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บทคัดย่อ 
 

 โรคแคงเกอร์ของส้มโอมสีาเหตุเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis  pv. citri 
จากการศึกษาประสทิธิภาพของเช้ือจุลินทรย์ีที่แยกได้จํานวน 35 ไอโซเลทตอ่เชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรคแคง
เกอร์ของส้มโอด้วยวิธี antagonistic reaction โดยเปรียบเทียบกับสารเคมีคอปเปอร์ออกซีค่ลอไรด์และ 
Kanker-X พบว่าเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์จํานวน 12 ไอโซเลทสามารถยับย้ังเชื้อแบคทีเรียสาเหตโุรคแคงเกอร์
ของส้มโอได ้ โดยเชือ้จุลินทรีย์ไอโซเลท5102แสดงปฏิกิริยายับยั้งเชื้อแบคทีเรียสาเหตโุรคแคงเกอร์ของส้ม
โอให้บริเวณวงใสขนาดรัศมีกว้าง 8.5 มม. Kanker-X ใหว้งใสกว้าง 7.5 มม. ส่วนสารเคมีคอปเปอรอ์อกซี่
คลอไรด์ไม่สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเชือ้ X.  axonopodis  pv. citri    นอกจากน้ีสารสกัดจาก
เชื้อจุลินทรีย์ไอโซเลท5102บนอาหารPDBสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคแคงเกอร์ของส้มโอได ้
และจากการนาํเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ไอโซเลท 5102 ที่ได้คัดเลอืกไปฉีดพ่นบนต้นส้มโอในเรือนทดลอง
พบว่าเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ไอโซเลท5102 สามารถควบคมุโรคแคงเกอร์ได้ในสภาพเรือนทดลอง โดยแสดง
จํานวนแผลจุดเฉล่ีย 21.86 จุดตอ่ใบ ซึง่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติกับกรรมวิธีเปรียบเทียบมี
จํานวนแผลจุดเฉล่ีย 79.19 จุดต่อใบ และจากการทดสอบประสิทธิภาพของเชือ้จุลินทรีย์ดังกล่าวทาํให้พบ
ความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตให้แก่พืชโดยพบว่าจํานวนใบยอด ขนาดของใบ ความยาวของ
ลําต้นส่วนยอดมีการขยายตัวใหญ่กว่าลําต้นปกติอย่างมีนัยสําคัญทางสถติ ิ  ซึ่งจากการจําแนกชนิดด้วยวิธี
16S rDNA Sequence analysis พบว่าเชื้อจลุินทรีย์ดังกล่าวเป็นเชือ้แบคทีเรีย Bacillus  subtilis  
strain WD20  จึงได้ทําการทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพอีกครั้ง  โดยทดสอบบนต้นถ่ัวขียวและต้นส้มโอ ผล
การทดลองพบว่าต้นถั่วเขียวท่ีได้รับการฉดีพ่นเชื้อ B.  subtilis WD20 มีจํานวนและนํ้าหนักของฝกัและ
เมล็ดมากกว่าต้นทีฉ่ีดพ่นด้วยเชื้อ B.  subtilis strain ZJUT zy และต้นที่ฉดีพ่นดว้ยนํ้าอย่างมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ  ส่วนในส้มโอพบว่าความยาวของลําต้นส่วนยอด จํานวนใบ และขนาดของใบ มีจํานวนมากและ 
-------------------------------------------------- 
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ขนาดใหญ่กว่าต้นทีฉ่ีดพ่นด้วยนํ้าอย่างมีนัยสําคัญทางสถิต ิ ซึ่งสอดคล้องกับผลการตรวจวิเคราะห์ทางเคมี
พบว่าเชื้อ B.  subtilis  WD20 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อPDB สามารถผลิตฮอรโ์มน IAA  0.15 มก./ลิตร  
และ GA3 5.2 มก. /ลติร  และจากการศึกษาประสิทธิภาพของเช้ือ B.  subtilis WD20 ที่ผลิตเป็น
ผลติภัณฑ์ชนิดผง เปรียบเทียบกับการใช้เชือ้แบคทีเรีย B.  subtilis  WD20  ที่เป็นเชื้อสดซึ่งเลี้ยงจาก
อาหารเลี้ยงเชือ้โดยตรงกับสารเคมีคอปเปอร์ออกซี่คลอไรด์และนํ้าเป็นกรรมวิธีเปรียบเทียบ โดยทดสอบ
บนยอดของสม้โอทีแ่ตกใหมข่นาดความยาว 1.5 น้ิว และทําใหเ้กิดโรคแคงเกอร์ด้วยการฉีดพ่นเชื้อ
แบคทีเรียสาเหตโุรคแคงแกอร์ (X.  campestris pv. citri)   อตัราความเข้มข้นของเชื้อ 1.179  X 10 11 
โคโลนี/มล.  ในแปลงปลูกส้มโอ อ.อทัุย จ.พระนครศรีอยุธยา ผลการทดลองพบว่า ผงเชื้อจุลนิทรีย์
ปฏิปักษ์ B.  subtilis  WD20  สามารถยับย้ังและลดการเกดิโรคแคงเกอร์ของสม้โอได้ดทีี่สดุ โดยให้
เปอร์เซ็นต์ความรุนแรงของการเกิดโรคต่ําทีสุ่ดเท่ากับ 25.61%  ซึ่งไม่แตกต่างกับการฉีดพ่นในรูปเชือ้สดท่ี
เลี้ยงจากอาหารเลี้ยงเชื้อโดยตรงให้เปอร์เซน็ต์ความรุนแรงของการเกิดโรคเท่ากับ 26.62% แตม่ีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติกับการฉีดพ่นด้วยสารเคมีคอปเปอร์ออกซีค่ลอไรด์ให้เปอร์เซ็นตค์วาม
รุนแรงของการเกิดโรคเท่ากับ 51.74% และกรรมวิธีเปรียบเทียบที่ฉดีพ่นด้วยนํ้าให้เปอร์เซ็นต์ความรุนแรง
ของการเกิดโรคเท่ากับ 54.02%  นอกจากน้ีการฉีดพ่นด้วยเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ B.  subtilis WD20 ทั้ง
ในรูปผงเชือ้และเชือ้สดทําใหต้้นส้มโอมกีารเจริญเติบโตด ี  ความยาวลําต้นส่วนยอดขยายตัวยาวกว่าปกติ 
ใบมีขนาดใหญ ่ต้นมคีวามสมบูรณ์และแข็งแรง   

 
คํานํา 

 โรคแคงเกอร์ของส้มโอมีสาเหตุเกิดจากเชือ้แบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis pv. citri  ( 
synonym X. campestris pv. citri )   เชือ้แบคทีเรยีน้ีสามารถเข้าทําลายส่วนของพืชทีอ่ยู่เหนือพ้ืนดินตั้งแต ่
ใบ ก่ิงก้าน และผล โดยมากมักพบระบาดในฤดฝูน จากการศกึษาโรคแคงเกอรใ์นประเทศไทยจัดเป็นพวก 
Canker A ( Uematsu และคณะ, 1993 ) ส่วนการป้องกันกําจดัโรคแคงเกอร์น้ันยังไม่มสีารเคมีท่ีมี
ประสทิธิภาพโดยตรงตอ่เชือ้แบคทีเรยีสาเหตน้ีุ ซึ่งโดยท่ัวไปเกษตรกรนยิมใชส้ารประกอบคอปเปอร์ฉดีพ่น
ตอ่เน่ืองเปน็ประจํา ทําใหร้ะบบนิเวศวิทยาถูกทําลายและมสีารประกอบคอปเปอร์ตกค้างในผลิตผลได ้

