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ชีวภัณฑ์เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ ์Bacillus subtilis B076 เพื่อการเคลือบ
เมล็ดและพ่นทางใบ เพื่อควบคุมเชื้อแบคทีเรีย Acidovorax avenae 

subsp. citrulli 
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บทคัดย่อ : การศึกษาประสิทธิภาพการเป็นปฏิปักษ์ของเชื้อแบคทีเรีย B. subtilis B076 ต่อเชื้อแบคทีเรีย Acidovorax 
avenae subsp. citrulli (Aac) ไอโซเลต KK9 สาเหตุโรคผลเน่าจากแบคทีเรีย (bacterial fruit blotch) บนอาหาร nutrient 
agar (NA) ณ ห้องปฏบิตักิารกลางศนูย์เทคโนโลยชีวีภาพเกษตรเพือ่เศรษฐกจิทีย่ัง่ยนื มหาวทิยาลยัขอนแก่น พบว่าสามารถ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชได้ดี โดยมีเส้นผ่าศูนย์กลางการยับยั้ง 1.94 ซม. เมื่อเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ B. subtilis B076 ในอาหาร nutrient broth (NB) ที่เติมกลูโคส (glucose) 2% พบว่าเชื้อแบคทีเรียสามารถสร้าง
เซลล์ทนร้อนได้ในสดัส่วนมากทีส่ดุ (61%) ในวนัที ่5 ของการเลีย้ง เมือ่น�ำตะกอนเซลล์ไปผ่านกระบวนการระเหดิแห้งด้วย
เครือ่ง Lyophilizer ท�ำให้ปรมิาณเซลล์แบคทเีรยีปฏปัิกษ์ลดลง 42.7% โดยผงแห้งของแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ทีไ่ด้สามารถผสม
กับสารเคลือบ BS-coat2 ได้ดี โดยมีปริมาณแบคทีเรียปฏิปักษ์ติดอยู่ที่ผิวเมล็ดหลังเคลือบเฉลี่ย 7x105 cfu/เมล็ด และ
เริ่มลดลงตั้งแต่ปลายเดือนที่ 3 - 5 ของการเก็บรักษา ซึ่งในเดือนที่ 5 มีแบคทีเรียคงเหลือ 1.2x105 cfu/เมล็ด เมื่อน�ำผง
แห้งของแบคทีเรีย B. subtilis B076 มาพัฒนาเป็นชีวภัณฑ์สูตรน�้ำจ�ำนวน 3 สูตร คือสูตรผสมน�้ำ สูตรผสม NB และสูตร
ผสมสารจับใบ (polyoxyethylene alkyl aryl ether + organic sulfonate sodium salt 62%) เพื่อทดสอบประสิทธิภาพ
การควบคุมเชื้อแบคทีเรีย Aac KK9 บนใบแตงแคนตาลูป พบว่ากรรมวิธีที่พ่นชีวภัณฑ์ก่อนพ่นเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค 
สามารถลดการเกิดโรคได้ดีกว่ากรรมวิธีที่พ่นเชื้อสาเหตุโรคก่อน โดยชีวภัณฑ์ทั้ง 3 สูตร สามารถลดการเกิดโรคที่เกิดจาก
เชื้อแบคทีเรีย Aac-KK9 ได้ดีใกล้เคียงกัน 
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บทน�ำ

	 พืชตระกูลแตง (Cucurbitaceae) มีจ�ำนวนกว่า 

850 ชนดิ (spicies) จดัเป็นพชืเศรษฐกจิทีน่ยิมปลกูทัว่

โลก โดยมคีวามส�ำคญัทัง้ด้านอาหาร ยารกัษาโรค เวช

ส�ำอางและเป็นเครือ่งใช้ในครวัเรอืน (Ali and Pandey, 

2006) การผลติพชืตระกลูแตงในประเทศไทย นอกจาก

เป็นการผลิตเพื่อการบริโภคแล้ว ยังมีการผลิตเพื่อ

เป็นเมล็ดพันธุ์ ซึ่งมีมูลค่ารวมหลายร้อยล้านบาทต่อ

ปี กรมวิชาการเกษตร (2553) รายงานว่า ในปี พ.ศ. 

2550-2552 มปีรมิาณการส่งออกเมลด็พนัธุพ์ชืตระกลู

แตงจ�ำนวน 226.86, 288.68 และ 340.74 ตัน คิดเป็น

มลูค่า 529, 587 และ 805 ล้านบาท ตามล�ำดบั ทัง้ยงัมี

แนวโน้มการผลติเพิม่ขึน้ทกุปี ดงันัน้ พชืตระกลูแตงจงึ

จดัเป็นพชืเศรษฐกจิทีส่�ำคญัชนดิหนึง่ของประเทศไทย 

แต่ในระดบัแปลงผลติมกัประสบปัญหาการระบาดของ

โรคพืชหลายชนิด ในกลุ่มเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช

ตระกูลแตงที่ส�ำคัญได้แก่ เชื้อแบคทีเรีย Acidovorax 

avenae subsp. citrulli (Aac) สาเหตุโรคผลเน่าจาก

แบคทีเรีย (bacterial fruit blotch) โดยแบคทีเรีย Aac 

สามารถท�ำลายพชืได้ตลอดระยะการเจรญิเตบิโตจนถงึ

ระยะเก็บเกี่ยว นอกจากนั้นยังมีรายงานการถ่ายทอด

เชื้อผ่านทางเมล็ดพันธุ์ได้ ซึ่งนับว่าเป็นเชื้อสาเหตุโรค

พชืทีท่�ำความเสยีหายอย่างมากต่อการผลติพชืตระกลู

แตง (Bahar et al., 2009) ปัจจุบัน การใช้เชื้อปฏิปักษ์ 

(antagonist) ควบคมุเชือ้สาเหตโุรคพชื เป็นวธิหีนึง่ทีไ่ด้

รบัความนยิม โดยเชือ้แบคทเีรยีปฏปัิกษ์สกลุ Bacillus 

เป็นกลุ่มที่ได้รับความนิยมในอันดับต้นๆ เนื่องจากมี

คุณสมบัติเด่นหลายประการ เช่น สามารถสร้างเอนโด

สปอร์ (endospore) ที่ทนทานต่อ สารเคมี รังสี และ

ความร้อนได้ดีกว่าเซลล์ปกติ (Kloepper et al., 2004) 

