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บทที่ 2

วสัดุ อุปกรณและวิธีการ

วัสดุ

1. ตัวอยางดิน
        เกบ็ตัวอยางดินจากพื้นที่แปลงปลูกถั่วหรัง่ และถัว่ลสิงทั้งหมด 9 อํ าเภอ 6 จังหวัด จํ านวนทั้ง
ส้ิน 49 แปลง

2. ตัวอยางวัสดุทดลอง
        กากใยปาลม (mesocarp fiber of oil plam)

3. สารเคมี
        alginate
        lactose
        talcum
        sodium carboxymethylcellulose (SCMC)
        polyvinylpyrolidone (PVP (k-30))
        สารฆาเชื้อรา iprodione

4. อาหารเลี้ยงเชื้อเตรียมเองตามสูตร (ภาคผนวก ก) ไดแก
        GSM medium
        potato dextrose agar (PDA)
        nutrient agar (NA)
        nutrient broth (NB)
        yeast mannitol agar (YMA)
        yeast mannitol broth (YMB)
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5. สารละลายเตรียมเองตามสูตร (ภาคผนวก ข) ไดแก
        สารผสมเรงปฏิกิริยา (catalyst mixture)
        อินดิเคเตอรผสม (mixed indicator)
        สารละลายกรดบอริกผสมอินดิเคเตอร

อุปกรณ

        ไมโครปเปตต (micropipette) ขนาด 100 และ 1,000 ไมโครลิตร
        บิวเรต (buret) ขนาด 50 มิลลิลิตร
        ดีสเปนเซอร (dispenser) ขนาด 5 มิลลิลิตร
        หมอนึ่งความดัน (autoclave)
        ตูอบเครื่องแกว (hot air oven)
        ตูปลอดเชื้อ (laminar air flow cabinet)
        กลองจุลทรรศนแบบ light microscope
        กลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (scanning electron microscope : SEM)
        กลองสเตอริโอซูม (stereo zoom)
        เครือ่งชั่งไฟฟาอยางละเอียด (analytical balance)
        เครือ่งวัดความเปนกรดเปนดาง (pH meter)
        เครื่องเขยาสารเคมี (table rotary shaker)
        เครือ่งหมุนเหวี่ยงสารเคมี(centrifuge)
        เครื่องวัดพื้นที่ใบ
        เครื่องบดชิ้นสวนพืช
        เครื่องกลั่นไนโตรเจน (nitrogen distillation apparatus)
        เตายอยตัวอยาง (digestion block)
        เครื่องผสม (planetary mixer)
        เครื่องวัดความหนืด (Brookfield digital rheometer model DV-III)
        อางควบคุมอุณหภูมิ (water bath)
        เครื่องแกว และอุปกรณอ่ืนๆที่จํ าเปน
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วธิีการ

1. การเกบ็ตัวอยางดิน และการแยกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. จากดินตัวอยาง
        เก็บตัวอยางดินจากแปลงปลูกถั่วหรัง่และถั่วลิสงในพื้นที่ภาคใต โดยใชพลั่วตักดินบริเวณใต
ทรงพุมของตนถั่วที่เจริญเติบโตดี จากแปลงที่ไมเกิดโรค หรือแปลงที่มีโรคลดลง หรือแปลงที่ไมมี
การแพรกระจายของโรค โดยเดินสุมเก็บตัวอยางดินในลักษณะเสนทแยงมุมในแปลงขนาด
ประมาณ 30 x 30 เมตร ทีค่วามลกึ 0-15 เซนติเมตร จํ านวน 5 จุด (ภาพที่ 1) เก็บใสถุงพลาสติก
ถุงละประมาณ 500 กรัมตอจุด ปดปากถุงใหสนิท แลวนํ ากลับหองปฏิบัติการเพื่อแยกเชื้อ
แบคทีเรีย Bacillus spp. ตอไป
        สํ าหรบัสถานทีเ่กบ็ตัวอยางดินมีทั้งหมด 9 อํ าเภอ 6 จังหวัด จํ านวนทั้งสิ้น 49 แปลง คือ