ปัจจุบันน้ีประเทศที่มีความก้าวหน้าทางวิชาการทั่วโลกเริม่ตระหนักดีว่าการปฏิวัติเขียว          
( green revolution ) ที่มุ่งใช้เทคโนโลยีทันสมัยเพ่ือเพ่ิมพูนผลผลติทางการเกษตรเพ่ือให้เพียงพอตอ่
ประชากรโลก  ซึ่งนับวันจะมีอตัราเพ่ิมข้ึนเรื่อยๆ  มใิช่หนทางแก้ไขปัญหาในระยะยาว  กลับมีผลกระทบ
ตอ่สภาวะแวดล้อมและก่อใหเ้กิดปัญหาอย่างต่อเน่ือง  ดังน้ันผู้เก่ียวข้องในทุกวิชาการทั่วโลกต่างหันมาให้
ความสนใจตอ่สิ่งแวดลอ้มมากขึ้น  เร่งการวิจัยและพัฒนาการปฏิบัติให้เป็นไปในลักษณะกลับคืนสู่
ธรรมชาต ิ  การศึกษาแนวทางการป้องกันกําจัดโรคพืชโดยชีวภาพ (ชวีวิธี) เริ่มต้นเมื่อกลางปี ค.ศ. 1920 
เมื่อมีการค้นพบว่าปัญหาโรคพืชสามารถแก้ไขหรือทําให้ความรุนแรงลดลงได้ด้วยการใช้สารอินทรียใ์ส่ลง
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ไปในดินที่ปลูกพืช  โดยมุ่งเน้นการควบคุมโรคโดยอาศัยธรรมชาติจัดการกันเองหรือที่เรียกว่าโดยวิธี
ธรรมชาติ( สมคิด,2540 )  การป้องกันกําจัดศัตรูพืชโดยชวีวิธีก็เป็นกรรมวิธีหน่ึงในการจัดการศัตรูพืชแบบ
ผสมผสาน เพ่ือการจัดการโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพป้องกันการดือ้ยาของสารเคมีรวมทั้งพิษตกค้างใน
อาหาร  เพ่ิมความหลากหลายของจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์เข้าไปครอบครองพ้ืนที่ก่อนที่เชื้อสาเหตโุรคจะเข้า
ทําลาย  เพ่ือกระตุ้นหรอืชักนําให้พืชสร้างความต้านทานตอ่การเข้าทําลายของเชือ้สาเหตโุรคพืช  ซึง่การ
ปฏิบัติดังกล่าวจะลดการใชส้ารเคมีได้  และลดการระบาดของโรคอย่างรุนแรงได้  ซึ่งวิธีดังกล่าวควรได้
ศึกษาเพ่ือใหส้ามารถนํามาใชใ้นการจัดการควบคุมโรคแคงเกอร์ของส้มโอ โดยการดดัแปลงหรือพัฒนาให้มี
ความเหมาะสมตอ่สภาพการผลติส้มโอ อันจะเป็นแนวทางให้เกษตรกรสามารถเลอืกและเพ่ิมมูลค่าของ
ผลผลิตที่ปราศจากพิษตกค้าง 
 

วิธีดําเนินการ  
 

อุปกรณ ์

1. ต้นส้มโอพันธุ์ขาวน้ําผึ้ง กระบะและดินปลูก 
 2. แปลงปลูกสม้โอที ่อ.อุทัย จ.พระนครศรอียุธยา 
              3. ผงเชื้อจุลินทรย์ีปฏิปักษ์ Bacillus  subtilis  strain WD20   

4. เชือ้จุลินทรย์ีปฏิปักษ์ Bacillus  subtilis  strain WD20   
5. สารจับใบ และสารเคมอีมสิตา 
6. กลอ้งจุลทรรศน์, เคร่ืองแก้ว, ตาชั่ง, เครือ่งเขย่า 
7. ผงทัลคัม, เมทิลเซลลโูล, แมกนีเซียมซลัเฟต 

  8. อาหารเล้ียงเชื้อแบคทีเรีย PSA, PDA, NA, PSB, PDB และ NB 
วิธกีาร 
1. การแยกเชือ้ เก็บรักษาและการเตรียมเชื้อสาเหตุโรคแคงเกอร์ของส้มโอ   
 1.1 การแยกเชื้อสาเหตุโรค โดยเก็บตัวอย่างโรคแคงเกอร์ของส้มโอจากแหล่งปลูกของเกษตรกร
ใน  จ.นครปฐม และจ.ชัยนาท   นําใบ ก่ิง ก้าน ผล ของส้มโอที่เป็นโรคแคงเกอรม์าแยกเชือ้แบคทีเรีย
สาเหต ุXanthomonas  axonopodis pv. citri บนอาหารPotato Semi-synthetic Agar Medium ( 
PSA ) ด้วยวิธี streak plate โดยนําส้มโอที่เป็นโรคแคงเกอร์มาเช็ดด้วยแอลกอฮอล์ 70%  แล้วใชก้รรไกร
ที่ลนไฟฆ่าเชือ้ตัดจุดแผลแคงเกอร์ใส่ในนํ้าน่ึงฆ่าเชื้อ   แล้วบดด้วยโกร่งบดยาจนละเอียด   นํามาทํา cross 
streak plate บนจานอาหาร PSA และบ่มไว้เป็นเวลา 2-3 วัน จากน้ันคัดเลอืกลักษณะโคโลนีเดี่ยวที่เป็น
สาเหตโุรคแคงเกอร์ของส้มโอมาเลี้ยงในหลอดอาหาร PSA 
 1.2 การเกบ็รักษา   นําเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคแคงเกอร์ทีแ่ยกได้มาเล้ียงในหลอดอาหารPSA 
และบ่มไว้ทีอ่ณุหภูมิ 28-300ซ   เมื่อเชือ้เจริญเติบโตเต็มผิวหน้าอาหารจึงเทพาราฟินออยล์ปิดทับ นําไป
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เก็บรักษาท่ีอณุหภูมิ 15 0ซ เพ่ือหยุดการแบ่งตัวของเชือ้ป้องกันการสญูเสียประสิทธภิาพของเช้ือและเพ่ือ
เก็บไว้ใช้ในการทดสอบโรคแคงเกอร์ของส้มโอตอ่ไป 
 1.3 การเตรียมเชื้อ   นําเชือ้แบคทีเรีย X. axonopodis  pv. citri ท่ีแยกได้มาเล้ียงในหลอด
อาหาร PSA เป็นเวลา 2 วัน  แล้วนํานํ้าน่ึงฆ่าเชื้อ10 มล.ใส่ในหลอดอาหารเลี้ยงเช้ือ  นําสารละลายเชื้อไป
ป่ันด้วยเครื่อง vortex mixer  แล้วดดูสารละลายเชือ้ 2  มล.ใส่บนจานอาหารPSA   เอียงจานอาหารให้
สารละลายของเชื้อเต็มผิวหน้าอาหาร  แลว้นําไปบ่มที่อณุหภูมิห้อง 2 วัน จากน้ันใช้แท่งแก้วสามเหลี่ยม
ปาดผิวหน้าของเชื้อที่เลี้ยงไว้ นําไปใส่ในนํ้าอตัราเชือ้ 1 จานอาหารตอ่นํ้า 500 มล.  แล้วนําไปป่ันด้วย
เครื่อง Magnetic stirrer เพ่ือเตรียมปลูกเชื้อตอ่ไป 
2. การทดสอบความสามารถในการทําใหเ้กิดโรคแคงเกอร์ 

