
27

บทที่ 3

ผลการทดลอง

1. การเกบ็ตัวอยางดิน และการแยกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. จากดินตัวอยาง
        จากการเก็บตัวอยางดินเกษตรกรรมที่ปลูกถั่วหรั่งและถั่วลิสง สามารถแยกเชื้อแบคทีเรีย 
Bacillus spp. ทีม่คีวามสามารถในการสรางสารปฏิปกษตอเชื้อรา R. solani เชือ้สาเหตุโรคใบไหม
ในถั่วหรัง่ (ภาพที่ 3 ก) ไดทั้งหมด 342 สายพันธุ (ตารางที่ 5)

      ก        ข

ภาพที่ 3 ก. โคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. (ศรชี)้ ที่ยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา
                  R. solani  ภายหลงัจากบมเชื้อนาน 4 วัน ในอาหาร GSM medium
              ข. การเจริญรวมกันของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp.(เสนกลาง) กับเชื้อไรโซเบียม
                 สายพันธุ NC-92 (เสนขนาบขาง) บนอาหาร PDA เปนเวลา 72 ชั่วโมง

2. การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp.
   2.1 ทดสอบความเขากันไดระหวางเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. กบัเชื้อไรโซเบียม
        สายพันธุ NC-92
        จากจ ํานวนเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ทีแ่ยกไดจากดินเกษตรกรรม ทั้งหมด 342 สายพันธุ 
พบวา มีเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. จ ํานวน 168 สายพันธุ ที่สามารถเจริญรวมกันกับเชื้อ          
ไรโซเบียม สายพันธุ NC-92 ได โดยไมยับยั้งการเจริญของเชื้อไรโซเบียม สายพันธุ NC-92 หรือถูก
ยบัยั้งโดยเชื้อไรโซเบียม สายพันธุ NC-92 (ภาพที ่3 ข) (ภาคผนวก ข ตารางที่ 1-2)
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ตารางที่ 5 จ ํานวนสายพันธุเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ที่มศัีกยภาพในการยับยั้งเชื้อรา           
                 R. solani ทีแ่ยกไดจากดินเกษตรกรรมแหลงตาง ๆ

แหลงดินเกษตรกรรม ชนิดพืชปลูก รหสัแปลง (จํ านวนแปลง) จ ํานวนสายพันธุ
อ. หาดใหญ จ. สงขลา ถั่วหรั่ง           HYV (5) 27

ถั่วลิสง           HYA (1) 10
อ. รัตภูมิ จ. สงขลา ถั่วหรั่ง           RPV (12) 121
อ. จะนะ จ.สงขลา ถั่วลิสง           JNA (1) 12
อ. นาทวี จ. สงขลา ถั่วลิสง           NTA (1) 6
อ. ตะโหมด จ. พัทลุง ถั่วหรั่ง           TMV (6) 20
อ. เมือง จ. ตรัง ถั่วหรั่ง           TRV (16) 98
อ.ทุงสง จ. นครศรีธรรมราช ถั่วลิสง           TSA (1) 9
อ. ยะหา จ. ยะลา ถั่วลิสง           YHA (4) 32
อ. รือเสาะ จ.นราธิวาส ถั่วลิสง           RSA (2) 7
รวมทั้งสิ้น              49 342

   2.2 ทดสอบความสามารถของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ในการยับยั้งการเจริญของ
         เสนใยเชื้อรา R. solani
        เมื่อคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ทีม่คีวามสามารถในการยับยั้งการเจริญของเสนใย
เชื้อรา R. solani พบวามีเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. จ ํานวน 16 สายพันธุ ที่สามารถยับยั้งการ
เจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani และมเีสนรัศมีวงใสมากกวา 7.0 มิลลิเมตร โดยสายพันธุ TRV 
5-3-2 TRV 9-5-2 TRV 13-3-4 และ TRV 13-3-5 มปีระสิทธิภาพในการยับยั้งสูงสุด คือ มีเสนรัศมี
วงใส เทากบั 9.3 มิลลิเมตร และมีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสํ าคัญยิ่ง เมื่อเทียบกับชุดควบ
คุม (ตารางที่ 6) (ภาพที่ 4 ก) และจากการนํ าสายเชื้อรา R. solani บริเวณที่ถูกยับยั้งโดยเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษ มาสองดวยกลองจุลทรรศนชนิดแสงธรรมดา สังเกตพบการเปลี่ยนแปลงบริเวณ
สวนปลายของสายรา (hyphal tip) อยางชดัเจน คือ มีลักษณะสั้น งอ โปงพอง ผนังสายราหนาขึ้น 
บางเซลลมีลักษณะคลายถุง (ภาพที่ 4 ข และ ค)
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ตารางที่ 6 เสนรัศมีวงใสของเสนใยเชื้อรา R. solani ทีถ่กูยบัยั้งโดยเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp.

สายพันธุเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. เสนรัศมีวงใส (มม.)

