรัม 
Bacto peptone    5 กรัม 
Glucose    2.5 กรัม 

เตรียมในอตัราน ้ า 1,000 มิลลิลิตร โดยแบ่งน ้ าคร่ึงหน่ึง (500 มิลลิลิตร) ผสมส่วนประกอบ
ทั้งหมดจนละลายเป็นเน้ือเดียวกนั ปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร แบ่งใส่ภาชนะตามตอ้งการ น่ึง
ฆ่าเช้ือดว้ยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที 

 
1.2 Nutrient Glucose Agar (NGA) 

nutrient glucose broth 
วุน้     15 กรัม 

เตรียมโดยแบ่ง NGB คร่ึงหน่ึง (500 มิลลิลิตร) ละลายส่วนประกอบทั้งหมดยกเวน้ วุน้ 
ปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร เติมผงวุน้น าไปหลอมจนวุน้ละลายเป็นเน้ือเดียวกนั แบ่ง 
ใส่ภาชนะตามตอ้งการ น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อ 
ตารางน้ิว นาน 15 นาที 

 
1.3 King’s B medium (KB) 
   Protease peptone #3    20 กรัม 
   K2HPO4    1.5 กรัม 
   MgSO4.7H2O   1.5 กรัม 
   วุน้     15 กรัม 
   Glycerol    15 กรัม 
 เตรียมในอตัราน ้า 1000 มิลลิลิตร เช่นเดียวกบัวธีิการเตรียม NGA 
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1.4 Molass Soybean medium (MS medium) 
   Molass     5 กรัม 
   Soybean   10 กรัม 
   วุน้     3 กรัม 
   น ้า    1 ลิตร 
เตรียมในอตัราน ้ า 1,000 มิลลิลิตร โดยแบ่งน ้ าคร่ึงหน่ึง (500 มิลลิลิตร) ผสมส่วนประกอบ

ทั้งหมดจนละลายเป็นเน้ือเดียวกนั ปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร แบ่งใส่ภาชนะตามตอ้งการ น่ึง
ฆ่าเช้ือดว้ยความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที 

 
2. การเตรียมอาหารส าหรับทดสอบคุณสมบติัของเช้ือแบคทีเรีย 

 
2.1 Motility Test Medium 

Bacto-tryptone     10 กรัม 
Yeast extract        5 กรัม 
Agar     5 กรัม 
 

เตรียมอาหารดงักล่าวในปริมาตรน ้ า 1,000 มิลลิลิตร โดยปรับ pH ของอาหารประมาณ    6.8 –
7 เป็นอาหารส าหรับตรวจการเคล่ือนท่ีของเช้ือแบคทีเรีย โดยการ stab เช้ือแบคทีเรียลงในหลอดอาหาร 
บ่มเช้ือไวเ้ป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง สังเกตวา่เช้ือสามารถเจริญออกนอกบริเวณปลูกเช้ือแสดงวา่สามารถ
เคล่ือนท่ีได ้

 
2.2 Starch Agar (Starch hydrolysis) 

Bacto-tryptone     10 กรัม 
Yeast extract     5 กรัม 
Soluble starch     10 กรัม 
Agar      13 กรัม 
เตรียมในน ้ากลัน่    1,000 มิลลิลิตร 

ทดสอบโดยการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียบนอาหาร บ่มเช้ือไวเ้ป็นเวลา 3-5 วนั ตรวจสอบการยอ่ย
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แป้งไดโ้ดยการหยดน ้ ายาไอโอดีน จนทัว่จานเล้ียงเช้ือ ถา้เกิดบริเวณใสรอบ ๆ รอยขีดแสดงวา่เช้ือนั้น
สามารถสร้างเอนไซมย์อ่ยแป้งได ้ 
 

2.3 การศึกษาการผลิตเอนไซม ์Catalase 
ทดสอบโดยการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียในหลอดอาหารเอียง NGA ให้มีอายุ 48 ชัว่โมง หยดสารละ

สายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) เขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต์ ลงในหลอดเช้ือ ถา้ภายในหลอดเกิด
ฟองอากาศ แสดงวา่เช้ือสามารถสร้างเอนไซม ์catalase ได ้

 
เอนไซม ์catalase มีบทบาทในการเปล่ียนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีเป็นพิษต่อเซลล์แบคทีเรีย

ใหเ้ป็นออกซิเจนและน ้าไดด้งัสมการ 
2 H2O2                       H2O + O2 

 
2.4 สูตรอาหารส าหรับทดสอบ Oxygen Relationship 
เตรียมอาหาร NGA ใส่ลงในหลอดทดสอบปริมาตรหลอดละ 5 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ี

ความร้อน 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว นาน 15 นาที ปล่อยให้อาหารเยน็โดยไม่
ตอ้งเอียง น าเช้ือแบคทีเรียท่ีเล้ียงไวอ้ายุ 24 ชัว่โมงมา stab ลงบนอาหารดงักล่าว สังเกตการเจริญและ
ต าแหน่งการเจริญของเช้ือในอาหาร 