เป็นแบคทเีรยีทีพ่บได้ทัว่ไปในธรรมชาต ิมคีวามทนต่อ

อุณหภูมิช่วงกว้างตั้งแต่ -5 ถึง 75 ๐ซ  สามารถเจริญ

ได้ใน pH 2-8 ทนความเค็มของเกลือ NaCl ได้ถึง 

25% และสามารถเจริญได้ในที่อุณหภูมิสูงถึง 55 ๐ซ   

(El-Hassan and Gowen, 2006) นอกจากนี ้แบคทเีรยี

สกลุ Bacillus ยงัมกีลไกการเป็นปฏปัิกษ์ทีส่�ำคญัหลาย

รูปแบบ เช่น สามารถสร้างสารปฏิชีวนะและเอนไซม์

ได้ (Shoda, 2000) โดยสามารถสร้างสารปฏิชีวนะได้

หลายชนิด เช่น bacillomycin, iturin, mycosubtilin, 

bacilysin, fengymycin และ mycobacillin เป็นต้น 

สารเหล่านี้สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรค

พืชได้ นอกจากนั้นยังสามารถสร้างเอนไซม์ที่ส�ำคัญ 

ได้แก่ glucanase ที่สามารถย่อยสลาย glucans 

และ chitinase ที่สามารถย่อยผนังเซลล์ของเชื้อราได้ 

(กฤตกิา, 2549; นติยา, 2549) แบคทเีรยีสกลุ Bacillus 

บางชนิด เมื่ออยู่ในสภาพที่ขาดธาตุเหล็ก จะสามารถ

สร้างสาร siderophore ได้ ซึ่งสารดังกล่าวจะไปจับ

กับ ferric iron แล้วเคลื่อนย้ายเข้าสู่ตัวรับ (receptor) 

ทีบ่รเิวณผนงัเซลล์ของแบคทเีรยีเพือ่น�ำไปใช้ประโยชน์ 

(Hu and Boyer, 1996) ซึ่งจะรบกวนกระบวนการ

เจริญเติบโตและเพิ่มปริมาณของเชื้อสาเหตุโรคพืช

ที่อยู ่บริเวณเดียวกัน ท�ำให้การเกิดโรคของพืชลด

ลง (Shoda, 2000) นอกจากนี้ยังพบว่า แบคทีเรีย 

ABSTRACT: Antagonistic activity of bacterium B. subtilis B076 on nutrient agar medium (NA) to Acidovorax avenae 
subsp. citrulli (Aac) isolate KK9 causal agent of bacterial fruit blotch, in the laboratory of Agricultural Biotechnology 
Research Center for Sustainable Economy Khon Kaen University. The results revealed that the B. subtilis B076 could 
exhibit the inhibition zone of diameter 1.94 cm. When cultured the bacterium antagonist in nutrient broth (NB) added 
with 2% glucose, the maximum ratio of heat tolerant cells production (61%) was obtained five days of incubation. 
The pellets of antagonistic bacteria were freeze dried by lyophilizer, the number of bacterial cell declined by 42.7%. 
The dust of bacterium after homogenizing with seed coating formulation BS-coat2, contain number of viable cells 
7x105 cfu/seed and started reducing after the late of three month, in the late of five month had 1.2x105 cfu/seed. Three 
aqueous formulations of B. subtilis B076 biomass that mixed with water, NB and sticking agent (polyoxyethylene 
alkyl aryl ether + organic sulfonate sodium salt 62%) were conducted to test for efficacy to control Aac KK9 in  
cantaloupe leaf. The results showed that, in all treatments, spraying antagonistic bacterium formulation before  
pathogenic bacterium were more effective to reduce disease incidence than application of pathogenic bacterium prior, 
while all formulations of antagonistic bacteria were similar efficiency to control Aac-KK9.
Keywords: Bacillus, seed treatment, seed coating, bacterial fruit blotch, cantaloupe 
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Bacillus หลายชนิด เป็น Plant Growth Promoting  

Rhizobacteria (PGPR) ทีช่่วยส่งเสรมิการเจรญิเตบิโต

ของพชื เช่น ข้าวฟ่าง พรกิ และมะเขอืเทศ เป็นต้น (Raj 

et al., 2003;  Domenech et al., 2006) นอกจากนีแ้ล้ว 

แบคทีเรียสกุล Bacillus หลายชนิดสามารถชักน�ำให้

พืชเกิดความต้านทาน (Induce Systemic Resistant: 

ISR) ต่อเชือ้สาเหตโุรคทีเ่กดิจากเชือ้รา แบคทเีรยี ไวรสั 

และไส้เดือนฝอยรากปมได้ (Kloepper et al., 2004) 