HYV 3-4-1 8.3 a
RPV 2-4-1 8.3 a
RPV 8-1-1 7.7 a
RPV 8-1-2 7.3 a
RPV 8-3-1 7.7 a
TMV 2-1-3 7.3 a
TMV 2-3-1 8.7 a
TRV 4-3-2 7.3 a
TRV 5-3-2 9.3 a
TRV 6-4-6 8.3 a
TRV 9-5-2 9.3 a
TRV 10-1-3 7.7 a
TRV 13-3-2 8.3 a
TRV 13-3-3 7.3 a
TRV 13-3-4 9.3 a
TRV 13-3-5 9.3 a
Control 0.0 b
F- test **
C.V. (เปอรเซ็นต) 17.87

** แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01
อักษรเหมอืนกนัในแถวและคอลัมนเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ จากการตรวจสอบโดย
DMRT
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                  ก

ข ค

ภาพที่ 4 ก. การเกดิวงใส ในการทดสอบความสามารถของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ในการ
                  ยบัยัง้การเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani เปรียบเทียบกับชุดควบคุม
              ข. และ ค. จุลสัณฐานวิทยาของสายรา R. solani เมือ่ทดสอบกับเชื้อแบคทีเรีย Bacillus
                  spp. สายพันธุ TRV 9-5-2 ภาพจากกลองจุลทรรศนชนิดแสงธรรมดา กํ าลังขยาย 400
                  เทา สายราชุดควบคุม (ข) และสายราชุดทดสอบ (ค)

   2.3 ทดสอบฤทธิ์ของสารปฏิปกษตอเชื้อรา R. solani
        การทดสอบฤทธิ์ของสารปฏิปกษจากเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. จ ํานวน 16 สายพันธุ ตอ
เชื้อรา R. solani พบวาเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษแตละสายพันธุมีความสามารถในการผลิตสาร
ปฏิปกษที่ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อรา R. solani ทกุสายพันธุ โดยสายพันธุ TRV 9-5-2 สามารถผลิตสาร
ปฏิปกษยับยั้งการเจริญของเสนใยของเชื้อรา R. solani ไดดีทีสุ่ด คือ มีเปอรเซ็นตการยับยั้งการ
เจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani ของสารปฏปิกษหลังจากไมนึ่งฆาเชื้อและนึ่งฆาเชื้อ เทากับ 97.3 
และ 93.7 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ (ตารางที่ 7 และ ภาพที่ 5)
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ตารางที่ 7 การยบัยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani ของสารปฏิปกษจากเชื้อแบคทีเรีย
                 Bacillus spp. ทีไ่มนึง่ฆาเชื้อ และนึ่งฆาเชื้อ

เปอรเซ็นตการยับยั้งสารปฏิปกษสายพันธุเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp.
ไมนึ่งฆาเชื้อ นึง่ฆาเชื้อ

HYV 3-4-1 96.4 ab 90.6 abcd
RPV 2-4-1 95.7 abc 89.6 bcd
RPV 8-1-1 95.8 abc 85.1 ef
RPV 8-1-2 88.7 g 88.5 cd
RPV 8-3-1 94.4 cd 92.2 ab
TMV 2-1-3 95.1 bc 88.9 bcd
TMV 2-3-1 96.2 ab 92.0 ab
TRV 4-3-2 96.4  ab 88.9 bcd
TRV 5-3-2 90.6 f 84.7 ef
TRV 6-4-6 96.9 a 91.6 abc
TRV 9-5-2 97.3 a 93.7 a
TRV 10-1-3 80.4 h 82.5 f
TRV 13-3-2 94.9 bc 88.5 cd
TRV 13-3-3 93.0 de 89.6 bcd
TRV 13-3-4 95.1 bc 90.7 abcd
TRV 13-3-5 92.2 e 87.7 de
Control 0.0 I 0.0 g
F- test     **     **
C.V. (เปอรเซ็นต) 0.87 1.86

** แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01
อักษรเหมอืนกนัในแถวและคอลัมนเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ จากการตรวจสอบโดย
DMRT
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ก ข

ภาพที่ 5 ขนาดโคโลนีของ R. solani เมือ่เลี้ยงบนอาหาร PDA double strength ทีผ่สมสาร
              ปฏิปกษของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. สายพันธุ TRV 9-5-2 ในอัตราสวน 1:1   
              เปรียบเทยีบกับชุดควบคุม สารปฏิปกษที่ไมนึ่งฆาเชื้อ (ก) และนึ่งฆาเชื้อ (ข)

   2.4 การจ ําแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ทีผ่านการคัดเลือก
          จากการตรวจสอบ และจํ าแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. สายพันธุ TRV 9-5-2
โดยการศกึษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา และทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคม ี (ตารางที่ 8) พบวาเปน
เชือ้แบคทีเรียแกรมบวก มีเซลลแบบแทง สรางเอนโดสปอร สามารถรีดิวสไนเทรตใหเปนไนไตรต
หรือกาซไนโตรเจนได มีความสามารถในการทนเกลือ NaCl ทีค่วามเขมขนสูงได สรางเอนไซม 
amylase และ gelatinase ยอยแปงและเจลาตินได และใชนํ้ าตาลตาง ๆ เปนแหลงคารบอนไดดี 
เมือ่ท ําการเปรียบเทียบคุณสมบัติดังกลาวกับคูมือของ Mac Faddin (1976) และ Schaad และ
คณะ (2001) ผลปรากฏวาเชื้อแบคทีเรียดังกลาวคือ B. firmus