ตัดใบสม้โอใตนํ้้าแล้วนําสําลพัีนรอบก้านใบเป็นวิธีตัดชําใบ( detached leaf technique ) 
จากนั้นนํามาใส่ในกลอ่งพลาสติกที่มีกระดาษฟางรองให้ความชื้น และนํามาวางใต้แสงฟลูออเรสเซนต์ ทํา
การปลูกเชือ้บนใบส้มโอตามกรรมวิธีต่างๆ ดังน้ี 
 2.1 วิธีทําแผลด้วยเข็มท่ีมีเชื้อสาเหตุ โดยนําเข็มที่อบฆา่เชื้อแล้วไปจุ่มลงในสารละลายของเชือ้ 
X. axonopodis pv. citri ที่เตรียมไว้ในข้อ 1.3   แล้วนําไปเจาะทาํแผลบนใบส้มโอ ( a pin prick 
inoculation method ) 
 2.2 วิธีฉีดพ่น โดยนําสารละลายของเชือ้ X. axonopodis pv. citri ท่ีเตรียมในข้อ 1.3 มาฉดีพ่น
บนใบส้มโอ   โดยทําการทดลองทั้งวิธีทําแผลและไมท่ําแผลก่อนการฉีดพ่นเชือ้สาเหตุ  จากนั้นตรวจ
ลักษณะอาการของแผลจุดโดยมีกรรมวิธีการฉีดพ่นด้วยนํ้าเป็นกรรมวิธีเปรียบเทียบ 
3. การแยกเชือ้ และการเตรยีมเชื้อจุลนิทรย์ีปฏิปักษ ์  
 3.1  การแยกเชื้อจุลนิทรีย์ปฏิปักษ ์  นําตัวอย่างใบของส้มโอ มะนาว ยอ ทานตะวัน และมัน
สําปะหลังมาทําการแยกเชือ้จุลินทรีย์จากผิวใบ โดยนําใบมาล้างทําความสะอาดด้วยนํ้าที่น่ึงฆ่าเชื้อ   แล้ว
ตัดใบเป็นชิ้นเล็กขนาด 2 มม.จํานวน 15-20 ชิ้น/ต้น  นําใส่โกร่งที่มีนํ้าน่ึงฆ่าเชื้อ 5 ม.ล.แล้วบดให้ละเอียด  
จากนั้นนํามาหยดลงบนจานอาหารPDAจํานวน 1 ม.ล.ต่อหน่ึงจานเลี้ยงเช้ือ ซ้ําละ 3 จานเล้ียงเช้ือ แล้วใช้
แท่งแก้วสามเหลี่ยมเกลี่ยใหก้ระจายทั่วผิวอาหาร จากนั้นทิ้งไว้ 1-5 วันที่อุณหภูมิห้อง คัดเลอืก
เชื้อจุลินทรีย์ทีใ่ห้ลักษณะโคโลนีที่แสดงปฏิกิริยายับย้ังการเจริญเติบโตตอ่เชือ้ต่างๆ ที่ข้ึนมาปะปนบน
อาหารเลี้ยงเชือ้  แล้วนํามาเลี้ยงและทําใหบ้ริสุทธิ์ด้วยวิธี cross streak และเก็บรักษาบนอาหารPSA และ
บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28-300ซ   เมื่อเชื้อเจรญิเติบโตเตม็ผวิหน้าอาหารจึงเทพาราฟินออยล์ปิดทับ นําไปเก็บ
รักษาที่อณุหภูมิ 15 0ซ  
 3.2 การเตรียมเช้ือจุลนิทรีย์ปฏิปักษ ์  นําเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ท่ีแยกได้ในแตล่ะไอโซเลทมาเลี้ยง
ในหลอดอาหารPSA   และขยายเพ่ิมปริมาณบนจานอาหารPSAด้วยวิธี streak plate ให้เต็มผวิหน้า
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อาหาร เมือ่เชือ้เจริญเติบโตเต็มผิวหน้าอาหารเป็นเวลา 2 วัน จึงใชแ้ท่งแก้วสามเหลี่ยมปาดผิวหน้าของเชื้อ
ที่เลี้ยงไว้ นําไปใส่ในนํ้าอัตราเชื้อ 1 จานอาหารต่อนํ้า 100 มล.  แล้วนําไปป่ันด้วยเครื่องmagnetic stirrer 
เพ่ือเตรียมสารละลายของเชือ้จุลินทรีย์ไว้ใช้ในการทดลองต่อไป 
4. การศกึษาปฏิกิริยาของเชื้อจุลนิทรย์ีปฏิปักษ์ต่อเชื้อ X.  axonopodis pv. citri ด้วยวิธ ี
antagonistic reaction ในห้องปฏิบัติการ  
 4.1 การเตรียมอาหารทดสอบ  ด้วยวิธี A double-layer plate technique โดยนําอาหารเลี้ยง
เชื้อ PSA ท่ีหลอมละลายแลว้เทใส่จานอาหารเป็นชั้นบาง ๆ ซึ่งเป็นอาหารชั้นล่าง (basal layer)  จากนั้น
นําหลอดอาหารPSAท่ีเลี้ยงเชือ้ X. axonopodis pv. citriใส่นํ้ากลั่นน่ึงฆา่เชื้อ 10 มล. แล้วนําไปป่ันเพ่ือให้
สารละลายของเชื้อกระจายตวัสม่ําเสมอนําไปเทลงในขวดอาหารPSA ที่หลอมละลายอตัรา 2:10 โดย
ปริมาตร แล้วเททับอาหารชัน้ล่างท่ีเตรียมไว้ เป็นอาหารที่ผสมเชือ้ในชัน้บน (upper layer) เพ่ือใชใ้นการ
ทดลองต่อไป 
 4.2  ศกึษาปฏิกิริยาของเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ต่อเชื้อ X. axonopodis  pv. citri   นํา
เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์แต่ละไอโซเลทๆที่เลี้ยงในหลอดอาหารPSAเป็นเวลา 2 วัน จากนั้นเติมนํ้าน่ึงฆ่าเชือ้ลง
ในหลอดอาหารที่เลี้ยงเชือ้จุลนิทรีย์ปฏิปักษ์แตล่ะไอโซเลทหลอดละ 10 มล.  แล้วนําไปป่ันด้วยเคร่ือง 
vortex mixer  เป็นเวลา 2-3 นาที นําสารละลายของเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์จํานวน 2 μl มาหยดบน
กระดาษทดสอบ( paper disc ) ที่อบฆ่าเชือ้แล้วขนาดเสน้ผ่าศูนย์กลาง 5 มม. และนาํกระดาษทดสอบท่ีมี
เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ไปวางบนจานอาหารทดสอบท่ีเตรียมไว้ในข้อ 4.1  โดยวางให้ห่างจากขอบจานอาหาร 
2 ซม. จานละ 4 จุด   เปรยีบเทียบกับกรรมวิธีสารเคมีคอปเปอรอ์อกซคีลอไรด ์62% WP. อตัรา 3,000 
ppm. และสารปฏิชีวนะสเตรปโตมัยซิน ซัลเฟต + ออกซีเททราไซคลนิไฮโดรคลอร์ไรด ์(Kanker-X) อตัรา 
100 ppm. ตามอตัราท่ีระบุในฉลากยา แลว้นําไปบ่มที่อณุหภูมิห้อง 28-300 ซ. เป็นเวลา 1-7 วัน  
 4.3 การทดสอบปฏิกิริยาของสารสกัดจากเช้ือจลุินทรีย์ต่อเชื้อสาเหตุโรคแคงเกอร์ของส้มโอ 
โดยนําเชือ้จุลนิทรีย์ที่ได้คัดเลือกในข้อ 4.2  มาเลี้ยงในอาหารเหลว PSB และPDB เป็นเวลา 5 วัน  จากน้ัน
นํามากรองด้วยเคร่ืองกรองแบคทีเรียและนําสารสกัดที่ไดม้าทดสอบตามกรรมวิธีในข้อ 4.2 