	 การวิจัยครั้งนี้มุ่งเน้นศึกษาการเป็นปฏิปักษ์ของ

เชื้อแบคทีเรีย Bacillus subtilis ต่อเชื้อแบคทีเรีย Aac 

ในระดับห้องปฏิบัติการ การท�ำผงแห้งของแบคทีเรีย

ปฏิปักษ์เพื่อการผลิตชีวภัณฑ์เคลือบเมล็ด ความมี

ชวีติของแบคทเีรยีปฏปัิกษ์บนผวิเมลด็หลงัการเคลอืบ

และเก็บรักษา ตลอดไปถึงประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์

แบคทีเรียชนิดน�้ำ ในการควบคุมเชื้อแบคทีเรีย Aac 

บนใบแตงแคนตาลูปในระดับเรือนทดลอง

วิธีการศึกษา

	 ท�ำการศึกษาในห้องปฏิบัติการกลางศูนย์ความ

เป็นเลศิทางเทคโนโลยชีวีภาพเกษตร มหาวทิยาลยัร่วม 

มหาวิทยาลัยขอนแก่น ตั้งแต่เดือนกรกฎาคม 2553 – 

มีนาคม 2555 โดยใช้แบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis 

B076 ที่แยกได้จากรากถั่วเขียว (นาตยา, 2545) ซึ่ง

เป็นไอโซเลตทีม่รีายงานการเป็นปฏปัิกษ์ต่อเชือ้สาเหตุ

โรคพชืหลายชนดิ (นาตยา, 2545; นติยา, 2549) น�ำมา

ทดสอบกับแบคทีเรีย Aac ไอโซเลต KK9 ซึ่งเป็นเชื้อ

สาเหตโุรคผลเน่าจากแบคทเีรยีของพชืตระกลูแตง โดย

ใช้แตงแคนตาลูป พันธุ์ซันเลดี้ 227 เป็นพืชทดสอบ

ทดสอบการเป็นปฏิป ักษ์ของเชื้อแบคทีเรีย  

B. subtilis B076 ต่อเชื้อแบคทีเรีย Aac

	 เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis B076 ใน

อาหาร nutrient broth (NB) ที่เติมกลูโคส 2% บ่มใน

เครื่องเขย่า (shaker) ที่ความเร็วรอบ 120 รอบ/นาที 

อุณหภูมิ 28 ๐ซ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น�ำสารแขวนลอย

มาปรับความเข้มข้นให้มีเซลล์แขวนลอย 10 6cfu/มล. 

จากนัน้เตรยีมเชือ้แบคทเีรยีสาเหตโุรคพชื โดยเลีย้งเชือ้

แบคทีเรีย Aac KK9 บนอาหาร nutrient agar (NA) ที่

อุณหภูมิ 28 ๐ซ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เตรียมเป็นเซลล์

แขวนลอย ให้มีความเข้มข้น 108 cfu/มล. แล้วน�ำมา

ทดสอบการเป็นปฏิปักษ์ โดยใช้ cotton bud ที่นึ่งฆ่า

เชื้อแล้วจุ่มในเซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย Aac KK9 

แล้วป้ายให้ทั่วผิวหน้าอาหาร NA ในจานอาหารเลี้ยง

เชื้อ วางกระดาษกรองขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 6 มม. 

จ�ำนวน 6 จุด แล้วหยดเซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย B. 

subtilis B076 ลงบนกระดาษกรองแต่ละจดุปรมิาตร 5 

ไมโครลติร แล้วน�ำไปบ่มทีอ่ณุหภมู ิ28 ๐ซ เป็นเวลา 48 

ชั่วโมง แล้ววัดเส้นผ่าศูนย์กลางแนวยับยั้ง (inhibition 

diameter) 

ศึกษาอัตราการสร้างเซลล์ทนร้อนของแบคทีเรีย

ปฏิปักษ ์

	 เลี้ยงแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis B076 ใน

อาหาร NB ที่เติมกลูโคส 2% วางในเครื่องเขย่า ที่

ความเร็วรอบ 120 รอบ/นาที อุณหภูมิ 28 ๐ซ เป็น

เวลา 48 ชั่วโมง น�ำเซลล์แขวนลอยแบคทีเรียมาปรับ

ให้มีปริมาณเชื้อ 106 cfu/มล. แล้วดูดเซลล์แขวนลอย

แบคทีเรียปริมาตร 1 มล. ลงในอาหาร NB ที่ผสม

กลูโคส 2% ปริมาตร 150 มล. วางในเครื่องเขย่า 

เป็นเวลา 3 5 และ 7 วัน แล้วแบ่งเซลล์แขวนลอย

แบคทเีรยีปฏปัิกษ์ทีบ่่มไว้แต่ละระยะเวลา ลงในหลอด

ทดลอง แล้วน�ำไปต้มในอ่างน�้ำร้อน (water bath) ที่

อุณหภูมิ 80 ๐ซ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ตรวจนับจ�ำนวน

เซลล์ในแต่ละช่วงเวลา ด้วยวธิ ีserial dilution plating  

technique ในแต่ละอายเุชือ้ จะเตรยีมเซลล์แขวนลอย

ให้มีความเข้มข้น 4 ระดับๆ ละ 3 ซ�้ำ บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 

28 ๐ซ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นนับจ�ำนวนโคโลนี

ของแบคทีเรียปฏิปักษ์ เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ที่

เป็นเซลล์แขวนลอยที่ไม่ได้รับความร้อน แล้วค�ำนวณ

หาเปอร์เซ็นต์การสร้างเซลล์ทนร้อนจากสูตร

	 เซลล์ทนร้อน(%) =  

จ�ำนวนเซลล์แบคทีเรียปฏิปักษ์ในชุดที่ได้รับความร้อน x 100

จ�ำนวนเซลล์แบคทีเรียปฏิปักษ์ในชุดที่ไม่ได้รับความร้อน
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ผลการศึกษา 
 