3. การเตรยีมและการพัฒนาสูตรตํ ารับเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
   3.1 การเพาะเลี้ยงและผลิตสปอรที่มีคุณภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
        การเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษบนอาหาร PDA เปนเวลา 4 วัน เพื่อผลิตสปอรที่มี       
คุณภาพ เมื่อตรวจนับจํ านวนสปอรดวยวิธี drop plate พบวา จํ านวนสปอรที่ผลิตไดมีปริมาณ 
8.25 X 1021 cfu/มลิลิลิตร หลังจากนั้นนํ าสปอรที่ผลิตไดไปเจือจางเปนสารแขวนลอยของสปอร 
เกบ็ไวในตูเย็น เพื่อเตรียมสูตรตํ ารับตอไป
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ตารางที่ 8 ลักษณะสณัฐานวิทยาบางประการ และผลการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีของเชื้อ
                 แบคทีเรีย B. firmus สายพันธุ TRV 9-5-2

                   การทดสอบ ผลการทดสอบ
Gram stain reaction +
Morphology rod
Endospore +
Motility test -
Nitrate reduction +
Growth 7.0 % NaCl +
Indole test -
Starch hydrolysis +
Gelatin liquefaction +
Simmons citrate -
Voges-Proskauer -
Glucose +
Mannitol +
Arabinose +
Xylose +
Catalase test +
+ = positive
- = negative

   3.2 สตูรตํ ารับคลุกเมล็ด
        3.2.1 การเตรียมสูตรตํ ารับคลุกเมล็ด
        จากการเตรียมสูตรตํ ารับคลุกเมล็ด 4 สูตร โดยผสมสารแขวนลอยสปอรของเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษ และสารประกอบตาง ๆ ในตํ ารับ คือ ทลัคัม และสารยึดเกาะ คือ SCMC หรือ PVP       
(k-30) พบวาสตูรตํ ารับทุกสูตรมีลักษณะเปนผงละเอียด สีขาว และมีลักษณะสปอรดังภาพที่ 6
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        ก ข

ภาพที่ 6 ก. ลักษณะผลิตภัณฑสูตรตํ ารับคลุกเมล็ดสูตรที่ 1
           ข. จลุสัณฐานวิทยาของสปอรเชื้อแบคทีเรีย B. firmus สายพันธุ TRV 9-5-2 (ศรชี้) ในสูตร
                 ตํ ารับคลุกเมล็ดสูตรที่ 1 จากกลองจุลทรรศนแบบ SEM (2 µm)ก ําลงัขยาย 8,000 เทา

        3.2.2 การประเมินผลสูตรตํ ารับคลุกเมล็ด
       นํ าสูตรตํ ารับคลุกเมล็ดที่เตรียมไดจากขอ 3.2.1 มาประเมินผลเพื่อคัดเลือกสูตรตํ ารับคลุก
เมลด็ที่เหมาะสมและดีที่สุด ดังนี้
             3.2.2.1 ทดสอบความสมํ่ าเสมอและการกระจายตัวของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
        สูตรต ํารับคลุกเมล็ดเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษทั้ง 4 สูตร ที่ผลิตได เมื่อตรวจนับปริมาณเชื้อ โดย
วธิ ี drop plate พบวา สูตรตํ ารับที่ 1 มีปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษมากที่สุด โดยมีปริมาณ    
2.80 ± 0.5 x 1010 cfu/กรัม (ตารางที่ 9)

ตารางที่ 9 ปริมาณเชื้อแบคทีเรีย B. firmus. สายพันธุ TRV 9-5-2 ในสูตรตํ ารับคลุกเมล็ด

สูตรตํ ารับคลุกเมล็ด ปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ (cfu/กรัม)
1 2.8 ± 0.5 x 1010

2 9.5 ± 1.0 x 108

3 2.1 ± 0.5 x 1010

4 2.8 ± 2.2 x 109

หมายเหตุ : ปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเร่ิมตน เทากับ 2.55 x 1013 cfu/มลิลิลิตร
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             3.2.2.2 ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
        จากการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ โดยวิธี pour plate ที่ความเขมขน 1 
เปอรเซน็ต ดวยอาหาร PDA พบวา สูตรตํ ารับที่มีเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใย  เชื้อรา 
R. solani สูงสดุ คือ สูตรตํ ารับที่ 1 รองลงมาไดแก สูตรตํ ารับที่ 2 3 และ 4 เทียบกับชุดควบคุม เมื่อ
วเิคราะหขอมลูทางสถิติ พบวามีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสํ าคัญยิ่ง (ตารางที่ 10)

ตารางที่ 10 การยบัยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani โดยสูตรตํ ารับคลุกเมล็ด

สูตรตํ ารับคลุกเมล็ด การยับยั้ง (เปอรเซ็นต)
1 97.4 a
2 95.9 a
3 93.1 b
4 91.9 b
ชุดควบคุม 00.0 c
F-test **
C.V. (เปอรเซ็นต) 1.75

** แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01
อักษรเหมอืนกนัในแถวและคอลัมนเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ จากการตรวจสอบโดย
DMRT