4.4 การบนัทกึข้อมูล   ทําการตรวจปฏิกิริยาของเชือ้จุลนิทรีย์ปฏิปักษ์ไอโซเลทต่าง ๆ  สารเคมี 
สารปฏิชีวนะและสารสกัดจากเชื้อจุลินทรีย์ตอ่เชือ้ X. axonopodis pv. citri   โดยวดัรัศมีวงใสท่ีล้อมรอบ
เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ 
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5. การศกึษาประสิทธิภาพของเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปกัษใ์นการควบคุมโรคแคงเกอรบ์นต้นส้มโอในเรือน
ทดลอง  

5.1 การวางแผนการทดลอง   วางแผนการทดลองแบบ CRD มี 2 กรรมวิธี ๆ ละ 7 ต้น ๆละ 4 
ยอด ประกอบด้วย กรรมวิธีการฉีดพ่นดว้ยเชื้อจุลินทรย์ีปฏิปักษ์ไอโซเลทท่ีได้คัดเลอืกแล้วใน
ห้องปฏิบัติการ และกรรมวิธีเปรียบเทียบโดยฉีดพ่นด้วยนํ้า   

5.2 การปฏิบัติการทดลอง นําสารละลายของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่เตรียมไว้ในข้อ 3.2 ผสมสาร
จับใบอตัรา 1 หยดต่อนํ้า 20 ซีซี.มาฉดีพ่นบนยอดออ่นของส้มโอทีแ่ตกยอดใหม่ที่มีขนาดยาว 1.5 ซม.โดย
ฉีดพ่นสัปดาหล์ะ 2 ครั้ง แตล่ะคร้ังห่างกัน 3-4 วัน หลังจากนั้น l สัปดาห์จึงฉีดพ่นด้วยสารละลายของเชื้อ
แบคทีเรียสาเหตโุรคแคงเกอร์ที่มีความเข้มข้นอตัรา 3.93 X 10 8 cfu/ml. ที่เตรียมไว้ในข้อ 1.3 โดยผสม
สารจับใบอตัรา 1 หยดต่อนํ้า 20 ซีซี.  ตอ่มาจึงฉีดพ่นด้วยสารละลายของเชือ้จุลินทรย์ีปฏิปักษ์ต่อไปจนส้ม
โอแสดงอาการเกิดโรคแคงเกอร์ 

5.3 การบันทกึข้อมูล   ตรวจนับจํานวนแผลจุดตอ่ใบและหาค่าเฉลี่ยจํานวนของแผลจดุตอ่ใบใน
แตล่ะยอด และนําข้อมูลที่ไดไ้ปวิเคราะห์เปรียบเทียบทางสถิต ิ
6.  การจําแนกชนิดของเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์  นําเชื้อจุลนิทรีย์ปฏิปักษ์ไอโซเลท ในการควบคุมการเกิด
โรคแคงเกอร์ไปทําการจําแนกชนิดด้วยวิธี 16S rDNA ท่ีภาควิชาจุลชีววิทยา   มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร์ 
เพ่ือทราบชนิดของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ก่อนท่ีจะนําไปทดสอบแพร่ขยายในบรรยากาศ 
7. การทดสอบทางชีวภาพของเชื้อจลุินทรีย์ปฏิปักษ ์B.  subtilis WD 20 ต่อการเจริญเติบโตบนต้น
ถัว่เขียวและต้นส้มโอ (Bioassay Test)  
 7.1 การทดสอบบนต้นถัว่เขียว  ทําการทดสอบเปรียบเทียบความสามารถของเชือ้B.  subtilis 
WD 20 กับ B.  subtilis สายพันธุ์อื่นตอ่การเจริญเติบโตของต้นถั่วเขียว โดยวางแผนการทดลองแบบCRD 
มี 3 กรรมวิธี ๆละ 10 ซ้ํา(กระถาง)ๆ ละ 4 ต้นดังน้ี 
  1. ฉีดพ่นด้วยสารละลายของเชื้อ B.  subtilis WD 20  ท่ีเตรียมไว้ในข้อ 3.2 
  2. ฉดีพ่นด้วยสารละลายของเชื้อ B.  subtilis ZJUT zy  ที่เตรียมด้วยวิธีเดียวกับข้อ 3.2 
  3. ฉีดพ่นด้วยนํ้าเป็นกรรมวิธีเปรียบเทียบ 
ฉีดพ่นแตล่ะกรรมวิธีสัปดาหล์ะ 1 ครั้ง  ตั้งแต่ระยะต้นอ่อนจนถึงระยะเก็บเก่ียว  หลังจากน้ันตรวจนับ
จํานวนฝักและนํ้าหนักฝัก  จํานวนเมล็ดและนํ้าหนักเมลด็ 
 7.2 การทดสอบบนต้นส้มโอ โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD มี 2 กรรมวิธี ๆละ 7 ต้น ๆละ 4 
ยอดดังน้ี 

1. ฉดีพ่นด้วยสารละลายของเชื้อ B.  subtilis WD 20 ที่เตรียมไว้ในข้อ 3.2 
2. ฉีดพ่นด้วยนํ้าเป็นกรรมวิธีเปรียบเทียบ   
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ฉีดพ่นสัปดาหล์ะ 2  คร้ัง แตล่ะครั้งห่างกัน 3-4 วัน   โดยเร่ิมฉดีพ่นเมือ่ยอดเริ่มแตกใหม่มีขนาดยาว 1.5 
ซม.   และฉีดพ่นต่อไปจนกระทั่งยอดน้ันๆโตเตม็ที่   บันทกึผลการทดลองโดยวัดความยาวของก้าน 
จํานวนใบ และขนาดของใบ 
8. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อ B.  subtilis WD 20 ในรูปเชื้อสดและผลิตภัณฑผ์งเชื้อต่อโรค
แคงเกอร์ของส้มโอในแปลงปลกูอําเภออุทัย  จังหวัดพระนครศรีอยุธยา 
 8.1 การเตรียมผลิตภัณฑผ์งเช้ือ B.  subtilis WD 20  โดยใช้เข็มเขี่ยหัวกลมเขี่ยเชือ้ B.  
subtilis WD 20 ที่เลี้ยงในหลอดอาหาร PSA จํานวน 1 loop มาใสใ่นอาหารเหลว PSBที่บรรจุในขวดแก้ว
รูปชมพู่ขนาด 500 มล. แล้วนําเข้าเครื่องเขย่าอัตราความเร็ว 145-150 รอบ/นาทีเป็นเวลา 3-5 วัน   
จากนั้นจึงเติมแมกนีเซียมซลัเฟตและเมททลิเซลลูโลสลงไปในขวดเลี้ยงเชื้อ  กวนให้เข้ากัน นําส่วนผสม
ทั้งหมดค่อย ๆเทใส่ลงในผงทัลคัมทีอ่บฆ่าเชือ้แล้ว  ผสมใหเ้ข้ากันและนํามาเทใส่ถาดท่ีวางรองด้วยอลมูิน่ัม
ฟอยล์เกลี่ยให้เรียบและผึ่งไว้จนแห้งทีอุ่ณหภูมิห้องเป็นเวลาประมาณ 3-4 วัน  แล้วนํามาบดให้เป็นผง
ละเอียด 
 
