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บทคัดย่อ 

การศึกษาประกอบด้วย 6 ขั้นตอน ขั้นตอนแรกเป็นการพฒันาสูตรอาหารท่ีเหมาะสม
ส าหรับการเพิ่มปริมาณยอดของตน้ตอส้มทรอยเยอร์โดยเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อจากล าตน้และรากบน
อาหารแข็งสังเคราะห์สูตร Murashige and Skoog (MS) ท่ีแตกต่างกนัจ านวน 5 สูตร ดงัน้ี 1) สูตร 
MS ชุดควบคุมไม่เติม สารควบคุมการเจริญเติบโต 2) สูตรMS1 เติม BAP 1.5 มก./ลิตร kinetin 1.5 
มก./ลิตร และ NAA 0.1 มก./ลิตร 3) สูตร MS2 เติม BAP 1.0 มก./ลิตร kinetin 1.0 mg/l  และ NAA 
0.1 มก./ลิตร 4) สูตร MS3 เติม BAP 2.0 มก./ลิตร และ NAA 0.1 มก./ลิตร และ 5) สูตร MS4 เติม 
kinetin 2.0 มก./ลิตร และ NAA 0.1 มก./ลิตร ในขั้นตอนท่ี 2 เป็นการศึกษาอาการโรคแคงเกอร์ของ
มะกรูดและแยกเช้ือสาเหตุโรคโดยใชอ้าหาร Yeast Extract Dextrose CaCO3 (YDC) ในขั้นตอนท่ี 3 
เป็นการทดสอบความสามารถในการท าให้เกิดโรคของเช้ือสาเหตุโรคท่ีแยกได ้โดยใช้ตน้กลา้ส้ม
ทรอยเยอร์อายุ 3 เดือน ท่ีเพาะเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือและตน้กลา้ส้มทรอยเยอร์และคลีโอพตัรา 
อาย ุ6 เดือน ท่ีเพาะเล้ียงในสภาพโรงเรือน แลว้ปลูกเช้ือสาเหตุโรคท่ีมีความเขม้ขน้ 108 cfu/มล. ดว้ย
การฉีดพ่นบนใบหรือการแช่ตน้กลา้ลงในเซลล์แขวนลอยของเช้ือ เปรียบเทียบการเกิดโรคกบัชุด
ควบคุมท่ีฉีดพ่นตน้กลา้ส้มดว้ยน ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ ในขั้นตอนท่ี 4 เป็นการแยกเช้ือแอกติโนไมซีสต์
แอนโดไฟตจ์ากเน้ือเยือ่ส่วนใบและก่ิงของมะขวิด (Limonia acidizssima L.) และมะสัง (Feroniella 
lucida Scheff.) โดยใช้อาหารเล้ียงเช้ือ Inhibitory Mold Agar 2 (IMA-2) และการทดสอบ
ประสิทธิภาพของเช้ือท่ีแยกได้ในการยบัย ั้งเช้ือสาเหตุโรคแคงเกอร์โดยวิธี well diffusion  
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ในขั้นตอนท่ี 5 เป็นการชักน าให้ตน้กล้าส้มทรอยเยอร์ต้านทานต่อโรคแคงเกอร์ โดยหยดเช้ือ 
แอกติโนไมซีสตเ์อนโดไฟตท่ี์คดัเลือกไดข้องแต่ละไอโซเลทท่ีมีเขม้ขน้ 104 cfu/มล. ปริมาตร 1 มล. 