             3.2.2.3 การทดสอบความงอกและความแข็งแรงของเมล็ดถั่วหรั่ง
         หลงัจากทดสอบความงอก และความแข็งแรงของเมล็ดถั่วหรัง่ เมื่อคลุกเมล็ดดวยสูตรตํ ารับ
ตาง ๆ พบวา เมล็ดถั่วหรัง่ทีไ่มไดคลุกดวยสูตรตํ ารับคลุกเมล็ด มีเปอรเซ็นตตนกลาปกติสูงสุด 
(77.5 เปอรเซ็นต) แตไมมีความแตกตางทางสถิติกับกรรมวิธีที่คลุกเมล็ดดวยสูตรตํ ารับที่ 1 2 และ 
3 สวนเมลด็ที่คลุกดวยสูตรตํ ารับที่ 4 มีเปอรเซ็นตตนกลาปกติต่ํ าสุด (66.5 เปอรเซ็นต) แตไมมี
ความแตกตางทางสถิติกับกรรมวิธีที่คลุกเมล็ดดวยสูตรตํ ารับที่ 1 2 และ 3 สวนเปอรเซ็นตตนกลา
ผิดปกต ิในกรรมวิธีที่ไมคลุกเมล็ดดวยสูตรตํ ารับมีเปอรเซ็นตสูงสุด (12.5 เปอรเซ็นต) และกรรมวิธี
ทีค่ลกุเมลด็ดวยสูตรตํ ารับที่ 1 มีเปอรเซ็นตตนกลาผิดปกติต่ํ าสุด (4.5 เปอรเซ็นต) และมีความแตก
ตางทางสถติิอยางมีนัยสํ าคัญยิ่ง กรรมวิธีที่คลุกเมล็ดดวยสูตรตํ ารับที่ 4 มีเปอรเซ็นตเมล็ดดูดนํ้ าสูง
สุด (17.0 เปอรเซ็นต) แตไมมีความแตกตางทางสถิติกับเปอรเซ็นตเมล็ดดูดนํ้ าในกรรมวิธีที่คลุก
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เมลด็ดวยสูตรตํ ารับที่ 1 2 และ 3 สวนเปอรเซ็นตเมล็ดเปนโรค ในกรรมวิธีที่คลุกเมล็ดดวยสูตร
ตํ ารับที่ 1 มีคาเฉลี่ยตํ่ าสุด (3.0 เปอรเซ็นต) และกรรมวิธีที่คลุกเมล็ดดวยสูตรตํ ารับที่ 4 มี
เปอรเซ็นตเมล็ดเปนโรคสูงสุด (6.5 เปอรเซ็นต) และมีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสํ าคัญ 
กรรมวธิีที่คลุกเมล็ดดวยสูตรตํ ารับที่ 1 มีเปอรเซ็นตเมล็ดตายตํ่ าสุด (2.0 เปอรเซ็นต) แตไมมีความ
แตกตางทางสถิติกับกรรมวิธีที่ไมคลุกเมล็ดดวยสูตรตํ ารับ กรรมวิธีที่คลุกเมล็ดดวยสูตรตํ ารับที่ 2 
และ 4 สวนกรรมวิธีที่คลุกเมล็ดดวยตํ ารับที่ 3 มีเปอรเซ็นตเมล็ดตายสูงสุด (6.0 เปอรเซ็นต) และมี
ความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสํ าคัญ (ตารางที่ 11) (ภาพที่ 7)

ตารางที่ 11 ผลของการคลุกเมล็ดดวยสูตรตํ ารับคลุกเมล็ดสูตรตาง ๆ ตอการงอกของเมล็ดถั่วหรั่ง

เปอรเซ็นตสูตรตํ ารับคลุกเมล็ด
ตนกลาปกติ ตนกลาผิดปกติ เมล็ดดูดนํ้ า เมล็ดเปนโรค เมล็ดตาย

1 75.0 ab 4.5 b 15.5 a 3.0 b 2.0 b
2 72.5 ab 6.0 b 15.0 a 3.0 b 3.5 b
3 71.5 ab 5.0 b 12.5 a 5.0 ab 6.0 a
4 66.5 b 6.5 b 17.0 a 6.5 a 3.5 b
ชุดควบคุม 77.5 a 12.5 a 3.5 b 3.5 b 3.0 b
F-test * ** * * *
C.V (เปอรเซ็นต) 8.15 39.86 43.72 44.11 41.51

*, ** แตกตางทางสถิติที่ p < 0.05, 0.01
อักษรเหมอืนกนัในแถวและคอลัมนเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ จากการตรวจสอบโดย
DMRT
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ภาพที่ 7 ลักษณะตนกลาปกติ หลังจากเพาะเปนเวลา 8 วัน ตนกลาที่ไมคลุกดวยสูตรตํ ารับ (ก)
              และตนกลาที่คลุกเมล็ดดวยสูตรตํ ารับที่ 1 (ข)