- อ. หาดใหญ จ. สงขลา จากพื้นที่ปลูกถั่วหรัง่ 5 แปลง และถั่วลิสง 1 แปลง
- อ. รัตภมูิ จ. สงขลา จากพื้นที่ปลูกถั่วหรัง่ 12 แปลง
- อ. จะนะ จ.สงขลา จากพื้นที่ปลูกถั่วลิสง 1 แปลง
- อ. นาทว ีจ. สงขลา จากพื้นที่ปลูกถั่วลิสง 1 แปลง
- อ. ตะโหมด จ. พัทลุง จากพื้นที่ปลูกถั่วหรั่ง 6 แปลง
- อ. เมอืง จ. ตรัง จากพื้นที่ปลูกถั่วหรัง่ 16 แปลง
- อ. ทุงสง จ. นครศรีธรรมราช จากพื้นที่ปลูกถั่วลิสง 1 แปลง
- อ. ยะหา จ. ยะลา จากพื้นที่ปลูกถั่วลิสง 4 แปลง
- อ. รือเสาะ จ.นราธิวาส จากพื้นที่ปลูกถั่วลิสง 2 แปลง

ภาพที่ 1 แผนผงัการเดินสุมเก็บตัวอยางดิน

        น ําตวัอยางดนิทีเ่กบ็มาทั้งสิ้น 49 แปลง ๆ ละ 5 จุด รวม 245 ตัวอยาง นํ าตัวอยางดินที่เก็บมา
ทัง้หมด มาท ําการแยกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. จากดนิตัวอยางแตละจุด โดยวิธี pour plate 
จดุละ 2 ซํ ้า แตละซํ้ าทํ าการชั่งตัวอยางดิน 1.00 กรัม ใสลงในหลอดทดลองที่มี 9.0 มิลลิลิตร ของ 
0.85 % NaCl เขยาใหเขากันโดยใชเครื่องเขยาหลอด (vortex mixer) เปนเวลา 1–2 นาที จะได 

30 เมตร

30 เมตร
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dilution 10-1 แลวจึงนํ าไปตมในอางควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ทีม่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 20 นาท ีทํ าการเขยาหลอดดังกลาวทันทีเมื่อนํ าออกจากอางควบคุมอุณหภูมิ จากนั้นทํ า 
10–fold dilution ใหได 10-4 และ 10-5 แลวทํ าการ pour plate ดวยอาหาร GSM medium (อํ าไพ
ทพิย สุขหอม, 2534) รอจนอาหารแข็งตัว จึงตัดชิ้นวุน potato dextrose agar (PDA) ทีม่ ี เชื้อรา 
R. solani อายปุระมาณ 36 ชั่วโมงเจริญอยู ดวยที่เจาะรู (cork borer) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 
มลิลิเมตร มาวางกลางจานเพาะเชื้อที่ทํ าการ pour plate ไวแลว จากนั้นนํ าไปบมที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ชั่วโมง จึงคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่เกิดวงใส (clear zone) ของเชื้อรา 
R. solani น ํามา streak บนอาหาร nutrient agar (NA) (เพือ่แยกเปนโคโลนเีดี่ยว) นํ าไปบมที่
อุณหภมู ิ35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24–48 ชั่วโมง จากนั้นนํ าไปศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา
บางประการ (ภาคผนวก ข ตารางที่ 1-1 ) เพื่อยืนยันวาเปน เชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. และทํ า
การเก็บเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ไวบน NA slant เพือ่ท ําการศึกษาตอไป

2. การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp.
   2.1 ทดสอบความเขากันไดระหวางเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. กบัเชื้อไรโซเบียม
        สายพันธุ NC-92
        น ําเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ทีแ่ยกไดจากดนิตัวอยางทั้งหมด มาทํ าการทดสอบบนอาหาร 
PDA โดยปลูกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ใหเปนเสนตรง 1 เสน ตรงกลางจานเพาะเชื้อ แลวปลูก
เชื้อไรโซเบียม สายพันธุ NC-92 เปนเสนขนาน หางกันประมาณ 1 เซนติเมตร ทั้งสองดานของเชื้อ
แบคทีเรีย Bacillus spp. ท ําการทดลองจํ านวน 4 ซํ้ า บมเชื้อไวที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ตรวจ
ผลการทดลองเมื่อครบ 24 และ 72 ชั่วโมง โดยคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ทีไ่มยับยั้งการ
เจริญของเชื้อไรโซเบียม สายพันธุ NC-92 หรือถูกยับยั้งการเจริญโดยเชื้อไรโซเบียม สายพันธุ   
NC-92
   2.2 ทดสอบความสามารถของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ในการยับยั้งการเจริญของ
         เสนใยเชื้อรา R. solani
        น ําเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ทีผ่านการคัดเลือกจากขอ 2.1 มาทํ าการทดสอบความ
สามารถในการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อรา R. solani โดยวิธี dual culture ท ําการทดสอบบน
อาหาร PDA โดยตัดชิ้นวุน PDA ที่มีเชื้อรา R. solani อายปุระมาณ 36 ชั่วโมงเจริญอยู ดวยที่เจาะ
รูขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร มาวางตรงกลางจานเพาะเชื้อ แลวปลูกเชื้อแบคทีเรีย
Bacillus spp. จ ํานวน 3 จดุ บริเวณกึ่งกลางระหวางจุดศูนยกลางของจานเลี้ยงเชื้อกับขอบจาน ให
มรีะยะหางเปนรูปสามเหลี่ยมดานเทา ทํ าการทดลองจํ านวน 4 ซํ้ า บมเลี้ยงเชื้อไวที่อุณหภูมิ 25 
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องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ชั่วโมง สังเกตและบันทึกระยะหางของการเกิดวงใส แลวคัดเลือกเชื้อ
แบคทีเรีย Bacillus spp. ทีเ่กดิวงใสของเสนใยเชื้อรา R. solani มากกวาหรือเทากับ 7.0 มิลลิเมตร
   2.3 ทดสอบฤทธิ์ของสารปฏิปกษตอเชื้อรา R. solani
        น ําเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ทีผ่านการคัดเลือกจากขอ 2.2 มาทดสอบประสิทธิภาพของ
สารปฏิปกษ โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. บนอาหาร NA เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเขี่ย
เชื้อ 2 ลูปในขวดรปูชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเหลว NB 100 มิลลิลิตร เลี้ยงบนเครื่อง
เขยาทีม่คีวามเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง (25-32 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
แลวท ําการถายกลาเชื้อ 5 มิลลิลิตร ลงในอาหาร GSM medium โดยเลีย้งเชื้อในขวดรูปชมพูขนาด 
250 มลิลิลิตร ทีม่อีาหารเหลว 100 มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็ว 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปน
เวลา 24 ชัว่โมง หลังจากนั้นนํ าไปหมุนเหวี่ยง (centrifuge) ดวยความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 10 นาที แลวนํ าสวนใสที่ไดไปกรองผานกระดาษกรองที่มีรูกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร และ
น ําสวนใสทีผ่านการกรองดังกลาวแบงเปน 2 สวน สวนหนึ่งนํ าไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซยีส ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที กอนนํ าไปผสมกับอาหาร PDA double 
strength ในอตัราสวน 1:1ผสมใหเขากัน แลวเทใสจานที่ปราศจากเชื้อ สวนจานควบคุมใหใชนํ้ า
กลัน่ปราศจากเชือ้แทนสวนใส อีกสวนหนึ่งที่ไมไดผานการนึ่งฆาเชื้อนั้นนํ าไปผสมกับอาหาร PDA 
double strength ท ําการทดลองเชนเดียวกับสวนแรก เมื่ออาหารแข็งตัวดีแลวนํ าเชื้อรา R. solani
ทีเ่ลีย้งบนอาหาร PDA อายุประมาณ 36 ชั่วโมง ขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 มิลลิเมตร มาวางตรง
กลางจานเพาะเชื้อดังกลาว ทํ าการทดลองจํ านวน 4 ซํ ้า แลวนํ าไปบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 36 ชั่วโมง วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของชุดทดสอบเปรียบเทียบกับชุดควบ
คุม หาเปอรเซ็นตการยับยั้งการเจริญของเสนใยเชื้อราจากสูตร ( Gamliel et al., 1989) ดังนี้

เปอรเซ็นตการยับยั้ง = 100 – ( r2 x 100 )

 
R = คาเฉลี่ยของรัศมีโคโลนีของเชื้อราชุดควบคุม
r = คาเฉลี่ยของรัศมีโคโลนีของเชื้อราชุดทดสอบ

คัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ทีม่ปีระสิทธภิาพดีที่สุดมา 1 สายพันธุเพื่อนํ าไปทดลองในขั้น
ตอไป

R2
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   2.4 การจ ําแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. ทีผ่านการคัดเลือก
        นํ าเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. สายพันธุที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดในการยับยั้งเชื้อรา            
R. solani มาศกึษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาบางประการ ไดแก การติดแกรม รูปรางเซลล และ
การผลิตสปอรภายใตกลองจุลทรรศน และทํ าการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี เพื่อจํ าแนกและ
ตรวจสอบชนิดของเชื้อแบคทีเรียแบคทีเรีย Bacillus spp. โดยอาศัยคูมือของ Mac Faddin (1976) 
และ Schaad และคณะ (2001)