การเปนปฏิปกษของแบคทีเรีย B. subtilis B076 ตอเช้ือแบคทีเรีย Aac 
 ผลการทดสอบการเปนปฏิปกษของแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis B076 ตอเช้ือแบคทีเรีย Aac KK9 บนอาหาร
NA พบวาสามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรีย Aac ไดดี โดยมีเสนผาศูนยกลางการยับย้ังเฉล่ีย 1.94 ซม. 
อัตราการสรางเซลลทนรอนของแบคทีเรียปฏิปกษ  
 จากการทดลอง พบวา ในแตละชวงเวลาของการเล้ียง แบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis B076 มีสัดสวนการสราง
เซลลทนรอนสูงสุดในวันที่ 5 คือ 61% เทียบกับเม่ืออายุ 3 และ 7 วัน ที่สรางไดเพียง 1.4 และ 1.2% ตามลําดับ (Table 1)  
 
Table 1 Percent of heat tolerance cell of Bacillus spp. that cultured in nutrient broth with 2% glucose for 7 

days and treated with 80°C for 1 hour compared with non-treat culture.  
 Treatment   Number of Bacillus cell 

3 days  5 days  7 days  
B. subtilis B076 Non-treat  29x10 5  256x10 5  212x10 5  

Treat (80 ๐C) 0.4x10 5  157x10 5  0.3x10 5  
Heat tolerant cell (%)  1.4  61  1.2  

 
การผลิตผงแหงของแบคทีเรียปฏิปกษ 

จากการเล้ียงแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis B076 ในอาหาร NB ที่เติมกลูโคส 2% ที่อุณหภูมิ 28 ๐ซ เปนเวลา 5
วัน เม่ือตกตะกอนเซลล แลวละลายตะกอนในน้ํานมพรองไขมัน 10% จะไดเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียสีขาวขุน ซ่ึงเซลล
แขวนลอยปริมาตร 1 มล. มีน้ําหนัก 400 มก. มีปริมาณแบคทีเรีย 1.5x108 cfu/มล. เม่ือผานกระบวนการระเหิดแหงดวย
เคร่ือง Lyophilizer แลวจะไดผงแหงแบคทีเรีย 100 มก. โดยมีปริมาณเซลลแบคทีเรีย B. subtilis B076 คงเหลือ 8.6x107 

cfu/มล. ลดลงจากปริมาณเร่ิมตน 42.7% 
การเคลือบเมล็ดดวยชีวภัณฑแบคทีเรียปฏิปกษ 

สารเคลือบเมล็ดที่ผสมแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis B076 เขากับ BS-coat2 ใหผลการเคลือบที่ดี ผิวเรียบ
สมํ่าเสมอ เมล็ดแตงที่เคลือบแลวมีปริมาณแบคทีเรียปฏิปกษติดอยูที่ผิวเมล็ดเฉล่ีย 7x105 cfu/เมล็ด โดยเร่ิมลดลงใน
ปลายเดือนที่ 3 อยางมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ และลดลงเร่ือยๆ กระทั่งในเดือนที่ 5 ของการเก็บรักษา ซ่ึงเหลือแบคทีเรีย
ปฏิปกษที่คงมีชีวิตอยูบนผิวเมล็ดเฉล่ีย 1.2x105 cfu/เมล็ด (Table 2)  
 
ประสิทธิภาพของชีวภัณฑแบคทีเรียปฏิปกษสูตรน้ํา ตอการควบคุมแบคทีเรีย Aac บนใบแตง 

ชีวภัณฑสูตรน้ําของแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis B076 ทั้ง 3 สูตรที่ผสมน้ํา ผสม NB และผสมสารจับใบมี
ประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือแบคทีเรีย Aac ทั้งกอนและหลังการปลูกเช้ือ Aac โดยพบวาในวันที่ 5 ใบแตงบริเวณที่ทํา
แผลและปลูกเช้ือ เร่ิมมีอาการของโรคต้ังแตอาการวงเหลืองรอบแผล จนถึงอาการแผลไหม โดยพบวาในกรรมวิธีที่พนชีว
ภัณฑกอนพนเช้ือสาเหตุโรค มีความรุนแรงในการเกิดโรคนอยกวากรรมวิธีที่พนเช้ือสาเหตุโรคกอนพนชีวภัณฑ โดยชีว
ภัณฑทั้ง 3 สูตร สามารถลดการเกิดโรคจากเช้ือแบคทีเรีย Aac KK9 ไดดี ใกลเคียงกัน (Table 3) 

 

การผลิตผงแห้งของแบคทีเรียปฏิปักษ ์

	 เลี้ยงแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis B076 ใน

อาหาร NB ที่เติม 2% glucose วางบนเครื่องเขย่าที่

ความเร็วรอบ 120 รอบ/ นาที ที่อุณหภูมิ 28 ๐ซ เป็น

เวลา 5 วัน แล้วตกตะกอนเซลล์ด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง 

Avanti® J-25 I ที่ความเร็ว 10,000 รอบ/ นาที ที่

อุณหภูมิ 8๐ซ เป็นเวลา 10 นาที ล้างตะกอนด้วยน�้ำ

กลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 1 รอบ ตกตะกอนอีกครั้ง ก่อน