        จากการประเมินผลสูตรตํ ารับคลุกเมล็ดขางตน พบวาสูตรตํ ารับคลุกเมล็ดสูตรที่ 1 ซึ่ง
ประกอบดวย ทลัคัม 99 กรัม SCMC 1 กรัม และสารแขวนลอยสปอรเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ       
2.55 X 1013 ปริมาณ 40 มิลลิลิตร มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเสนใยเชื้อรา R. solani สูงสุด และ
มปีริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษอยูรอดในสูตรตํ ารับสูงสุด รวมทั้งไมแสดงอาการยับยั้งการงอกหรือ
การเจริญของตนกลาถั่วหรัง่ จงึคัดเลือกสูตรตํ ารับคลุกเมล็ดสูตรที่ 1 เพื่อใชทดสอบ ประสิทธิภาพ
ของสูตรตํ ารับในการควบคุมโรคใบไหมของถั่วหรัง่ ในสภาพเรือนทดลองตอไป
   3.3 สตูรตํ ารับฉีดพน
       3.3.1 การเตรียมสูตรตํ ารับฉีดพน
        จากการเตรียมสูตรตํ ารับฉีดพน 4 สูตร โดยมีสารประกอบในสูตรตํ ารับ ไดแก alginate PVP
(k-30) และ lactose ในอัตราสวนตาง ๆ และผสมกับสารแขวนลอยสปอรของเชื้อแบคทีเรีย          
B. firmus สายพันธุ TRV 9-5-2 พบวาสูตรตํ ารับแตละสูตรมีลักษณะเปนแกรนูล สีขาวครีม และมี
ลักษณะสปอรดังภาพที่ 8
       3.3.2 การประเมินผลสูตรตํ ารับฉีดพน
        น ําสตูรต ํารับฉีดพน ที่เตรียมไดจากขอ 3.3.1 มาประเมินผลเพื่อคัดเลือกสูตรตํ ารับฉีดพนที่
เหมาะสมและดีที่สุด ดังนี้
             3.3.2.1 วดัความเปนกรด–ดาง (pH) ของสูตรตํ ารับฉีดพน
        คาความเปนกรด–ดางของสูตรตํ ารับทั้ง 4 สูตรเปนกรดออนถึงเปนกลาง ซึ่งในแตละสูตร
ตํ ารับ พบวาที่ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต มีคาความเปนกรด-ดางสูงกวาที่ความเขมขน 1 
เปอรเซ็นต เล็กนอย (ตารางที่ 12)
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ภาพที่ 8 ก. ลักษณะผลิตภัณฑสูตรตํ ารับฉีดพนสูตรที่ 1
              ข. จลุสัณฐานวิทยาของสปอรเชื้อแบคทีเรีย B.firmus สายพันธุ TRV 9-5-2 (ศรชี้) ในสูตร
                  ตํ ารับฉีดพนสูตรที่ 1 จากกลองจุลทรรศน แบบ SEM (5 µm) ก ําลงัขยาย 4,000 เทา

ตารางที่ 12 ความเปนกรด-ดางของสูตรตํ ารับฉีดพนที่ความเขมขน 1 และ 3 เปอรเซ็นต

สูตรตํ ารับฉีดพน ความเปนกรด-ดาง
1 เปอรเซ็นต                                       3 เปอรเซ็นต

1 5.73 ± 0.05                                      5.87 ± 0.04
2 5.87 ± 0.05                                      6.16 ± 0.12
3 5.66 ± 0.10                                      5.97 ± 0.08
4 5.97 ± 0.13                                      6.09 ± 0.06

             3.3.2.2 วดัความหนืดของสูตรตํ ารับฉีดพน
        จากการวดัความหนืดของสารละลายสูตรตํ ารับฉีดพนที่ความเขมขน 1 และ 3 เปอรเซ็นต  ใน
นํ ้า เปรียบเทียบกับความหนืดของนํ้ ากลั่น ปรากฎวามคีวามแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสํ าคัญยิ่ง 
โดยสตูรต ํารับฉีดพนที่ 1 มีเปอรเซ็นตความหนืดสูงสุด ทั้งที่ความเขมขน 1 และ 3 เปอรเซ็นต รอง
ลงมา คือ สูตรตํ ารับที่ 2 (ตารางที่ 13)
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ตารางที่ 13 ความหนดืของสูตรตํ ารับฉีดพนที่ความเขมขน 1 และ 3 เปอรเซ็นต

สูตรตํ ารับฉีดพน ความหนืด (เปอรเซ็นต)
1 เปอรเซ็นต 3 เปอรเซ็นต

1 9.18 a 13.17 a
2 9.05 a 12.93 a
3 8.19 b 10.43 b
4 8.09 b 10.37 b
ชดุควบคุม (นํ้ ากลั่น) 5.47 c 5.48 c
F-test ** **
C.V (เปอรเซ็นต) 1.56 2.28

** แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01
อักษรเหมอืนกนัในแถวและคอลัมนเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ จากการตรวจสอบโดย
DMRT

             3.3.2.3 ทดสอบความสมํ่ าเสมอและการกระจายตัวของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
        สูตรต ํารับฉีดพนของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษทั้ง 4 สูตร ที่ผลิตได เมื่อทํ าการตรวจนับปริมาณ
เชือ้โดยวิธี drop plate พบวา สูตรตํ ารับที่ 1 มีปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษมากที่สุด คือ          
1.0 ± 0.0 X 109cfu/กรัม และมีความสมํ่ าเสมอมากที่สุด (ตารางที่ 14)

ตารางที่ 14 ปริมาณเชื้อแบคทีเรีย B. firmus สายพันธุ TRV 9-5-2 ในสูตรตํ ารับฉีดพน

สูตรตํ ารับฉีดพน ปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ (cfu/กรัม)
1 1.0 ± 0.0 x 109

2 1.5 ± 1.2 x 108

3 1.5 ± 1.2 x 108

4 5.0 ± 1.4 x 108

หมายเหตุ : ปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษเร่ิมตน เทากับ 1.95 x 1012 cfu/มลิลิลิตร
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             3.3.2.4 ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
        จากการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ โดยวิธี pour plate ที่ความเขมขน 1 
เปอรเซน็ต ดวยอาหาร PDA พบวา สูตรตํ ารับที่ใหเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา 
R. solani สูงสดุ คือ สูตรตํ ารับที่ 1 รองลงมาไดแก สูตรตํ ารับที่ 2 4 และ 3 เทียบกับชุดควบคุม เมื่อ
วเิคราะหขอมลูทางสถิติ พบวาแตละสูตรตํ ารับใหคาที่มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสํ าคัญยิ่ง 
(ตารางที่ 15)

ตารางที่ 15 การยบัยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani โดยสูตรตํ ารับฉีดพน