3. การเตรยีมและการพัฒนาสูตรตํ ารับเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
   3.1 การเพาะเลี้ยงและผลิตสปอรที่มีคุณภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
        โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. บนอาหาร PDA ใหไดโคโลนเีดี่ยวๆ อายุ 18–24 ชั่วโมง 
แลวเขี่ยลงในนํ้ าเกลือปราศจากเชื้อ 0.85 % NaCl เขยาใหเขากัน นํ าไปเลี้ยงในอาหาร PDA ที่
บรรจใุนขวดรูปชมพู โดยใหนํ้ าเลี้ยงเชื้อเคลือบบนผิวอาหารใหทั่ว แลวนํ าไปบมที่อุณหภูมิ 35–37 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 3–4 วัน ทํ าการเก็บสปอรของเชื้อ โดยการลางสปอรที่เจริญบนผิวอาหาร
ดวยนํ ้ากลัน่ปราศจากเชื้อ แลวนํ าไปแชในอางควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 10 นาท ี หลังจากนั้นนํ าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที นํ า
เซลลที่ไดไปปนลาง 2–3 คร้ัง ดวยนํ้ ากลั่นปราศจากเชื้อ หลังจากนั้นนํ าไปแชในอางควบคุม
อุณหภมู ิทีอุ่ณหภมู ิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง เพื่อทํ าลาย vegetative cell แลวนับ
จ ํานวนสปอรดวยวิธี drop plate บนอาหาร PDA จดัเกบ็ไวในตูเย็น เพื่อนํ าไปเตรียมสูตรตํ ารับตอ
ไป
   3.2 สตูรตํ ารับคลุกเมล็ด
       3.2.1 การเตรียมสูตรตํ ารับคลุกเมล็ด
        น ําสารประกอบตาง ๆ ไดแก ทัลคัม และสารยึดเกาะ คือ SCMC หรือ PVP (k-30) ในอัตรา
สวนตาง ๆ (ตารางที่ 3) ผสมกับสารแขวนลอยสปอรของแบคทีเรียปฏิปกษใหเขากันดีดวยเครื่อง
ผสม แลวน ําไปอบใหแหงในตูอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นนํ า
มาบดในโกรงใหเปนผงละเอียด แลวใสถุงพลาสติกเก็บไวที่อุณหภูมิหอง
       3.2.2 การประเมินผลสูตรตํ ารับคลุกเมล็ด
        นํ าสูตรตํ ารับคลุกเมล็ดที่เตรียมไดจากขอ 3.2.1 มาประเมินผลเพื่อคัดเลือกสูตรตํ ารับคลุก
เมลด็ที่เหมาะสมและดีที่สุด ดังนี้
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     ตารางที่ 3 สวนประกอบของสูตรตํ ารับคลุกเมล็ด 4 สูตร

สูตรตํ ารับสารประกอบ
1 2 3 4

ทัลคัม (กรัม) 99 97 99 97
SCMC (กรัม) 1 3 - -
PVP (k-30) (กรัม) - - 1 3
สารแขวนลอยสปอร (มิลลิลิตร) 40 40 40 40