บนผวิหนา้อาหารท่ีเพาะเล้ียงกลา้ส้มในสภาพปลอดเช้ือเป็นเวลา 30 วนั ก่อนปลูกเช้ือสาเหตุโรค 
โดยการจุ่มล าตน้และใบของตน้กลา้ลงในเซลล์แขวนลอยของเช้ือสาเหตุ แลว้ยา้ยปลูกตน้กลา้ลง
ในขวดแกว้ท่ีมี vermiculite และอาหารเหลว MS ซ่ึงน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ พร้อมทั้งประเมินระดบัความ
รุนแรงของโรค หลงัจากการปลูกเช้ือสาเหตุโรคเป็นเวลา 7 วนั ในขั้นตอนที่ 6 เป็นการศึกษา
ความสามารถของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ในการเขา้อาศยัในตน้กลา้ส้มที่เพาะเล้ียงใน
สภาพปลอดเช้ือและในสภาพโรงเรือน โดยในสภาพปลอดเช้ือปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโด
ไฟต์ท่ีคดัเลือกไดเ้ขม้ขน้ 104 cfu/มล. ปริมาตร 1 มล. บนผิวหน้าอาหารท่ีเพาะเล้ียงกลา้ส้มแต่ละ
ตน้ แลว้แยกเช้ือกลบัจากส่วนใบ ล าตน้ และรากของตน้กลา้ส้ม หลงัการปลูกเช้ือเป็นเวลา 14 
และ 30 วนั ส าหรับการทดสอบในสภาพโรงเรือน ปลูกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ให้กบั
ตน้กลา้ที่ไดจ้ากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อเป็นเวลา 30 วนั ก่อนยา้ยตน้กลา้ลงปลูกในถาดหลุมที่ใช้
แกลบด าน่ึงฆ่าเช้ือเป็นวสัดุปลูกแลว้แยกเช้ือกลบัที่ระยะเวลา 7, 14, 21 และ 30 วนั หลงัออก
ปลูก จากผลการทดลองในแต่ละขั้นตอน พบว่า จากการเปรียบเทียบสูตรอาหารทั้ง 4 สูตร ใน
การเพิ่มปริมาณยอดของตน้ตอส้มหลงัการเพาะเล้ียง 30 วนั อาหารสูตร MS3 สามารถชกัน า
เน้ือเยื่อส่วนรากและล าตน้ให้เกิดยอดมากท่ีสุดเท่ากบั 11.7 และ 7.5 ยอดต่อช้ินพืช ตามล าดบั ใน
การศึกษาอาการของโรคแคงเกอร์ของใบมะกรูด พบว่า ใบที่แสดงอาการของโรคอย่างรุนแรง 
ใบมีลกัษณะเป็นจุดสีน ้าตาลอ่อนอมเหลือง ฉ ่าน ้า ทั้งบนใบและใตใ้บ จากการแยกเช้ือสาเหตุจาก
แผลพบเช้ือแบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis pv. citri ซ่ึงสามารถท าให้ตน้กลา้ส้มแสดง
อาการของโรคหลงัปลูกเช้ือสาเหตุโรคแคงเกอร์ในสภาพปลอดเช้ือและสภาพโรงเรือน เป็นเวลา 
7 และ 14 วนั ตามล าดบั จากการแยกเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ พบว่า สามารถแยกเช้ือ
แอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ จากมะขวิดได ้3 ไอโซเลท และจากมะสัง 1 ไอโซเลท เช้ือแอกติโน
ไมซีสต์เอนโดไฟต์ ไอโซเลท LIM1 และ LIM2 ท่ีไดจ้ากมะขวิดสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ
สาเหตุโรคแคงเกอร์ โดยมีบริเวณยบัย ั้ง (clear zone) เท่ากบั 2.4 และ 1.6 เซนติเมตร ตามล าดบั 
ซ่ึงแตกต่างจากไอโซเลทท่ีเหลืออีก 2 ไอโซเลทอย่างมีนยัส าคญั ผลจากการชกัน าให้ตน้กลา้ส้ม
ทรอยเยอร์ตา้นทานต่อโรคแคงเกอร์โดยการปลูกเชื้อแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟต์ พบว ่า  
ไอโซเลท LIM1 และ LIM2 สามารถลดความรุนแรงและจ านวนตน้กลา้ท่ีเกิดโรคได ้โดยพบตน้
กลา้แสดงอาการโรคแคงเกอร์ที่ระดบั 1 เท่ากบั 50 และ 38.9 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ขณะที่ชุด
ควบคุมซ่ึงปลูกเช้ือสาเหตุโรคเพียงอย่างเดียวมีระดบัความรุนแรงของโรคมากถึงระดบั 4 เท่ากบั 
66.7 เปอร์เซ็นต์ ผลจากการศึกษาความสามารถของเช้ือแอกติโนไมซีสต์เอนโดไฟตไ์อโซเลท 
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LIM1 ในการเขา้อาศยัภายในเน้ือเยือ่ของตน้กลา้ส้มในสภาพปลอดเช้ือ หลงัการบ่มเช้ือเป็นเวลา 14 