 8.2   การทดสอบประสทิธภิาพของเช้ือ B.  subtilis WD 20 บนต้นส้มโอ  

      8.2.1 การวางแผนการทดลอง  วางแผนการทดลองแบบRCB มี 4 กรรมวิธี ๆละ 4 ซ้ํา ๆ
ละ 3 ยอด ดังน้ี 

    1. ฉดีพ่นด้วยสารละลายของเชื้อ B.  subtilis WD 20 ที่เตรียมไว้ในข้อ 3.2 
   2. ฉดีพ่นด้วยผลติภัณฑ์ผงเชื้อ B.  subtilis WD 20 โดยใชอ้ตัรา 10 กรัม/นํ้า 1 
ลิตร 
   3. ฉีดพ่นด้วยสารเคมีคอปเปอร์ออกซี่คลอไรด์ อตัรา 4 กรัม/นํ้า 1 ลติร 
   4. ฉดีพ่นด้วยนํ้าเป็นกรรมวิธีเปรียบเทียบ 

 8.2.2 การปฏิบัติการทดลอง  นําสารละลายของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่เตรียมไว้ในข้อ3.2  
มาฉีดพ่นบนยอดออ่นของสม้โอที่แตกยอดใหม่ขนาดยาว 1.5 ซม.  ทําการฉีดพ่นสัปดาห์ละ 2 ครั้ง แต่ละ
ครั้งห่างกัน 3-4 วัน   หลังจากน้ัน l สัปดาห์จึงฉดีพ่นสารละลายของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคแคงเกอร์ที่
เตรียมไว้ในข้อ1.3 ด้วยปริมาณเชือ้ 1.179 X 10 11  cfu/ml โดยผสมสารจับใบอตัรา 1 หยด/นํ้า 20 ซีซี     
ตอ่จากนั้นจึงฉดีพ่นด้วยสารละลายของเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์จนยอดส้มโอแสดงอาการเกิดโรค 
      8.2.3 การบันทกึข้อมูล   ตรวจและประเมินให้คะแนนความรุนแรงระดับความรุนแรงของ
โรคแคงเกอร์บนใบในแต่ละยอดตามคู่มอืการประเมินระดบัคะแนนของ James (1971) ดังน้ี 

0 =   ไม่พบเกิดโรคแคงเกอร ์
   1 =   พบแผลจุดโรคแคงเกอร์ 1-10 %ของพ้ืนที่ใบ 
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   2 =   พบแผลจุดโรคแคงเกอร์ 11-25 %ของพ้ืนที่ใบญ 
   3 =   พบแผลจุดโรคแคงเกอร์ 26-50 %ของพ้ืนที่ใบ 
   4 =   พบแผลจุดโรคแคงเกอร์ 51-75 %ของพ้ืนที่ใบ 
   5 =   พบแผลจุดโรคแคงเกอร์ 76-100 %ของพ้ืนที่ใบ 
คํานวณหาเปอร์เซ็นต์ความรุนแรงของการเกิดโรคตามวิธีของ Horsfall and Heuberger (1942)  ดงัน้ี 
 

 ความรุนแรงของการเกิดโรค    =       ผลรวม ( ระดับ x จํานวนใบของแตล่ะระดับ) x  100 
                                                                     จํานวนใบทั้งหมด x ระดับสูงสุด 

และนําข้อมูลทีไ่ด้มาวิเคราะห์เปรียบเทียบทางสถิติ  
9. วเิคราะห์หาชนิดของฮอรโ์มนทีผ่ลิตจากเชื้อจุลนิทรีย์ปฏิปักษ ์B.  subtilis WD 20   โดยเข่ีย
เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ B.  subtilis WD 20  จากหลอดอาหารPSA จํานวน 1 ลูปใสล่งในอาหารเหลวPDB 
และ PSB ที่บรรจุในขวดทดลอง  แล้วนํามาเลี้ยงภายใต้เคร่ืองเขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 7 วัน   ตอ่มานําไปเหว่ียงด้วยเครื่องเหว่ียงท่ีความเร็ว 7,000 รอบ/นาที เพ่ือให้เชือ้ทีแ่ขวนลอยใน
อาหารตกตะกอน   เทส่วนทีใ่สใส่ขวดทดลองหุ้มปิดฟอยล์เพ่ือกันไมใ่หส้ารท่ีไดส้ลายตัวเมื่อถูกแสงหรือ
ความร้อน  จากน้ันนําส่วนใสไปวิเคราะห์หาชนิดของสารทีส่ํานักวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลิตทางการเกษตร 
กรมวิชาการเกษตร    โดยเปรียบเทียบกับอาหารPDB และ PSB ที่ไม่ได้เลี้ยงเช้ือ 

ระยะเวลาและสถานท่ี 
- มกราคม  2550 – กันยายน 2553 

- ห้องปฏิบัติการและเรือนทดลองกลุ่มวิจัยโรคพืช  สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขา

พืช 

- แปลงส้มโอทดสอบโรคแคงเกอร์อ.อทุัย  จ.พระนครศรีอยธุยา 

 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

1. การแยกเชื้อ เก็บรักษาและการเตรียมเชื้อสาเหตุโรคแคงเกอร์ของส้มโอ เชื้อแบคทีเรีย X. 
axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอร์ของส้มโอบนอาหารPSA เป็นโคโลนีมีสีเหลืองอ่อน กลมนูน 
เป็นเมือก และให้ปฏิกิริยาแกรมลบเมื่อทดสอบกับสารละลาย KOH 3%  
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2. การทดสอบความสามารถในการทําให้เกิดโรคแคงเกอร์   วิธีการทําแผลด้วยเข็มที่มีเชื้อสาเหตุทําให้
เกิดโรคแคงเกอร์บนจุดท่ีทําแผลอย่างรวดเร็วภายใน 4 วัน ส่วนการปลูกเชื้อบนใบโดยการฉีดพ่นเชื้อ
สามารถทําให้ใบเกิดแผลจุดหลังจากฉีดพ่นเชื้อ 12 วัน ลักษณะอาการในระยะแรกบริเวณที่ทําแผลปลูก
เชื้อจะเป็นขุยฟูนูนสีขาวครีม  ต่อมาแผลจุดพัฒนาเป็นจุดสะเก็ดสีนํ้าตาลทั้งด้านหน้าและด้านหลังใบ   
3. การแยกเชือ้ การเกบ็รกัษาและการเตรียมเช้ือจุลินทรีย์ปฏิปักษ์   รวบรวมเชื้อจลุินทรีย์ปฏิปักษ์ที่แยก
ได้จากพืชชนิดต่าง ๆทั้งหมด 35 ไอโซเลทและเก็บรักษาเชื้อที่ได้ไว้ในหลอดอาหารท่ีปิดทับด้วยพาราฟิน
ออยลโ์ดยนําเชื้อทั้งหมดเข้าเก็บไว้ในตู้ควบคุมอณุหภูมิ 15๐ ซ.  
4. การศกึษาปฏิกิริยาของเชื้อจุลนิทรย์ีปฏิปักษ์ต่อเชื้อ X.  axonopodis pv. citri ด้วยวิธ ี
antagonistic reaction ในห้องปฏิบัติการ  จากการทดสอบเช้ือจุลินทรีย์ที่แยกได้จํานวน 35 ไอโซเลท
ในการยับย้ังการเจริญเติบโตตอ่เชือ้ X. axonopodis pv. citri พบว่าเชื้อจุลินทรีย์จํานวน 7 ไอโซเลทสา
มารถสร้างสารยับยั้งเชื้อแบคทีเรียสาเหตโุรคแคงเกอร์ของส้มโอได้  โดยเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ไอโซเลท 
5102  สามารถสร้างสารยับย้ังการเจริญเตบิโตโดยให้บริเวณวงใสรัศมีกว้างที่สุดขนาด 8.5 มม. Kanker-X
ให้วงใสกว้าง 7.5 มม. และคอปเปอร์ออกซี่คลอไรดไ์ม่สามารถยับย้ังการเจริญเตบิโตของเชื้อแบคทีเรีย
สาเหตโุรคแคงเกอร์ ( ตารางที่ 1 ) และจากการศึกษาปฏิกิริยาของสารสกัดจากเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ไอโซ
เลท 5102 พบว่าสารสกัดจากเชื้อจุลินทรีย์ไอโซเลท5102ที่เลี้ยงในอาหารPDB สามารถสร้างสารยับย้ังการ
เจริญเติบโตตอ่เชือ้สาเหตโุรคแคงเกอรทํ์าให้เกิดบริเวณวงใสรัศมีกว้าง 7 มม. ส่วนสารสกัดจากเชื้อที่เลี้ยง
ในอาหารPSB ไม่ให้วงใสบนอาหารท่ีทดสอบ จากการทดลองน้ีแสดงให้เห็นว่าสารประกอบทตุิยภูมิ 
(secondary metabolite)ที่ผลติได้จากเชื้อ B.  subtilis WD 20  เป็นสารที่สามารถยับย้ังการ
เจริญเติบโตตอ่เชือ้แบคทีเรยีสาเหตโุรคแคงเกอร์ของส้มโอและถูกปลอ่ยออกมาภายนอกเซลล์ได้ โดยเชื้อ
สามารถผลติได้บนอาหารPDB 
 5. การศกึษาประสิทธิภาพของเชื้อจุลนิทรีย์ปฏิปกัษใ์นการควบคุมโรคแคงเกอรบ์นต้นส้มโอในเรือน
ทดลอง   พบว่าเชื้อจุลินทรย์ีปฏิปักษ์ไอโซเลท5102สามารถควบคุมและลดการเกิดโรคแคงเกอรข์องส้มโอ
ได้  โดยกรรมวิธีที่ฉีดพ่นดว้ยเชื้อจุลินทรย์ีปฏิปักษ์ไอโซเลท5102 เกิดแผลจุดเฉล่ีย 21.86 จุด/ใบ ซึ่งมี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยสาํคัญทางสถติิกับกรรมวิธีเปรียบเทียบที่ฉดีพ่นด้วยนํ้าเกิดแผลจุดเฉล่ีย 79.19 
จุด/ใบ (ตารางที่ 2)   
6.  การจําแนกชนิดของเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์   จากการตรวจจําแนกชนิดของเชือ้จุลนิทรีย์ปฏิปักษ์ไอโซ
เลท5102, 5702, 5206, 5702 และ5703 ด้วยวิธี16S rDNA พบว่าเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ไอโซเลท5102
เป็นเชื้อ Bacillus  subtilis WD 20  ไอโซเลท 5205 และ5206 เป็นเชือ้ Bacillus sp. DF 48   และไอโซ
เลท5702 และ 5703 เป็นเชื้อ Burkholderia gladioli   จากการจําแนกชนิดของเชื้อพบว่าเชือ้จลุินทรีย์
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ปฏิปักษ์ที่นําไปวิเคราะห์ชนิดทั้งหมดน้ัน เชื้อ Bacillus subtilis WD20 เป็นเชือ้ทีม่คีวามปลอดภัยที่สุดใน
การนํามาขยายผลเพ่ือใชใ้นการป้องกันกําจัดโรคพืช 
7. การทดสอบทางชีวภาพของเชื้อจลุินทรีย์ปฏิปักษ ์ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตบนต้นถัว่เขยีวและ
ต้นส้มโอ (Bioassay Test)   

7.1 การทดสอบบนต้นถัว่เขียว  พบว่า ต้นถ่ัวเขียวที่ฉดีพ่นด้วยเชื้อ Bacillus  subtilis WD 20 
ให้ค่าเฉลี่ยของจํานวนฝักตอ่ตน้ นํ้าหนักฝัก จํานวนเมล็ดและนํ้าหนักเมล็ดมากกว่ากรรมวิธีที่ฉดีพ่นด้วย
เชื้อ B.  subtilis ZJUT zy  และกรรมวิธีเปรียบเทียบที่ฉีดพ่นด้วยนํ้าอย่างมีนัยสาํคัญทางสถิติ  โดย
กรรมวิธีที่ฉดีพ่นด้วยเชือ้ Bacillus  subtilis WD 20 ใหจํ้านวนฝัก/ต้น 9.30 ฝัก นํ้าหนักฝัก 4.50 กรัม 
จํานวนเมล็ด 58.00 เมลด็ นํ้าหนักเมล็ด 3.32 กรมั ส่วนกรรมวิธีที่ฉดีพ่นด้วยเชือ้B.  subtilis ZJUT zy  
ให้จํานวนฝัก/ต้น 5.70 ฝกั นํ้าหนักฝัก 2.51 กรมั จํานวนเมล็ด 31.80 เมล็ดและน้ําหนักเมลด็ 1.87 กรัม  
ขณะที่กรรมวิธเีปรียบเทียบให้จํานวนฝัก/ตน้ 6.60 ฝัก นํ้าหนักฝัก 3.16 กรมั จํานวนเมล็ด 40.40 เมลด็ 
และนํ้าหนักเมล็ด 2.34 กรมั (ตารางที่ 3) 

7.2 การทดสอบบนต้นส้มโอ  พบว่ายอดของส้มโอทีฉ่ดีพ่นด้วยเชือ้ Bacillus  subtilis WD 20 
ให้ค่าเฉลี่ยของความยาวของลําต้นส่วนยอด จํานวนใบ ขนาดของใบทั้งด้านยาวและด้านกว้างมากกว่า
กรรมวิธีเปรียบเทียบที่ฉดีพ่นด้วยนํ้า  โดยการฉีดพ่นด้วยเชื้อ Bacillus  subtilis WD 20 ให้ความยาวของ
ลําต้นส่วนยอด 19.93 ซม. จํานวนใบ 9.80 ใบ  ขนาดของใบด้านกว้าง 5.62 ซม. ด้านยาว 8.44 ซม.  
ส่วนกรรมวิธีเปรียบเทียบท่ีฉดีพ่นด้วยนํ้าใหค้วามยาวของลําต้นส่วนยอด 15.80 ซม.  จํานวนใบ 8.50 ซม. 
ขนาดของใบดา้นกว้าง 4.49 ซม. และด้านยาว 7.06 ซม.(ตารางท่ี 4)  