             3.2.2.1 ทดสอบความสมํ่ าเสมอและการกระจายตัวของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
        ตรวจนบัจ ํานวนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษตามวิธี drop plate บนอาหาร PDA โดยสุมวัด 3 คร้ัง 
หาคาเฉลี่ยจํ านวนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษทั้งหมดในสูตรตํ ารับคลุกเมล็ด
             3.2.2.2 ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
        โดยละลายสตูรตํ ารับคลุกเมล็ดในนํ้ ากลั่นปราศจากเชื้อใหมีความเขมขน 1 เปอรเซ็นต แลว
ท ําการ pour plate ดวยอาหาร PDA เมื่ออาหารแข็งดีแลวนํ าชิ้นวุน PDA ที่มีเชื้อรา R. solani อายุ
ประมาณ 36 ชัว่โมง มาวางกลางจานเพาะเชื้อ ทํ าการทดลองจํ านวน 6 ซํ้ า นํ าไปบมที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 36 ชั่วโมง วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของชุดทดสอบเปรียบ
เทยีบกบัชดุควบคุม (นํ้ ากลั่นปราศจากเชื้อ) หาเปอรเซ็นตการยับยั้งของเชื้อรา R. solani หลงัจาก
นัน้น ําสตูรต ํารับคลุกเมล็ดที่เหมาะสมและดีที่สุดเพียง 1 สูตร มาศึกษาจุลสัณฐานวิทยาของสปอร
เชือ้แบคทีเรียปฏิปกษดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (SEM)
             3.2.2.3 การทดสอบความงอกและความแข็งแรงของเมล็ดถั่วหรั่ง
        น ําเมล็ดถั่วหรัง่พนัธุสงขลา 1 ไปฆาเชื้อที่ผิวโดยการแชในสารละลาย 20 เปอรเซ็นต คลอรอก 
(clorox) เปนเวลา 3 นาท ีจากนั้นลางดวยนํ้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 3 คร้ัง แชนํ้ าไว 1 คืน หลังจากนั้น
น ําเมล็ดถั่วหรัง่มาคลุกดวยสูตรตํ ารับทั้ง 4 สูตร ในอัตราสวนเมล็ดถั่วหรั่ง 10 กรัม ตอสูตรตํ ารับ
คลกุเมลด็ 1 กรัม ผสมใหสูตรตํ ารับแตละสูตรเคลือบผิวเมล็ดใหทั่วถึง แลวนํ าไปทดสอบความงอก
เทยีบกบัชดุควบคุม (ไมคลุกเมล็ดดวยสูตรตํ ารับ) โดยการเพาะในถาดอะลูมิเนียมขนาด กวาง X
ยาว X ลึก เทากับ 24.5 X 34.5 X 5.5 เซนตเิมตร โดยวางแผนกระดาษซับ จํ านวน 4 แผน ดูดซับ
นํ ้าไวในปรมิาณที่พอเพียงตลอดระยะเวลาของการทดสอบ จากนั้นจึงจัดวางเมล็ดถั่วหรั่ง โดยทํ า
การทดสอบสูตรละ 4 ซํ้ า ๆ ละ 50 เมล็ด แลวปดถาดดวยแผนกระดาษทิชชู วางไวในที่มืดที่
อุณหภมูหิอง สังเกตและบันทึกผลการงอกทุก ๆ 2 วัน นับจากวันเพาะจนสิ้นสุดการตรวจสอบ
ความงอก เปนระยะเวลา 8 วัน บันทึกลักษณะตาง ๆ ของเมล็ดพันธุ ไดแก ตนกลาปกติ ตนกลาผิด
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ปกต ิ เมล็ดดูดนํ้ า เมล็ดเปนโรค และเมล็ดตาย (วัลลภ สันติประชา, 2538) (ภาคผนวก ค) หา
เปอรเซ็นตเพื่อคัดเลือกสูตรตํ ารับคลุกเมล็ดแบคทีเรียปฏิปกษที่ไมมีผลยับยั้งการงอก หรือการ
เจริญเติบโตของตนกลาถั่วหรั่ง
  3.3 สตูรตํ ารับฉีดพน
       3.3.1 การเตรียมสูตรตํ ารับสํ าหรับฉีดพน
        น ําสารประกอบ ไดแก alginate PVP (k-30) และ lactose ในอตัราสวนตาง ๆ (ตารางที่ 4) 
ผสมกบัสารแขวนลอยสปอรของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในเครื่องผสมจนเขากันดี และมีลักษณะเปน
กอนหมาดพอเหมาะ นํ าสวนผสมเปยกที่ไดผานแรงเบอร 16 กดใหสวนผสมเปยกออกมาเปน   
แกรนลู แลวน ําไปอบใหแหงในตูอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง นํ าสูตรตํ ารับที่
ไดไปทดสอบคุณสมบัติตาง ๆ และประเมินผลในขั้นตอไป

ตารางที่ 4 สวนประกอบของสูตรตํ ารับฉีดพน 4 สูตร

สูตรตํ ารับสารประกอบ
1 2 3 4

alginate (กรัม) 10 10 5 5
PVP (k-30) (กรัม) 10 5 10 5
lactose (กรัม) 80 85 85 90
สารแขวนลอยสปอร (มิลลิลิตร) 20 20 20 20