น�ำตะกอนไปชั่งน�้ำหนัก แล้วละลายตะกอนในน�ำ้นม

พร่องไขมัน (skim milk) 10% อัตราส่วนตะกอน

แบคทเีรยีปฏปัิกษ์ 1 กรมั ต่อน�ำ้นม 5 มล. (w/v) แบ่งใส่

ภาชนะเพื่อน�ำเข้าสู่กระบวนการระเหิดแห้งด้วยเครื่อง  

Lyophilizer เพื่อให้ได้ผงแห้งของแบคทีเรียปฏิปักษ์ 

จากนั้นสุ่มนับจ�ำนวนเซลล์ต่อหน่วยน�้ำหนักแห้งด้วย

วิธี serial dilution plating technique แล้วเก็บรักษา

ไว้เพื่อใช้เป็นมวลชีวภาพตั้งต้น 

การเคลือบเมล็ดด้วยชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์

	 ผสมผงแบคทีเรียปฏิปักษ ์B. subtilis B076 เข้า

กับสารเคลือบเมล็ด BS-coat2 (กุศล และพิศาล, 

2555) แล้วน�ำไปเคลือบเมล็ดแตง ให้มีปริมาณเซลล์

แบคทีเรียอยู่ระหว่าง 104-105 cfu/เมล็ด ผึ่งเมล็ดให้

แห้งใน Laminar flow เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้วดูด

ความชืน้ด้วยเมด็ silica gel อกีครัง้ ก่อนเกบ็รกัษาไว้ใน

ทีอ่ณุหภมู ิ5 ๐ซ จากนัน้ศกึษาผลกระทบของสารเคลอืบ

เมลด็ต่อความมชีวีติ (viability) ของแบคทเีรยีปฏปัิกษ์

บนผิวเมล็ดแตง ด้วยการสุ่มตรวจตามระยะเวลาการ

เก็บรักษา ที่ 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 เดือน โดยน�ำเมล็ด

แตงทีเ่คลอืบด้วยสารเคลอืบลงแช่ในน�้ำกลัน่ ใน micro 

centrifuge tube เขย่าให้สารเคลอืบเมลด็ละลาย ด้วย

เครื่องปั่นเหวี่ยง (vortex) นาน 1 นาที แล้วน�ำน�้ำล้าง

เมล็ดที่ได้มาตรวจนับจ�ำนวนแบคทีเรียโดยวิธี serial 

dilution plating technique บนอาหาร NA วางแผน

การทดลองแบบ Completely Randomized Design 

(CRD) 8 ซ�้ำ เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างค่า

เฉลี่ยแต่ละกลุ่มด้วยวิธี Least Significant Different 

(LSD) โดยใช้โปรแกรม SAS

ประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์สูตร

น�้ำ ต่อการควบคุมแบคทีเรีย Aac บนใบแตง

เตรียมพืชทดสอบ: เพาะเมล็ดแตงแคนตาลูป

ในกระถางพลาสติกที่ใช้พีทมอส (peat moss) ที่นึ่ง

ฆ่าเชื้อแล้วเป็นวัสดุปลูก โดยรดน�้ำและให้ปุ๋ยจนต้น

กล้ามีใบจริง 4-5 ใบ 

เตรียมเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช: ใช้เชื้อ

แบคทีเรีย Aac KK9 เป็นเชื้อทดสอบ โดยน�ำไปเลี้ยง

บนอาหาร NA ที่อุณหภูมิ 28 ๐ซ เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

เตรยีมเซลล์แขวนลอยด้วยน�ำ้กลัน่นึง่ฆ่าเชือ้ให้มคีวาม

เข้มข้นของเซลล์แบคทีเรีย Aac จ�ำนวน 108 cfu/มล.

เตรียมชีวภัณฑ์ B. subtilis B076: เตรียม 

ชีวภัณฑ์สูตรน�้ำ 3 สูตร โดยเติมผงแบคทีเรียปฏิปักษ์ 

B. subtilis B076 ลงในน�้ำ อาหาร NB และสารจับ

ใบ (poly oxyethylene alkyl aryl ether + organic 

sulfonate sodium salt 62%) ให้ทกุสตูรมปีรมิาณของ

แบคทีเรียปฏิปักษ์อยู่ประมาณ 106 cfu/มล. 

ทดสอบประสทิธภิาพของชวีภณัฑ์สตูรน�ำ้ต่อ

การเกิดโรคของเชื้อแบคทีเรีย Aac KK9: เลือกใบ

แตงใบที่ 3-4 เป็นใบทดสอบ โดยท�ำแผลด้วยปลาย

เข็มแทงทะลุใบ จ�ำนวน 2 จุด/ใบ จุดละ 10 แผล ให้

อยู่คนละซีกของใบ การทดลองประกอบด้วย 11 กรรม

วธิีๆ  ละ 16 ซ�ำ้ โดยท�ำการพ่นครัง้ที ่1 ด้วยเชือ้แบคทเีรยี 

Aac KK9 หรือ แบคทีเรียปฏิปักษ์ อย่างใดอย่างหนึ่ง 

พักไว้ 1 วัน แล้วท�ำการพ่นครั้งที่ 2 ด้วยแบคทีเรีย

ปฏิปักษ์ หรือ แบคทีเรีย Aac KK9 สลับกับครั้งที่ 1 

วางต้นแตงในกรงเพาะที่บุด้วยพลาสติกใส รองพื้น

ด้วยผ้าชุ่มน�้ำ พ่นหมอกวันละ 1 ครั้ง ตรวจการเกิดโรค

ทุกวัน ให้คะแนนการเกิดโรคบนใบแตงในวันที่ 5 โดย

แบ่งเป็น 4 ระดับ คือ ใบแตงที่ไม่แสดงอาการเหลือง 

(no symptom) ใบแตงที่มีอาการวงเหลืองรอบแผล

เล็กน้อย (symptomless) ใบแตงที่มีอาการวงเหลือง

รอบแผลกว้างไม่เกิน 3 มม. (moderate) และใบแตง

ทีม่อีาการวงเหลอืงรอบแผลกว้างกว่า 3 มม. (severe)
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ผลการศึกษา 
 