จากการทดลองนี้แสดงให้เหน็ว่าเชื้อ Bacillus  subtilis WD 20  ทําให้พืชทดสอบถั่วเขียวและ
ส้มโอเจริญเติบโตดีกว่าปกติอย่างมีนัยสําคัญทางสถิตแิละดกีว่าเชื้อจุลินทรีย์ที่เป็นเชือ้ชนิดเดียวกันแตเ่ป็น
สายพันธ์ุที่แตกต่างกัน 
8. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อ B.  subtilis WD 20 ในรูปเชื้อสดและผลิตภัณฑผ์งเชื้อต่อโรค
แคงเกอร์ของส้มโอในแปลงปลกูอําเภออุทัย  จังหวัดพระนครศรีอยุธยา  พบว่าเชื้อจลุินทรีย ์B.  
subtilis WD 20 ในรูปเชือ้สดและผลิตภัณฑ์ในรูปผงเชือ้สามารถลดการเกิดโรคแคงเกอร์ของส้มโอได้  
27.40% และ 28.41 %ตามลําดับ  โดยเชือ้จุลินทรีย์ B.  subtilis WD 20 ในรูปเชือ้สดแสดงความรนุแรง
ของการเกิดโรค 26.62 %  และผลติภัณฑ์ในรูปผงเชื้อเแสดงความรุนแรงของการเกิดโรค 25.61%   ส่วน
กรรมวิธีเปรียบเทียบ(Control) แสดงความรุนแรงของการเกิดโรค 54.02 %  และสารเคมีคอปเปอร์ออกซี่
คลอไรดแ์สดงความรุนแรงของการเกิดโรค 51.74 %(ตารางที่ 5) 
9. วิเคราะห์หาชนิดของฮอร์โมนที่ผลิตจากเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ ์ B.  subtilis WD 20  ผลการ
วิเคราะห์พบว่าอาหาร PDB ท่ีเลี้ยงเชือ้จุลนิทรีย์ปฏิปักษ์ B.  subtilis WD 20  มีฮอร์โมน IAAปริมาณ 
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0.15 มก./ลิตร และม ีGA3ปริมาณ 5.2 มก./ลิตร ส่วนอาหารPSB ที่เลี้ยงเช้ือ B.  subtilis WD 20  ตรวจ
ไม่พบสารใดๆ เช่นเดียวกับอาหารPDB และPSB ที่ไม่ได้เลี้ยงเชื้อก็ตรวจไม่พบสารใดๆ  ซึ่งแสดงให้เห็นว่า
สารประกอบทตุิยภูมิ (secondary metabolite)ที่ผลติได้จากเชือ้ B.  subtilis WD 20 สามารถสร้าง
ฮอรโ์มนได ้  โดยเชือ้สามารถสร้างฮอรโ์มนได้บนอาหารPDBเช่นเดียวกบัการสร้างสารยับย้ังการ
เจริญเติบโตตอ่เชือ้แบคทีเรยีสาเหตโุรคแคงเกอร์ของส้มโอและถูกปลอ่ยออกมาภายนอกเซลล์ได้ โดยเชื้อ
สามารถสร้างได้บนอาหารPDB 
 

สรุปผลการทดลองและคําแนะนํา 

 
โรคแคงเกอรข์องส้มโอมสีาเหตุเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri เป็นโคโลนีมีสี

เหลืองอ่อน กลมนูน เป็นเมือกบนอาหารPSA และให้ปฏิกิริยาแกรมลบเม่ือทดสอบกับสารละลาย KOH 
3% การปลูกเชื้อสาเหตุบนใบโดยการฉดีพ่นเชื้อสามารถทําให้ใบเกิดแผลจุดหลังจากฉดีพ่นเชือ้ 12 วัน 
ลักษณะอาการในระยะแรกบริเวณที่ทําแผลปลูกเชือ้จะเป็นขุยฟูนูนสีขาวครีม  ตอ่มาแผลจุดพัฒนาเป็นจุด
สะเก็ดสีนํ้าตาลทั้งด้านหน้าและด้านหลังใบ  จากการทดสอบเชื้อจุลินทรีย์ที่แยกได้จํานวน 35 ไอโซเลทใน
การยับยั้งการเจริญเติบโตต่อเชื้อ X. axonopodis pv. citri พบว่าเชื้อจุลินทรีย์จํานวน 7 ไอโซเลทสามา
รถสร้างสารยับย้ังเชื้อแบคทีเรยีสาเหตุโรคแคงเกอร์ของส้มโอได ้  โดยเชือ้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ไอโซเลท 5102  
สามารถสร้างสารยับยั้งการเจริญเติบโตโดยให้บริเวณวงใสรัศมีกว้างท่ีสุดขนาด 8.5 มม. Kanker-Xให้วงใส
กว้าง 7.5 มม. และคอปเปอร์ออกซี่คลอไรด์ไมส่ามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชือ้แบคทีเรียสาเหตโุรค
แคงเกอร์ เชือ้จุลินทรีย์ไอโซเลท5102ที่เลี้ยงในอาหารPDB สามารถสรา้งสารยับย้ังการเจริญเติบโตตอ่เชือ้
สาเหตโุรคแคงเกอร์ทําให้เกิดบริเวณวงใสรัศมีกว้าง 7 มม.  เชือ้จุลินทรย์ีปฏิปักษ์ไอโซเลท5102 สามารถ
ควบคุมและลดการเกิดโรคแคงเกอร์ของส้มโอได ้  โดยกรรมวิธีที่ฉีดพ่นด้วยเช้ือจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ไอโซเลท
5102 เกิดแผลจดุเฉลี่ย 21.86 จุด/ใบ ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติกับกรรมวิธี
เปรียบเทียบที่ฉีดพ่นด้วยนํ้าเกิดแผลจุดเฉลีย่ 79.19 จุด/ใบ   และจากการจําแนกด้วยวิธี16S rDNA 
เชื้อจุลินทรีย์ไอโซเลท5102 เป็นเชื้อ B.  subtilis WD 20   ผลการทดสอบทางชีวภาพบนต้นถ่ัวเขียว
พบว่าเชื้อ B.  subtilis WD 20 ทําใหจํ้านวนฝัก นํ้าหนักฝัก จํานวนเมล็ดและน้ําหนักเมล็ดสูงกว่าต้นถ่ัว
เขียวปกติและต้นถั่วเขียวท่ีฉดีพ่นด้วยเชื้อ B.  subtilis ZJUT zy อย่างมีนัยสําคัญทางสถิต ิ  และทําให้ลํา
ต้นส่วนยอด จํานวนใบ ขนาดของใบด้านกว้างและด้านยาวของส้มโอมขีนาดใหญ่และยาวกว่าต้นปกติทีฉ่ีด
พ่นด้วยนํ้าอย่างมีนัยสําคัญทางสถิต ิแสดงให้เห็นว่าเชื้อ B.  subtilis WD 20สามารถสร้างสารส่งเสริมการ
เจริญเติบโตตอ่พืชได้  ซึ่งสอดคล้องกับผลวิเคราะห์ทางเคมีพบว่าเชื้อ B.  subtilis WD 20 ที่เลี้ยงใน
อาหาร PDB มีสารฮอร์โมน IAAปริมาณ 0.15 มก./ลิตร และม ีGA3ปริมาณ 5.2 มก./ลิตร นอกจากนี้ B.  
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subtilis WD 20 ทําให้ความรุนแรงของการเกิดโรคลดลง 27.04-28.41 %   ในขณะทีส่ารเคมีคอปเปอร์
ออกซี่คลอไรดท์ําให้ความรุนแรงของการเกดิโรคลดลง 2.28%   
 