       3.3.2 การประเมินผลสูตรตํ ารับฉีดพน
        น ําสูตรตํ ารับฉีดพนในรูปแกรนลูละลายนํ้ า ที่เตรียมไดจากขอ 3.3.1 มาประเมินผลเพื่อคัด
เลอืกสูตรตํ ารับฉีดพนที่เหมาะสมและดีที่สุด ดังนี้
             3.3.2.1 วดัความเปนกรด–ดาง (pH) ของสูตรตํ ารับฉีดพน
        โดยใช pH meter วัดความเปนกรด–ดางของสารละลายสูตรตํ ารับฉีดพนที่มีความเขมขน 1 
และ 3 เปอรเซ็นต ในนํ้ า โดยวัด 3 ซํ้ า แลวหาคาเฉลี่ย
             3.3.2.2 วดัความหนืดของสูตรตํ ารับฉีดพน
        โดยใช Brookfield digital rheometer model DV-III ทีม่ขีนาดเข็ม (spindle number) เทา
กับ 61 ความเรว็รอบ 250 รอบ/นาที วัดความหนืดของสารละลายสูตรตํ ารับฉีดพนที่มีความเขมขน 
1 และ 3 เปอรเซ็นต ในนํ้ า โดยวัด 3 ซํ้ า แลวหาคาเฉลี่ย
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             3.3.2.3 ทดสอบความสมํ่ าเสมอและการกระจายตัวของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
        โดยตรวจนบัจํ านวนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในสูตรตํ ารับฉีดพนตามวิธี drop plate โดยสุมวัด 
3 คร้ัง หาคาเฉลี่ยจํ านวนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษทั้งหมด
             3.3.2.4 ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ
        โดยน ําสตูรต ํารับฉีดพนละลายในนํ้ ากลั่นปราศจากเชื้อใหมีความเขมขน 1 เปอรเซ็นต มาทํ า
การ pour plate ดวยอาหาร PDA เมื่ออาหารแข็งดีแลวนํ าชิ้นวุน PDA ที่มีเชื้อรา R. solani อายุ
ประมาณ 36 ชัว่โมง มาวางกลางจานเพาะเชื้อ ทํ าการทดลองจํ านวน 6 ซํ้ า แลวนํ าไปบมที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 36 ชั่วโมง วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนีของชุดทดสอบ
เปรียบเทยีบกับชุดควบคุม (นํ้ ากลั่นปราศจากเชื้อ) หาเปอรเซ็นตการยับยั้งของเชื้อรา R. solani
             3.3.2.5 ทดสอบการติดใบ และความสามารถในการอยูรอดบนตนถั่วหรั่งของ
                       เชือ้แบคทีเรียปฏิปกษ
        โดยน ําสตูรต ํารับฉีดพนละลายนํ้ าใหมีความเขมขน 3 เปอรเซ็นต แลวฉีดพนบนใบและกานใบ
ถั่วหรัง่ทีม่อีายปุระมาณ 60 วัน เนื่องจากเปนชวงที่ถั่วหรัง่ก ําลังแตกกอและมีการเขาทํ าลายของ 
เชื้อรา R. solaniสูง โดยฉดีพนกอละ 100 มิลลิลิตร และตรวจนับจํ านวนเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษที่ติด
ใบและกานใบถั่วหรั่ง (cfu/กรัมพชื) โดยวิธี drop plate หลังจากฉีดพน 1 4 และ 7 วัน โดยวัด 3 ซํ้ า 
แลวหาคาเฉลีย่ หลังจากนั้นนํ าสูตรตํ ารับฉีดพนที่เหมาะสมและดีที่สุดเพียง 1 สูตร พรอมดวยใบ
และกานใบถั่วหรั่งที่ฉีดพนดวยสูตรตํ ารับนั้น มาศึกษาจุลสัณฐานวิทยาของสปอรเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด (SEM)
        นํ าสูตรตํ ารับที่ดีที่สุดที่ผานการประเมินผลแลว สูตรตํ ารับละ 1 สูตร เพื่อทํ าการทดสอบ    
ประสิทธิภาพในสภาพเรือนทดลองตอไป

4. การตรวจนบัปริมาณเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ ในสูตรตํ ารับคลุกเมล็ดและสูตรตํ ารับฉีด
   พนภายใตการเก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง
        โดยตรวจนบัปริมาณเชื้อคร้ังแรกหลังจากผลิตเสร็จ และตรวจนับทุกเดือนเปนระยะเวลานาน 
6 เดอืน โดยทํ าการชั่งสูตรตํ ารับคลุกเมล็ดและสูตรตํ ารับฉีดพน สูตรละ 1 กรัม นํ าไปทํ า serial 
dilution ทีร่ะดับความเขมขน 10-1–10-10 แลวตรวจนับเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ โดยวิธี drop plate
บนอาหาร PDA บันทึกขอมูล
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5. การทดสอบประสิทธิภาพการควบคุมโรคใบไหมของถั่วหรัง่ของสูตรตํ ารับเชื้อ
   แบคทเีรียปฏิปกษ ในสภาพเรือนทดลอง
   5.1 การเตรียมเชื้อรา R. solani
        เตรียมโดยเลี้ยงเชื้อรา R. solani ในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA บมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 
5–7 วนั แลวตัดชิ้นวุน PDA ที่มีเชื้อรา R. solani เจริญอยู ดวยที่เจาะรูขนาดเสนผานศูนยกลาง 5 
มิลลิเมตร ลงเลี้ยงในกากใยปาลมที่ผานการนึ่งฆาเชื้อจุลินทรียปนเปอนที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซยีส ความดนั 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที แลวบมไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน 
(ภาพที่ 2)