 
2.5 Simmon’s Citrate Agar (Citrate utilization) 
 

MgSO4.7H2O     0.2 กรัม 
(NH4) H2PO4     1 กรัม 

K2.HPO4    1 กรัม 
Sodium citrate     2 กรัม 
NaCl     5 กรัม 
Agar      13 กรัม 
Bromthymol blue   0.08 กรัม 
เตรียมในน ้ากลัน่    1,000 มิลลิลิตร 
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เล้ียงเช้ืออายุ 24 ชัว่โมงลงในอาหารท่ีเตรียม บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิห้องนาน 7 วนั ตรวจสอบการ
เปล่ียนแปลงสีของอาหาร (bromthymol blue) ทุกวนั ถา้อาหารเปล่ียนจากสีเขียวเป็นสีน ้ าเงินแสดงวา่
เช้ือสามารถใช ้citrate เป็นแหล่งคาร์บอนได ้ 

 
2.6 Hydrolysis of Gelatin (gelatin hydrolysis) 

Beef extract     10 กรัม 
Bacto-Peptone     5 กรัม 
Glucose     2.5 กรัม 
Gelatin      12 กรัม 
เตรียมในน ้ากลัน่    1,000 มิลลิลิตร 

 
เตรียมโดยละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้าอุ่น แบ่งใส่หลอดทดลองหลอดละ 10 มิลลิลิตร 
น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ 
 
เป็นการทดสอบความสามารถของเช้ือแบคทีเรียในการผลิตเอนไซม ์ gelatinase ย่อย gelatin 

เม่ือเล้ียงเช้ือแบคทีเรียในอาหารดงักล่าวเป็นเวลา 48 ชัว่โมงในสภาพอุณหภูมิห้องยา้ยหลอดเล้ียงเช้ือ
ดงักล่าวมาแช่ในตูเ้ยน็อุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส สังเกตการแข็งตวัของเจลาติน ถา้เช้ือสามารถ
ผลิตเอนไซม ์gelatinase ได ้อาหารท่ีทดสอบจะไม่แขง็ตวั 

 
2.7 Christensn’s Urea medium (Urease test) 
 

Bacto-Peptone     1 กรัม 
Glucose     1 กรัม 
KH2PO4     2 กรัม 
NaCl     5 กรัม 

   Agar      15 กรัม 
 
 ละลายส่วนผสมทั้งหมดลงในน ้ า 1000 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ให้เป็น 6.8-6.9 เติม 

phenal red 0.04 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 20 มิลลิลิตร น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 
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ปอนด์ต่อตารางน้ิว นาน 15 นาที ปล่อยให้อาหารเยน็ ปล่อยให้อาหารเยน็ประมาณ 50 องศาเซลเซียส 
เติมสารละลาย Urea เขม้ขน้ 20 เปอร์เซ็นต ์ท่ีผา่นการกรองแบคทีเรียแลว้ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมให้
เขา้กนัดี แบ่งอาหารใส่หลอดทดสอบหลอดละ 3-5 มิลลิลิตร เตรียมเป็น slant (acetic technique) 

 น าเช้ือเช้ือแบคทีเรียอายุ 24 ชั่วโมง steak ลงบนอาหารเอียงท่ีเตรียม บ่มเช้ือไว้
ประมาณ 5-7 วนั ในสภาพอุณหภูมิห้อง สังเกตการณ์เปล่ียนแปลงสีของอาหารจากสีเหลืองเป็นสี
บานเยน็ 

 
2.8 Tryptone yeat extract broth (Indole test) 
   Bacto-trytone     10 กรัม 
   Yeat extract      5 กรัม 
 
 เตรียมสารละลายดงักล่าวในปริมาตร 1000 มิลลิลิตร แบ่งใส่หลอดทดอบหลอดละ 5 

มิลลิลิตร ยา้ยเช้ือแบคทีเรียอายุ 24 ชั่วโมง มาเล้ียงในอาหาร Tryptone yeast extract broth ท่ี
อุณหภูมิหอ้งนาน 2 วนั เติมสารละลายทดสอบ (Kovac’s reagent) 0.5 มิลลิลิตร ลงไปเขยา่เบา ๆ ให้เขา้
กนั ดูการเกิดสีเปรียบเทียบกบั control 

Levan formation 
เตรียมอาหาร NA (nutrient agar) ตามวิธีการขา้งตน้ เติมน ้ าตาล sucrose ลงไปในอตัรา ส่วน 5 

เปอร์เซ็นต์ น าน่ึงฆ่าเช้ือ เทลงใส่จานเล้ียงเช้ือ ทิ้งให้ผิวหน้าอาหารแห้ง ท าการ coss streak เช้ือ
แบคทีเรียใหไ้ดโ้คโลนีเด่ียว บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 3-5 วนั สังเกตลกัษณะโคโลนี ถา้มีลกัษณะนูน
คลา้ยโดมหรือเยิม้มากกวา่ปกติ (control) แสดงวา่ผลการทดสอบเป็นบวก (positive) 