การเปนปฏิปกษของแบคทีเรีย B. subtilis B076 ตอเช้ือแบคทีเรีย Aac 
 ผลการทดสอบการเปนปฏิปกษของแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis B076 ตอเช้ือแบคทีเรีย Aac KK9 บนอาหาร
NA พบวาสามารถยับย้ังการเจริญของแบคทีเรีย Aac ไดดี โดยมีเสนผาศูนยกลางการยับย้ังเฉล่ีย 1.94 ซม. 
อัตราการสรางเซลลทนรอนของแบคทีเรียปฏิปกษ  
 จากการทดลอง พบวา ในแตละชวงเวลาของการเล้ียง แบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis B076 มีสัดสวนการสราง
เซลลทนรอนสูงสุดในวันที่ 5 คือ 61% เทียบกับเม่ืออายุ 3 และ 7 วัน ที่สรางไดเพียง 1.4 และ 1.2% ตามลําดับ (Table 1)  
 
Table 1 Percent of heat tolerance cell of Bacillus spp. that cultured in nutrient broth with 2% glucose for 7 

days and treated with 80°C for 1 hour compared with non-treat culture.  
 Treatment   Number of Bacillus cell 

3 days  5 days  7 days  
B. subtilis B076 Non-treat  29x10 5  256x10 5  212x10 5  

Treat (80 ๐C) 0.4x10 5  157x10 5  0.3x10 5  
Heat tolerant cell (%)  1.4  61  1.2  

 
การผลิตผงแหงของแบคทีเรียปฏิปกษ 

จากการเล้ียงแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis B076 ในอาหาร NB ที่เติมกลูโคส 2% ที่อุณหภูมิ 28 ๐ซ เปนเวลา 5
วัน เม่ือตกตะกอนเซลล แลวละลายตะกอนในน้ํานมพรองไขมัน 10% จะไดเซลลแขวนลอยของแบคทีเรียสีขาวขุน ซ่ึงเซลล
แขวนลอยปริมาตร 1 มล. มีน้ําหนัก 400 มก. มีปริมาณแบคทีเรีย 1.5x108 cfu/มล. เม่ือผานกระบวนการระเหิดแหงดวย
เคร่ือง Lyophilizer แลวจะไดผงแหงแบคทีเรีย 100 มก. โดยมีปริมาณเซลลแบคทีเรีย B. subtilis B076 คงเหลือ 8.6x107 

cfu/มล. ลดลงจากปริมาณเร่ิมตน 42.7% 
การเคลือบเมล็ดดวยชีวภัณฑแบคทีเรียปฏิปกษ 

สารเคลือบเมล็ดที่ผสมแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis B076 เขากับ BS-coat2 ใหผลการเคลือบที่ดี ผิวเรียบ
สมํ่าเสมอ เมล็ดแตงที่เคลือบแลวมีปริมาณแบคทีเรียปฏิปกษติดอยูที่ผิวเมล็ดเฉล่ีย 7x105 cfu/เมล็ด โดยเร่ิมลดลงใน
ปลายเดือนที่ 3 อยางมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ และลดลงเร่ือยๆ กระทั่งในเดือนที่ 5 ของการเก็บรักษา ซ่ึงเหลือแบคทีเรีย
ปฏิปกษที่คงมีชีวิตอยูบนผิวเมล็ดเฉล่ีย 1.2x105 cfu/เมล็ด (Table 2)  
 
ประสิทธิภาพของชีวภัณฑแบคทีเรียปฏิปกษสูตรน้ํา ตอการควบคุมแบคทีเรีย Aac บนใบแตง 

ชีวภัณฑสูตรน้ําของแบคทีเรียปฏิปกษ B. subtilis B076 ทั้ง 3 สูตรที่ผสมน้ํา ผสม NB และผสมสารจับใบมี
ประสิทธิภาพในการควบคุมเช้ือแบคทีเรีย Aac ทั้งกอนและหลังการปลูกเช้ือ Aac โดยพบวาในวันที่ 5 ใบแตงบริเวณที่ทํา
แผลและปลูกเช้ือ เร่ิมมีอาการของโรคต้ังแตอาการวงเหลืองรอบแผล จนถึงอาการแผลไหม โดยพบวาในกรรมวิธีที่พนชีว
ภัณฑกอนพนเช้ือสาเหตุโรค มีความรุนแรงในการเกิดโรคนอยกวากรรมวิธีที่พนเช้ือสาเหตุโรคกอนพนชีวภัณฑ โดยชีว
ภัณฑทั้ง 3 สูตร สามารถลดการเกิดโรคจากเช้ือแบคทีเรีย Aac KK9 ไดดี ใกลเคียงกัน (Table 3) 

 

ผลการศึกษา

การเป็นปฏิปักษ์ของแบคทีเรีย B. subtilis B076 

ต่อเชื้อแบคทีเรีย Aac

	 ผลการทดสอบการเป็นปฏิปักษ์ของแบคทีเรีย

ปฏิปักษ์ B. subtilis B076 ต่อเชื้อแบคทีเรีย Aac 

KK9 บนอาหารNA พบว่าสามารถยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรีย Aac ได้ดี โดยมีเส้นผ่าศูนย์กลางการยับยั้ง

เฉลี่ย 1.94 ซม.

อัตราการสร ้างเซลล์ทนร ้อนของแบคทีเรีย

ปฏิปักษ ์

	 จากการทดลอง พบว่า ในแต่ละช่วงเวลาของการ

เลี้ยง แบคทีเรียปฏิปักษ์ B. subtilis B076 มีสัดส่วน

การสร้างเซลล์ทนร้อนสูงสุดในวันที่ 5 คือ 61% เทียบ

กบัเมือ่อาย ุ3 และ 7 วนั ทีส่ร้างได้เพยีง 1.4 และ 1.2% 

ตามล�ำดับ (Table 1) 

การผลิตผงแห้งของแบคทีเรียปฏิปักษ์

จากการเลีย้งแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ B. subtilis B076 

ในอาหาร NB ที่เติมกลูโคส 2% ที่อุณหภูมิ 28 ๐ซ เป็น

เวลา 5วัน เมื่อตกตะกอนเซลล์ แล้วละลายตะกอน

ในน�้ำนมพร่องไขมัน 10% จะได้เซลล์แขวนลอยของ

แบคทเีรยีสขีาวขุน่ ซึง่เซลล์แขวนลอยปรมิาตร 1 มล. มี

น�ำ้หนกั 400 มก. มปีรมิาณแบคทเีรยี 1.5x108 cfu/มล. 