ภาพที่ 2 กากใยปาลมสํ าหรับเลี้ยงเชื้อรา R. solani

   5.2 การเตรียมเชื้อไรโซเบยีม สายพันธุ NC-92 เพือ่ใชคลุกเมล็ดถั่วหรั่ง
        โดยเลี้ยงเชื้อไรโซเบียม สายพันธุ NC-92 ลงในอาหาร YMB ทีบ่รรจุในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มลิลิลิตร ใหมีปริมาตรขวดละ 100 มิลลิลิตร และผานการนึ่งฆาเชื้อจุลินทรยีปนเปอนที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที แลวนํ าไปวางบนเครื่องเขยา 
ความเรว็รอบประมาณ 150 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 7–10 วัน จนกระทั่งมีปริมาณเชื้อ 
ไรโซเบียมมากกวา 109 cfu/มลิลิลิตร และกอนนํ าไปคลุกกับเมล็ดถั่วหรัง่เพือ่เตรียมปลูก นํ าอาหาร
ดังกลาวไปตรวจนับปริมาณเชื้อไรโซเบียม โดยวิธี drop plate บนอาหาร YMA
   5.3 การเตรยีมสารแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp.
        น ําเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. มาเลีย้งเพิม่จํ านวน โดยใชอาหาร NB ทีบ่รรจุในขวดรูปชมพู
ขนาด 250 มิลลิลิตร ใหมีปริมาตรขวดละ 100 มิลลิลิตร และผานการนึ่งฆาเชื้อจุลินทรยีปนเปอนที่
อุณหภมู ิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 20 นาที แลวนํ าไปวางบน
เครือ่งเขยา ความเร็วรอบประมาณ 150 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3-4 วัน จนกระทั่งมี
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ปริมาณเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. มากกวา 109 cfu/มลิลิลิตร และกอนนํ าไปคลุกกับเมล็ด   
ถั่วหรั่งเพื่อเตรียมปลูก หรือกอนนํ าไปฉีดพน (เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเซลลสดกับสูตร
ตํ ารับ) ใหนํ าอาหารดังกลาวไปตรวจนับปริมาณเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp. โดยวิธี drop plate 
บนอาหาร PDA
   5.4 การทดสอบประสิทธิภาพของสูตรตํ ารับเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ ในสภาพเรือน
        ทดลอง
        น ําสตูรต ํารับแบคทีเรียปฏิปกษในรูปคลุกเมล็ดและฉีดพนที่มีประสิทธิภาพดีที่สุด มาทดสอบ
ประสิทธิภาพเพื่อทดสอบผลของการใชเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษในสูตรตํ ารับคลุกเมล็ดและฉีดพนรวม
กบัเชื้อไรโซเบียม สายพันธุ NC-92 ในการควบคุมโรคใบไหมของถั่วหรัง่ โดยทํ าการเก็บตัวอยางดิน
ชุดวิสัย ที่ระดับความลึก 0-15 เซนติเมตร จากแปลงปลูกหญาของสถานีวิจัยคลองหอยโขง     
คณะทรพัยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร นํ าดินมาผึ่งใหแหงในที่รม แลวทํ าการรอน
ดินดวยตะแกรงขนาดชองตา 0.5 เซนติเมตร แบงตัวอยางดินที่ผ่ึงลมใหแหงสวนหนึ่ง มารอนดวย
ตะแกรงขนาดชองตา 2 มิลลิเมตรนํ าไปวิเคราะหสมบัติทางเคมี และกายภาพของดิน (ภาคผนวก ข 
ตารางที ่ 1-3) สํ าหรับที่ดินผานการรอนดวยตะแกรงขนาดชองตา 0.5 เซนติเมตร นํ ามาทํ าการ
ทดลองโดยปลูกถั่วหรัง่ พนัธุสงขลา 1 จํ านวน 4 เมล็ด ในกะละมังพลาสติกซึ่งบรรจุดิน 20 กิโลกรัม 