 
2.9 Nitrate broth (Nitrate reduction) 
 

Beef extract    3 กรัม 
Bacto-peptone     5 กรัม 
KNO3      1 กรัม 
 

 เตรียมอาหารในอตัราส่วน 1000 มิลลิลิตร แบ่งใส่หลอดทดสอบหลอดละ 5 มิลลิลิตร 
น่ึงฆ่าเช้ือ  ท าการทดสอบโดยการยา้ยเช้ืออายุ 24 ชัว่โมงในอาหาร nitrate broth บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิห้อง
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เป็นเวลา 2-5 วนั หยดสารทดสอบ (α - naphthylamine 0.5 เปอร์เซ็นต ์และหยด sulphanilic acid 0.8 
เปอร์เซ็นต ์ ใน 5 N acitic acid อตัราส่วน 1:1) ประมาณ 10 หยด สังเกตการณ์เกิดสีแดง แสดงวา่เช้ือ
สามารถ reduce nitrate ไปเป็น nitrite หรือ nitrogen ได ้

2.10 Salt tolerance medium test 
 
เตรียมอาหาร NB ตามวิธีการขา้งตน้ ผสม NaCl ในอตัราส่วนต่าง ๆ เพื่อให้ไดค้วามเขม้ขน้

ตามท่ีตอ้งการ (5 และ 7 เปอร์เซ็นต)์ แบ่งใส่หลอดทดสอบหลอดละ 5 มิลลิลิตร น่ึงฆ่าเช้ือแลว้น าไป
ทดสอบความสามารถในการเจริญของเช้ือแบคทีเรียต่อไป 

 

3. การเตรียมสารเคมีส าหรับการทดสอบคุณสมบติัทางสรีระวทิยาและชีวเคมี 
 
3.1 Gram’s crystal violet 

สารละลาย ก. 
Crystal violet    2 กรัม 
95 % Ethanol    20 มิลลิลิตร 

สารละลาย ข. 
Ammonium oxalate   0.8 กรัม 
น ้ากลัน่     80 มิลลิลิตร 

เตรียมสารละลาย ก. และ ข. (Crystal violet ใน 95 % Ethanol 20 มิลลิลิตร และ สาร 
ละลาย 1% ammonium oxalate ในน ้ากลั้นปริมาตร 80 มิลลิลิตร) ผสมสารทั้ง 2 เขา้ดว้ยกนั ตั้ง 
ทิ้งไว ้24 ชัว่โมง น ามากรองผา่นกระดาษกรอง เก็บสารละลายไวใ้นขวดสีชาเพื่อป้องกนัแสง 
3.2 Safranin solution 

Safranin     2.5 กรัม 
95 % Ethanol    100 มิลลิลิตร 
น ้ากลัน่    100 มิลลิลิตร 

ละลาย Safranin ใน 95 % Ethanol แลว้ปรับปริมาตรให้ครบ 100 มิลลิลิตรดว้ยน ้ ากลัน่น่ึงฆ่า
เช้ือ 
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ตารางภาคผนวก 
 

 
ภาพผนวกที ่1  โครมาโตแกรมของสาร glucosinolate 
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ภาพผนวกที ่2  โครมาโตแกรมการฉีดตวัอยา่งคะนา้ท่ีมีสาร glucosinolate  

 
Condition ในการแยกสาร glucosinolate ด้วยเคร่ือง HPLC 

 
Column:  P.No.  :00G-4252-E0 
   Desc.  : Luma 5µ C 18 (2) 100A 
   Serial No :516572-31 
   Size  : 250x4.6 mm  
   Batch  :5291-80 
Mobile phase:  actonitrile 100% :Distill water (20:80) 
Flow rate:  1.0 ml/min for 15 min 
Stop time:  15 min 
Column temperature: 35°C 
Sample volume:  100 µl was injected concentration 100 mg/ml 
Visible absorbance: 229-230 nm UV deteachtor 
 

 

 
 

ภาพผนวกที ่3  กราฟและสมการ standard curve ของสาร sinigrin 
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ภาพผนวกที ่4  กราฟและสมการ standard curve ของสาร glucoiberin 
 

 

 
           ISR P®                          KUwin/Gap SP007s 



119 

 

119 

 
ภาพผนวกที ่5  ผลิตภณัฑ ์KUwin/Gap SP007s และ ISR P® ผสมน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 
 

 
 
ภาพผนวกที ่6  อาหารเล้ียงเช้ือเพิ่มปริมาณท่ีเตรียมไวเ้ล้ียงเช้ือแบคทีเรีบปฏิปักษ ์ 

         P. fluorescens  SP007s ตามรายละเอียดอุปกรณ์และวธีิการขอ้ 3 
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- นิสิตปริญญาโทช่วยวิจยัโครงการวิจยัเร่ือง การพฒันาผลิตภณัฑ์ปุ๋ยคอกผสมจุลินทรียเ์พื่อใช้ใน
ชุมชน ไดรั้บงบอุดหนุนจากส านกังานคณะกรรมการวจิยัแห่งชาติ (2553) 
- นิสิตปริญญาโทช่วยวจิยัโครงการบริการวชิาการและถ่ายทอดเทคโนโลยีทางดา้นเกษตร เร่ือง การใช้
ปุ๋ยคอกผสมจุลินทรียเ์พื่อการผลิตขา้วอยา่งปลอดภยั (2553) 
 