สูตรตํ ารับฉีดพน การยับยั้ง (เปอรเซ็นต)
1 92.6 a
2 90.3 ab
3 88.9 ab
4 85.8 b
ชดุควบคุม (นํ้ ากลั่น) 00.0 c
F-test **
C.V. (เปอรเซ็นต) 4.27

** แตกตางทางสถิติที่ p < 0.01
อักษรเหมอืนกนัในแถวและคอลัมนเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ จากการตรวจสอบโดย
DMRT

             3.3.2.5 ทดสอบการติดใบ และความสามารถในการอยูรอดบนตนถั่วหรั่งของ
                       เชือ้แบคทีเรียปฏิปกษในสูตรตํ ารับฉีดพน
        จากการทดสอบการติดใบ และการอยูรอดบนตนถั่วหรัง่ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ หลังจาก
ฉีดพนดวยสูตรตํ ารับตาง ๆ เปนเวลา 1 4 และ 7 วัน พบวา สูตรตํ ารับที่ 1 มีปริมาณเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษติดอยูบนใบ และกานใบสูงสุด (ตารางที่ 16) โดยมีลักษณะการติดของสูตรตํ ารับและ 
สปอรบนใบ และกานใบดังภาพที่ 9
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ตารางที่ 16 ปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษบนใบและกานใบถั่วหรัง่ หลงัจากฉีดพนดวยสูตรตํ ารับฉีดพน เปนเวลา 1 4 และ 7 วัน

ปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ (cfu/กรัม)
หลงัฉีดพน 1 วัน หลงัฉีดพน 4 วัน หลงัฉีดพน 7 วัน

สูตรตํ ารับฉีดพน
เริ่มตน

ใบ กานใบ ใบ กานใบ ใบ กานใบ
1 2.7 ± 1.4 x 108 3.3 ± 1.7 x 107 1.0 ± 0.6 x 106 1.4 ± 0.5 x 106 7.0 ± 2.1 x 105 2.2 ± 0.5 x 106 3.3 ± 0.6 x 105

2 1.3 ± 1.0 x 108 1.0 ± 0.0 x 107 7.3 ± 1.5 x 105 1.5 ±1.0 x 106 5.5 ±1.0 x 105 1.0 ± 0.6 x 106 2.6 ± 1.5 x 105

3 1.6 ± 0.9 x 108 1.5 ± 0.0 x 107 6.2 ± 0.5 x 105 1.2 ± 1.3 x 106 4.4 ± 0.6 x 105 8.3 ± 1.3 x 105 3.1 ± 1.0 x 105

4 1.4 ± 0.9 x 108 1.8 ±0.6 x 107 9.2 ± 2.2 x 105 1.3 ± 0.5 x 106 4.4 ± 1.3 x 105 1.3 ± 1.0 x 106 2.5 ± 0.6 x 105

หมายเหตุ : สูตรต ํารับฉีดพนแตละสูตรที่นํ ามาทดสอบเปนสูตรตํ ารับที่ผลิตเก็บไวนาน 3 เดือน
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ภาพที่ 9 ก. ลักษณะการติดใบและกานใบของสูตรตํ ารับฉีดพนสูตรที่ 1 หลังจากฉีดพน 7 วัน
              ข. และ ค. จุลสัณฐานวิทยาของสปอรเชื้อแบคทีเรีย B. firmus สายพันธุ TRV 9-5-2
                  (ศรชี)้ บนใบ (ข) และกานใบ (ค) ถั่วหรัง่ จากกลองจุลทรรศน แบบ SEM (5 µm) กํ าลัง
                  ขยาย 4,000 เทา

        จากการประเมินผลสูตรตํ ารับฉีดพนขางตน พบวาสูตรตํ ารับที่ 1 ซึ่งประกอบดวย alginate 
10 กรัม PVP (k-30) 10 กรัม lactose 80 กรัม และสารแขวนลอยสปอรเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ        
1.95 X 1012 cfu/ มลิลิลิตร ปริมาณ 20 มิลลิลิตร มีคุณสมบัติทางกายภาพที่เหมาะสม มีประสิทธิ
ภาพในการยับยั้งเสนใยเชื้อรา R. solani สูงสดุ และมีปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่อยูรอดใน
สูตรต ํารับ บนใบ และกานใบสูงสุด จึงคัดเลือกสูตรตํ ารับฉีดพนสูตรที่ 1 เพื่อใชในการทดสอบประ
สิทธภิาพในการควบคุมโรคใบไหมของถั่วหรัง่ ในสภาพเรือนทดลองตอไป
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4. การตรวจนบัปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ ในสูตรตํ ารับคลุกเมล็ดและสูตรตํ ารับฉีด
   พนภายใตการเก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง
        จากเกบ็รักษาสูตรตํ ารับของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษทั้ง 2 รูปแบบ (สูตรตํ ารับคลุกเมล็ดและฉีด
พน) ทีอุ่ณหภมูหิอง เปนเวลา 6 เดือน และทํ าการตรวจนับปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษทุกเดือน 
พบวา สูตรตํ ารับคลุกเมล็ดทั้ง 4 สูตร มีปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษลดลงจากที่เร่ิมตนผลิต แต
อยางไรกต็ามหลังจากเก็บรักษาเปนเวลา 6 เดือน พบวามีปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่อยูรอด
ในสตูรตํ ารับคลุกเมล็ดคอนขางสูง คือ ประมาณ 108 cfu/กรัม โดยสูตรตํ ารับคลุกเมล็ดที่ 1 มี
ปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่อยูรอดสูงสุด (ภาพที่ 10) สวนสูตรตํ ารับฉีดพน พบวา สูตรตํ ารับ
ฉีดพนทัง้ 4 สูตร มีปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษคอนขางคงที่ อัตราการลดลงของเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษนอยมากถึงแมเก็บไวนาน 6 เดือน (ภาพที่ 11)