กอนปลูกคลุกเมล็ดดวยเชื้อไรโซเบียม สายพันธุ NC-92 หลงัจากถั่วเจริญเติบโตได 7 วัน ถอนแยก
ตนถั่วออกใหเหลือกะละมังละ 2 ตน โดยมีการวางแผนการทดลองแบบ Completely 
Randomized Design (CRD) ท ําการทดลอง 4 ซํ้ า มี 9 กรรมวิธี คือ
        1. คลุกเมล็ดถั่วหรัง่ดวยสูตรตํ ารับคลุกเมล็ด
        2. แชเมล็ดถั่วหรัง่ดวยสารแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp.
        3. ไมคลุกเมล็ดถั่วหรัง่ดวยสูตรตํ ารับคลุกเมล็ด เมื่อถั่วหรัง่อายุ 60 วัน ฉีดพนดวยสาร
แขวนลอยของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp.
        4. ไมคลุกเมล็ดถั่วหรัง่ดวยสูตรตํ ารับคลุกเมล็ด เมื่อถั่วหรัง่อายุ 60 วัน ฉีดพนดวยสูตร
ตํ ารับฉีดพน
        5. ไมคลุกเมล็ดถั่วหรัง่ดวยสูตรตํ ารับคลุกเมล็ด เมื่อถั่วหรัง่อายุ 60 วัน ฉีดพนดวยสารฆา
เชื้อรา iprodione
        6. คลุกเมล็ดถั่วหรัง่ดวยสูตรตํ ารับคลุกเมล็ด เมื่อถั่วหรัง่อายุ 60 วัน ฉีดพนดวยสาร
แขวนลอยของเชื้อแบคทีเรีย Bacillus spp.
        7. คลุกเมล็ดถั่วหรัง่ดวยสูตรตํ ารับคลุกเมล็ด เมื่อถั่วหรัง่อายุ 60 วัน ฉีดพนดวยสูตรตํ ารับ
ฉีดพน
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        8. คลุกเมล็ดถั่วหรัง่ดวยสูตรตํ ารับคลุกเมล็ดเมื่อถั่วหรัง่อายุ 60 วัน ฉีดพนดวยสารฆา
เชื้อรา iprodione
        9. ไมคลุกเมล็ดถั่วหรัง่ดวยสูตรตํ ารับคลุกเมล็ด (ชุดควบคุม)
        โดยสตูรตํ ารับคลุกเมล็ด ฉีดพน สารแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ และสารฆาเชื้อรา 
iprodione ทีใ่ชในกรรมวิธีตาง ๆ มีอัตราดังนี้ สูตรตํ ารับคลุกเมล็ด อัตรา 1 กรัม/เมล็ด 10 กรัม สูตร
ตํ ารับฉีดพน ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต ปริมาณ 100 มิลลิลิตร/ซํ้ า สารแขวนลอยของเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปกษ 106 cfu/มลิลิลิตร ปริมาณ 100 มิลลิลิตร/ซํ้ า และสารฆาเชื้อรา iprodione อัตรา 30 กรัม 
ตอนํ้ า 20 ลิตร ปริมาณ 100 มิลลิลิตร/ซํ้ า
        ในแตละกรรมวิธีกํ าหนดใหมีการปลูกเชื้อรา R. solani ทีเ่ลีย้งบนกากใยปาลม ในอัตรา 15 
กรัม/กอ โดยโรยเชื้อราสาเหตุรอบ ๆ ทรงพุมถั่วหรัง่ เมื่อถั่วหรัง่อาย ุ58 วัน ในระหวางการทดลองมี
การใหนํ ้าแบบพนฝอย เชา เที่ยง เย็น ของทุกวัน เปนเวลา 7 วัน จากนั้นวัดความรุนแรงของการเกิด
โรค โดยการนับจํ านวนกานของตนถั่วหรั่งที่แสดงอาการของโรค และวัดพื้นที่ใบถั่วหรั่งที่ถูกเชื้อ
สาเหตุเขาทํ าลายดวยเครื่องวัดพื้นที่ใบ เมื่อเสร็จส้ินการทดลองนํ าตัวอยางไปวิเคราะหหาปริมาณ
ไนโตรเจนของถั่วหรั่งสวนที่อยูเหนือดิน โดยนํ าพืชไปยอยดวยกรดซัลฟวริกจนใสแลวนํ าไปกลั่น
ตามคูมอืการวิเคราะหดินและพืช (จํ าเปน ออนทอง, 2545) แลวน ําขอมูลไปวิเคราะหทางสถิติดวย
โปรแกรม SAS และเปรยีบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s Mutiple Rang Test 
(DMRT)