เมือ่ผ่านกระบวนการระเหดิแห้งด้วยเครือ่ง Lyophilizer 

แล้วจะได้ผงแห้งแบคทีเรีย 100 มก. โดยมีปริมาณ

เซลล์แบคทีเรีย B. subtilis B076 คงเหลือ 8.6x107 

cfu/มล. ลดลงจากปริมาณเริ่มต้น 42.7%

การเคลือบเมล็ดด้วยชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์

สารเคลือบเมล็ดที่ผสมแบคทีเรียปฏิปักษ์ B. 

subtilis B076 เข้ากับ BS-coat2 ให้ผลการเคลือบที่

ดี ผิวเรียบสม�่ำเสมอ เมล็ดแตงที่เคลือบแล้วมีปริมาณ

แบคทีเรียปฏิปักษ์ติดอยู่ที่ผิวเมล็ดเฉลี่ย 7x105 cfu/

เมลด็ โดยเริม่ลดลงในปลายเดอืนที ่3 อย่างมนียัส�ำคญั

ยิ่งทางสถิติ และลดลงเรื่อยๆ กระทั่งในเดือนที่ 5 ของ

การเกบ็รกัษา ซึง่เหลอืแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ทีค่งมชีวีติอยู่

บนผิวเมล็ดเฉลี่ย 1.2x105 cfu/เมล็ด (Table 2) 

ประสิทธิภาพของชีวภัณฑ์แบคทีเรียปฏิปักษ์สูตร

น�้ำ ต่อการควบคุมแบคทีเรีย Aac บนใบแตง

	 ชวีภณัฑ์สตูรน�ำ้ของแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ B. subtilis 

B076 ทัง้ 3 สตูรทีผ่สมน�้ำ ผสม NB และผสมสารจบัใบ

มีประสิทธิภาพในการควบคุมเชื้อแบคทีเรีย Aac ทั้ง

ก่อนและหลงัการปลกูเชือ้ Aac โดยพบว่าในวนัที ่5 ใบ

แตงบรเิวณทีท่�ำแผลและปลกูเชือ้ เริม่มอีาการของโรค

ตั้งแต่อาการวงเหลืองรอบแผล จนถึงอาการแผลไหม้ 

โดยพบว่าในกรรมวิธีที่พ่นชีวภัณฑ์ก่อนพ่นเชื้อสาเหตุ

โรค มคีวามรนุแรงในการเกดิโรคน้อยกว่ากรรมวธิทีีพ่่น

เชื้อสาเหตุโรคก่อนพ่นชีวภัณฑ์ โดยชีวภัณฑ์ทั้ง 3 สูตร 

สามารถลดการเกดิโรคจากเชือ้แบคทเีรยี Aac KK9 ได้

ดี ใกล้เคียงกัน (Table 3)
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Table 2 Number of viable bacteria assessed after seed-coating with B. subtilis B076 and storage at 5 °C.  

Time  
Number of B. subtilis B076 CFU/seed (x105) 
r1  r2  r3  r4  r5  r6  r7  r8  r9  r10  Average1/  Std Dev.  

0 month  5.2  6.6  5.8  6.2  7.6  5.4  8.2  9.2  9.6  5.8  7.0 a  ± 1.59  
1 month  8.4  6.5  7.5  9.3  5.9  8.0  5.8  6.0  5.6  5.4  6.8 a  ± 1.36  
2 month  4.5  7.1  6.4  5.8  6.8  6.0  9.2  7.9  6.4  5.6  6.6 a  ± 1.30  
3 month  5.2  5.0  4.3  7.5  5.4  6.7  5.3  5.8  4.6  3.8  5.4 b  ± 1.10  
4 month  3.7  1.8  4.6  2.2  2.8  3.6  3.3  5.0  1.7  4.5  3.3 c  ± 1.18  
5 month  1.2  0.9  1.4  1.1  1.0  1.3  1.7  1.1  1.3  1.2  1.2 d  ± 0.23  
1/ Means in a column followed by the same letter are not significantly different (P<0.01) by LSD C.V.(%) = 
23.91 
 
Table 3 Efficacy of B. subtilis B076 formulations on protecting of leaf area from Aac KK9 infection. 

Treatments spray 1st  spray 2ed  Number of symptom on leaf area 
No symptom Symptomless Moderate Severe 

1 H2O - 16 - - - 
2 Aac-KK9 H2O - 8 4 4 
3 Aac-KK9 B076 -A1/ - 14 2  
4 Aac-KK9 B076 -B 2/ - 14 1 1 
5 Aac-KK9 B076 -C 3/ - 16 - - 
6 B076 -A Aac-KK9 13 2 1 - 
7 B076 -B Aac-KK9 12 3 1 - 
8 B076 -C Aac-KK9 13 2 1 - 
9 B076 -A - 16 - - - 
10 B076 -B - 16 - - - 
11 B076 -C - 15 1 - - 

1/ B. subtilis B076+H2O               2/ B. subtilis B076+ NB               3/ B. subtilis B076+ sticker 
 