ภาพที่ 10 ปริมาณเชื้อแบคทีเรีย B. firmus สายพันธุ TRV 9-5-2 ในสูตรตํ ารับคลุกเมล็ด เก็บไว
                ทีอุ่ณหภูมิหอง เปนเวลา 6 เดือน
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* จํานวนเดอืนทีทํ่าการตรวจนบัปรมิาณ
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ภาพที่ 11 ปริมาณเชื้อแบคทีเรีย B. firmus สายพันธุ TRV 9-5-2 ในสูตรตํ ารับฉีดพน เก็บไวที่
                อุณหภมูิหอง เปนเวลา 6 เดือน

5. การทดสอบประสิทธิภาพของการควบคุมโรคใบไหมของถั่วหรั่งของสูตรตํ ารับเชื้อ
   แบคทเีรียปฏิปกษ ในสภาพเรือนทดลอง
   5.1 การเตรียมเชื้อไรโซเบยีม สายพันธุ NC-92 เพือ่ใชคลุกเมล็ดถั่วหรั่ง
        จากการเลี้ยงเพิ่มปริมาณเชื้อไรโซเบียม สายพันธุ NC-92 ลงในอาหาร YMB ทีบ่รรจุในขวด
รูปชมพูใหมีปริมาตรขวดละ 100 มิลลิลิตร และผานการนึ่งฆาเชื้อจุลินทรยีปนเปอน แลวนํ าไปวาง
บนเครือ่งเขยา ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 วัน หลังจากนั้นตรวจนับปริมาณเชื้อไรโซเบียม โดยวิธี 
drop plate กอนนํ าไปคลุกกับเมล็ดถั่วหรัง่เพือ่เตรียมปลูกทดสอบในสภาพเรือนทดลอง ซึ่งปริมาณ
เชือ้ที่นับไดเทากับ 1.0 X 1010 cfu/มลิลิลิตร
   5.2 การเตรยีมสารแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรีย B. firmus สายพันธุ TRV 9-5-2
        จากการนํ าเชื้อแบคทีเรีย B.firmus สายพันธุ TRV 9-5-2 มาเลีย้งเพิ่มจํ านวนโดยใชอาหาร 
NB ทีบ่รรจใุนขวดรูปชมพู ใหมีปริมาตรขวดละ 100 มิลลิลิตร และผานการนึ่งฆาเชื้อจุลินทรียปน
เปอน แลวน ําไปวางบนเครื่องเขยา ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 4 วัน หลังจากนั้นตรวจนับปริมาณเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษ โดยวิธี drop plate แลวจึงนํ าไปคลุกกับเมล็ดถั่วหรัง่กอนปลูกทดสอบในสภาพ
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เรือนทดลอง และฉีดพนเมื่อตนถั่วหรัง่มอีาย ุ60 วัน ซึ่งปริมาณเชื้อที่นับไดเทากับ 5.0 X 1010 และ 
9.25 X 107 cfu/มิลลิลิตร ตามลํ าดับ