คําขอบคุณ 

 ขอขอบคุณสํานักวิจัยพัฒนาปัจจัยการผลติทางการเกษตร กรมวิชาการเกษตร    ในการวิเคราะห์
ฮอรโ์มนพืชที่ผลิตได้จากเชือ้ B.  subtilis WD 20  
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ภาคผนวก 
 

ตารางที่1  แสดงปฏิกิริยาของเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ชนิดตา่งๆ ที่แยกไดต้อ่เชือ้แบคทีเรีย X. axonopodis 
pv. citri  
สาเหตโุรคแคงเกอร์ของส้มโอ 

 
 
 
 
 
 
 

เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ไอโซเลท แหล่งที่มา ชนิดของเชื้อจลุินทรีย ์ บริเวณยับย้ัง ( 
มม.) 

5101 
5102 
5103 
5104 
512 
5105 
5031 
5205 
5206 
5613 
5701 
5702 
5703 

Kanker-X 
คอปเปอร์ออกซี่คลอไรด ์

 

ทานตะวัน 
ทานตะวัน 
ทานตะวัน 
นํ้าปุ๋ยหมัก 
นํ้าปุ๋ยหมัก 
ถ่ัวเหลือง 
ถ่ัวเหลือง 
มะนาว 
มะนาว 
มะม่วง 
ใบยอ 
ใบยอ 
ใบยอ 

 
Bacillus  subtilis WD 
20   
 
 
 
 
 
Bacillus sp. DF 48    
Bacillus sp. DF 48    
B.  subtilis strain 
ZJUT zy 
Burkholderia gladioli  
Burkholderia gladioli  
Burkholderia gladioli  

3.50 
8.50 
7.00 
7.00 
8.00 
3.00 
5.00 
5.38 
2.50 
5.25 
2.44 
 4.05  
 2.76  
7.50 

0 
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ตารางที่ 2  ประสทิธิภาพของเชือ้จุลินทรย์ีปฏิปักษ์ไอโซเลท 5102 ในการควบคุมโรคแคงเกอร์และการ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของส้มโอในเรอืนทดลอง 

 

1/ อักษรที่แตกต่างกันในแนวตั้ง แสดงว่าค่าเฉล่ียมีความแตกต่างกันทางสถิติโดยวิธDีMRT ที่ระดบัความ
เชื่อมั่น 95% 
 

ตารางที่ 3   ผลของเชื้อ B.  subtilis WD 20 และ B.  subtilis ZJUT zy  ตอ่การเจริญเติบโตของตน้ถ่ัว
เขียว (Bioassay Test)   

1/ อักษรที่แตกต่างกันในแนวตั้ง แสดงว่าค่าเฉล่ียมีความแตกต่างกันทางสถิติโดยวิธDีMRT ที่ระดบัความ
เชื่อมั่น 99% 

 
กรรมวิธี 

ค่าเฉลี่ยจํานวนจุด
แผล 
แคงเกอร์ (จุดตอ่
ใบ) 

จํานวนใบ
ยอด 
( ใบ ) 

ความยาวลํา
ต้นส่วนยอด   
( ซม.) 

ขนาดของใบยอด 
ด้านกว้าง
(ซม.) 

ด้านยาว
(ซม. ) 

ไอโซเลท 5102   21.86 a 1/  14.43 a 25.99 a 5.67 a 12.56 a 
ฉีดพ่นนํ้า 
(Control) 

79.19 b 8.29 b 13.33 b 5.04 a 10.41 b 

ยอดปกต(ิControl) 
ไม่ฉีดพ่นเชือ้แคง
เกอร์ 

0.00 9.29 b 15.66 b 4.32 b 9.11 b 

ค่าเฉลี่ย 50.52 10.67 18.32 5.01 10.69 
CV. 44.1 % 16.0 % 22.3 % 12.6 % 13.3 % 

กรรมวิธี จํานวนฝัก/ต้น นํ้าหนักฝัก(กรัม) จํานวนเมล็ด นํ้าหนักเมล็ด
(กรัม) 

B.  subtilisWD 20   9.30 a1/ 4.50 a 58.00 a 3.32 a 
B.  subtilis ZJUT 
zy   

5.70 b 2.51 b 31.80 b  1.87 b 

นํ้า (Control) 6.60 b 3.16 b 40.40 b 2.34 b 
Mean            7.20 3.39 43.40             2.51 
CV. 21.1%** 22.6%** 21.6%** 23.3%** 
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ตารางที่ 4   ผลของเชื้อ B.  subtilis WD 20 ตอ่การเจรญิเติบโตของตน้ส้มโอ (Bioassay Test)   
 

กรรมวิธี ลําต้นส่วนยอด 
1* (ซม.) 

จํานวนใบ2*     

(ใบ) 
ขนาดของใบ(ซม.) 

ด้านกว้าง 3* ด้านยาว 4* 

B.  subtilis WD 
20 

19.93 9.80 5.62 8.44 

นํ้า (Control) 15.80 8.50 4.49 7.06 
Mean 17.86 9.15 5.05 7.75 
CV. 18,8%** 21.7%* 10.4%** 9.1%** 

 
Comparison1*   SED   LSD(5%)             
LSD(1%) 
     2-T means   1.06   2.15   2.88 
Comparison2*   SED   LSD(5%)             
LSD(1%) 
     2-T means   0.63   0.27   1.70 
Comparison3*   SED   LSD(5%)             
LSD(1%) 
     2-T means   0.17   0.34   0.45 
Comparison4*   SED   LSD(5%)              
LSD(1%) 
     2-T means   0.22   0.45   0.60 
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ตารางที่ 5   ประสิทธิภาพของเชื้อ B. subtilis  WD20 และสารเคมีคอปเปอร์ออกซี่คลอไรด์ใน

การควบคุมโรคแคงเกอร์บนต้นส้มโอในแปลงปลูกทีอ่.อุทยั  จ.พระนครศรีอยุธยา 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

1/ 
อักษรท่ี
แตกต่างกันในแนวตั้ง แสดงว่าค่าเฉล่ียมีความแตกต่างกันทางสถิติโดยวิธีDMRT ที่ระดบัความเชื่อมั่น 99% 
 
 
 
 
 
 

 
 

กรรมวิธี ลําดับ เปอร์เซ็นต์ความ
รุนแรงของการเกิด

โรค 

ค่าความแตกตา่ง
เพ่ิม (ลด) 

นํ้า (Control) 4 54.02 b1/ 0 

คอปเปอร์ออกซี่คลอไรด ์ 3 51.74 b (2.28) 
เชื้อสด B. subtilis  strain 
WD20  

2 26.62 a ( 27.40 ) 

ผงเชื้อ B. subtilis  strain 
WD20  

1 25.61 a ( 28.41 ) 

ค่าเฉล่ีย  40.29  

CV.  28.8 %**  