สรุป 
 

 แบคทีเรีย B. subtilis B076 มีความสามารถในการเปนปฏิปกษตอแบคทีเรีย Aac ไอโซเลต KK9 ในระดับ
หองปฏิบัติการ และสามารถสรางเซลลทนรอนไดสูงสุด61% ในวันที่ 5 เม่ือเล้ียงในอาหาร NB ที่เติมกลูโคส 2% 
กระบวนการระเหิดแหงดวยเคร่ือง Lyophilizer ทําใหปริมาณเซลลแบคทีเรีย B. subtilis B076 ลดลง 42.7% ผงแหงของ
แบคทีเรียปฏิปกษที่ไดสามารถผสมกับสารเคลือบ BS-coat2 ไดดี ใหผิวเรียบสมํ่าเสมอ เมล็ดแตงที่เคลือบแลวมีปริมาณ
แบคทีเรียปฏิปกษติดอยูที่ผิวเมล็ดหลังเคลือบ 7x105 cfu/เมล็ด และเร่ิมลดลงต้ังแตปลายเดือนที่ 3 ของการเก็บรักษา แต

สรุป

	 แบคทีเรีย B. subtilis B076 มีความสามารถใน

การเป็นปฏิปักษ์ต่อแบคทีเรีย Aac ไอโซเลต KK9 ใน

ระดับห้องปฏิบัติการ และสามารถสร้างเซลล์ทนร้อน

ได้สูงสุด 61% ในวันที่ 5 เมื่อเลี้ยงในอาหาร NB ที่

เติมกลูโคส 2% กระบวนการระเหิดแห้งด้วยเครื่อง 

Lyophilizer ท�ำให้ปริมาณเซลล์แบคทีเรีย B. subtilis 

B076 ลดลง 42.7% ผงแห้งของแบคทเีรยีปฏปัิกษ์ทีไ่ด้

สามารถผสมกบัสารเคลอืบ BS-coat2 ได้ด ีให้ผวิเรยีบ
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สม�่ำเสมอ เมล็ดแตงที่เคลือบแล้วมีปริมาณแบคทีเรีย

ปฏิปักษ์ติดอยู่ที่ผิวเมล็ดหลังเคลือบ 7x105 cfu/เมล็ด 

และเริ่มลดลงตั้งแต่ปลายเดือนที่ 3 ของการเก็บรักษา 

แต่ปริมาณของแบคทีเรียที่คงอยู่ยังคงไม่ต�่ำกว่า 105 

cfu/เมล็ด นอกจากนั้นชีวภัณฑ์สูตรน�้ำของแบคทีเรีย

ปฏิปักษ์ B. subtilis B076 ยังมีประสิทธิภาพในการ

ควบคุมเชื้อแบคทีเรีย Aac KK9 บนใบแตงแคนตาลูป  

ในระดับเรือนทดลอง โดยในกรรมวิธีที่พ่นชีวภัณฑ์ลง

บนใบแตงก่อนพ่นเชื้อสาเหตุโรค ให้ผลในการควบคุม

การเกิดโรคได้ดีกว่ากรรมวิธีพ่นเชื้อสาเหตุโรคก่อน 

โดยชวีภณัฑ์ทัง้ 3 สตูร สามารถลดการเกดิโรคจากเชือ้

แบคทีเรีย Aac KK9 ได้ดี ใกล้เคียงกัน

ค�ำขอบคุณ

	 งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนส่วนหนึ่งจากศูนย์

ความเป็นเลิศด้านเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ส�ำนัก

พัฒนาบัณฑิตศึกษาและวิจัยด ้านวิทยาศาสตร ์

และเทคโนโลยีส�ำนักคณะกรรมการการอุดมศึกษา 

กระทรวงศึกษาธิการ และศูนย์วิจัยเทคโนโลยีชีวภาพ

ทางการเกษตรเพื่อเศรษฐกิจที่ยั่งยืน มหาวิทยาลัย
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Table 3 Efficacy of B. subtilis B076 formulations on protecting of leaf area from Aac KK9 infection. 

Treatments spray 1st  spray 2ed  Number of symptom on leaf area 
No symptom Symptomless Moderate Severe 

1 H2O - 16 - - - 
2 Aac-KK9 H2O - 8 4 4 
3 Aac-KK9 B076 -A1/ - 14 2  
4 Aac-KK9 B076 -B 2/ - 14 1 1 
5 Aac-KK9 B076 -C 3/ - 16 - - 
6 B076 -A Aac-KK9 13 2 1 - 
7 B076 -B Aac-KK9 12 3 1 - 
8 B076 -C Aac-KK9 13 2 1 - 
9 B076 -A - 16 - - - 
10 B076 -B - 16 - - - 
11 B076 -C - 15 1 - - 

1/ B. subtilis B076+H2O               2/ B. subtilis B076+ NB               3/ B. subtilis B076+ sticker 
 

สรุป 
 

 แบคทีเรีย B. subtilis B076 มีความสามารถในการเปนปฏิปกษตอแบคทีเรีย Aac ไอโซเลต KK9 ในระดับ
หองปฏิบัติการ และสามารถสรางเซลลทนรอนไดสูงสุด61% ในวันที่ 5 เม่ือเล้ียงในอาหาร NB ที่เติมกลูโคส 2% 
กระบวนการระเหิดแหงดวยเคร่ือง Lyophilizer ทําใหปริมาณเซลลแบคทีเรีย B. subtilis B076 ลดลง 42.7% ผงแหงของ
แบคทีเรียปฏิปกษที่ไดสามารถผสมกับสารเคลือบ BS-coat2 ไดดี ใหผิวเรียบสมํ่าเสมอ เมล็ดแตงที่เคลือบแลวมีปริมาณ
แบคทีเรียปฏิปกษติดอยูที่ผิวเมล็ดหลังเคลือบ 7x105 cfu/เมล็ด และเร่ิมลดลงต้ังแตปลายเดือนที่ 3 ของการเก็บรักษา แต