   5.3 การทดสอบประสิทธิภาพของสูตรตํ ารับเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ ในสภาพเรือน
        ทดลอง
        จากการทดสอบประสิทธิภาพสูตรตํ ารับเชื้อแบคทีเรีย B.firmus สายพันธุ TRV 9-5-2 ทั้งสูตร
คลกุเมล็ด และสูตรฉีดพน เพื่อควบคุมโรคใบไหมของถั่วหรัง่ทีเ่กิดจากเชื้อรา R. solani เมื่อถั่วหรั่ง
อาย ุ 60 วนั ทํ าการฉีดพนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษตามกรรมวิธีตาง ๆ แลวตรวจสอบผลการควบคุม
โรคใบไหมเมื่อถั่วหรัง่อาย ุ 67 วัน พบวากรรมวิธีที่ใหเปอรเซ็นตพื้นที่ใบปกติสูงสุด คือ ฉีดพนสูตร
ตํ ารับฉีดพน (91.92 เปอรเซน็ต) และไมมีความแตกตางทางสถิติกับกรรมวิธีฉีดพนสารฆาเชื้อรา 
ipodione (91.12 เปอรเซ็นต) สูตรตํ ารับคลุกเมล็ด+ฉีดพนสารฆาเชื้อรา iprodione (90.73
เปอรเซ็นต) สูตรตํ ารับคลุกเมล็ด+ฉีดพนสูตรตํ ารับฉีดพน (90.17 เปอรเซ็นต) แชสารแขวนลอย 
B.firmus (89.92 เปอรเซ็นต) สูตรตํ ารับคลุกเมล็ด (89.80 เปอรเซ็นต) สูตรตํ ารับคลุกเมล็ด+ฉีดพน
สารแขวนลอย B.firmus (87.81 เปอรเซน็ต) แตมีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสํ าคัญยิ่งกับ
กรรมวธิชีดุควบคุม (ปลูกเชื้อราสาเหตุเพียงอยางเดียว) ซึ่งใหเปอรเซ็นตพื้นที่ใบปกติต่ํ าสุด (80.33
เปอรเซ็นต) (ตารางที่ 17 )
        สํ าหรับเปอรเซ็นตกานใบปกติของแตละกรรมวิธี มีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสํ าคัญ
ยิ่ง โดยกรรมวิธีที่ใหเปอรเซ็นตกานใบปกติมากที่สุด 3 อันดับแรก คือ ฉีดพนสารฆาเชื้อรา 
iprodine (94.78 เปอรเซ็นต) สูตรตํ ารับคลุกเมล็ด+ฉีดพนสารฆาเชื้อรา iprodione (94.49
เปอรเซ็นต) และ สูตรตํ ารับคลุกเมล็ด+ฉีดพนสูตรตํ ารับฉีดพน (93.69 เปอรเซ็นต) ตามลํ าดับ    
(ตารางที่ 17)
        การเปรียบเทียบนํ้ าหนักแหงสวนเหนือดินของถั่วหรัง่ พบวานํ ้าหนักแหงมีความแตกตางทาง
สถติิอยางมนียัส ําคัญอยางยิ่ง โดยกรรมวิธีที่ใหนํ้ าหนักแหงมากที่สุด 3 อันดับแรก คือ สูตรตํ ารับ
คลกุเมล็ด+ฉีดพนสารฆาเชื้อรา iprodione (5.36 กรัม/กระถาง) สูตรตํ ารับคลุกเมล็ด (4.68 กรัม/
กระถาง) ฉีดพนสูตรตํ ารับฉีดพน (4.47 กรัม/กระถาง) ตามลํ าดับ สวนกรรมวิธีชุดควบคุมใหนํ้ า
หนกัแหงนอยที่สุด (3.73 กรัม/กระถาง) (ตารางที่ 17)
        การเปรียบเทียบปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดของตนถั่วหรั่งสวนเหนือดิน พบวาเปอรเซ็นต
ไนโตรเจนมีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสํ าคัญยิ่ง โดยกรรมวิธีคลุกเมล็ดดวยสูตรตํ ารับคลุก
เมล็ด+ฉีดพนสตูรตํ ารับฉีดพน มีเปอรเซ็นตไนโตรเจนสูงสุด (4.60 เปอรเซ็นต) สวนกรรมวิธีคลุก
เมลด็ดวยสูตรตํ ารับคลุกเมล็ด+ฉีดพนสารฆาเชื้อรา iprodione มเีปอรเซ็นตไนโตรเจนตํ่ าสุด (3.78 
เปอรเซน็ต) และปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดมีความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสํ าคัญ โดยกรรม
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วธิทีีใ่หปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดมากที่สุด คือ สูตรตํ ารับคลุกเมล็ด+ฉีดพนสูตรตํ ารับฉีดพน (0.20 
กรัม/กระถาง) รองลงมา คือ สูตรตํ ารับคลุกเมล็ด+ฉีดพนสารแขวนลอย B.firmus (0.19 กรัม/
กระถาง) สวนกรรมวิธีฉีดพนสารแขวนลอย B.firmus และชดุควบคุมใหปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด
ต่ํ าสดุ (0.15 กรัม/กระถาง) (ตารางที่ 17)
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ตารางที่ 17 พืน้ทีใ่บและกานใบปกติ นํ้ าหนักแหง เปอรเซ็นตและปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดของถั่วหรัง่ ในสภาพเรือนทดลอง

กรรมวิธีทดลอง พืน้ที่ใบปกติ
(เปอรเซ็นต)

กานใบปกติ
(เปอรเซ็นต)

นํ ้าหนักแหง
(กรัม/กระถาง)

ปริมาณไนโตรเจน
(เปอรเซ็นต)

ไนโตรเจนทั้งหมด
(กรัม/กระถาง)

สูตรตํ ารับคลุกเมล็ด 89.80 a 88.07 ab 4.68 ab 3.82 b 0.18 ab
แชเมล็ดในสารแขวนลอย B.firmus 89.92 a 80.90 b 4.11 ab 4.17 ab 0.18 ab
ฉีดพนสารแขวนลอย B.firmus 89.16 a 63.18 c 3.88 ab 3.89 b 0.15 b
ฉีดพนสูตรตํ ารับฉีดพน 91.92 a 87.91 ab 4.47 ab 4.12 ab 0.18 ab
ฉีดพนสารฆาเชื้อรา iprodione 91.12 a 94.78 a 4.04 ab 4.22 ab 0.17 ab
สูตรตํ ารับคลุกเมล็ด+ฉีดพนสารแขวนลอย B.firmus 87.81 a 84.17 ab 4.44 ab 4.25 ab 0.19 ab
สูตรตํ ารับคลุกเมล็ด+ฉีดพนสูตรตํ ารับฉีดพน 90.17 a 93.69 a 4.28 ab 4.60 a 0.20 a
สูตรตํ ารับคลุกเมล็ด+ฉีดพนสารฆาเชื้อรา iprodione 90.73 a 94.49 a 5.36 a 3.78 b 0.17 ab
ชุดควบคุม (R. solani ) 80.33 b 51.04 d 3.73 b 4.09 ab 0.15 b
F-test ** ** ** ** *
C.V.(%) 3.53 9.46 15.13 5.96 15.88

*, ** แตกตางทางสถิติที่ p < 0.05, 0.01
อักษรเหมอืนกนัในแถวและคอลัมนเดียวกันไมมีความแตกตางทางสถิติ จากการตรวจสอบโดย DMRT