และ 30 วนั พบว่า สามารถแยกเช้ือกลบัไดจ้ากเน้ือเยื่อส่วนใบและล าตน้รวมเท่ากบั 17.5 และ 40 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั และเม่ือยา้ยตน้กลา้ออกปลูกในแกลบด าในสภาพโรงเรือนและแยกเช้ือกลบัท่ี
ระยะเวลา 7, 14, 21 และ 30 วนั หลงัออกปลูก พบวา่ สามารถแยกเช้ือกลบัจากเน้ือเยื่อส่วนใบและ
ล าตน้ไดเ้ท่ากบั 27.5, 45, 50 และ 52.5 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ขณะท่ีไม่สามารถแยกเช้ือกลบัไดจ้าก
เน้ือเยือ่ส่วนรากของตน้กลา้ส้ม 
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Abstract 

The study consisted of six working steps. The first step was the development of proper 
media for mass propagation of Citrange Troyer citrus seedlings. The stem and root segments of 
citrus seedlings were cultured on the modified Murashige and Skoog (MS) solid media with five 
different formations as follows; 1.) MS medium without plant hormone as the control, 2.) MS1 
with 6-benzylaminopurine (BAP) 1.5 mg/l, kinetin 1.5 mg/l and α-naphthalene acetic acid 
(NAA) 0.1 mg/l, 3.) MS2 with BAP 1.0 mg/l, kinetin 1.0 mg/l and NAA 0.1 mg/l, 4.) MS3 with 
BAP 2.0 mg/l and NAA 0.1 mg/l, 5.) MS4 with kinetin 2.0 mg/l and NAA 0.1 mg/l. In the second 
step, the symptom of canker disease in rough lemon was investigated and the pathogenic 
microorganism was isolated using Yeast Extract Dextrose CaCO3 (YDC) medium. In the third 
step, the pathogenicity of isolated pathogenic microorganism was tested under aseptic condition 
by using three months old plantlets of Citrange Troyer citrus and under greenhouse by using six 
months old seedlings of Citrange Troyer and Clreopatra citrus. For both conditions, the cell 
suspension of the isolated pathogenic microbe at the concentration of 108 cfu/ml was inoculated 
by either spraying onto the leaves or dipping the plantlets or seedling into the cell suspension. The 
control treatments in which autoclaved distilled water was used for spraying or dipping were 
included for comparison. In the forth step, endophytic actinomycetes were isolated from the leaf 
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and twig tissues of Wood apple (Limonia acidizssima L.) and Java feroniella (Feroniella lucida 
Scheff.) using Inhibitory Mold Agar 2 (IMA-2). Then, their antimicrobial activities against canker 
pathogen were tested using well diffusion method. In the fifth step the selected effective 
endophytic actinomycetes isolated were tested to induce canker disease resistance in Citrange 
Troyer plantlets. One ml of cell suspension of each endophytic actinomycetes at the concentration 
of 104 cfu/ml was inoculated onto the surface of the culturing medium of each plantlet and 
incubated for 30 days before inoculation of canker pathogen by dipping the stem and leaves of 
plantlets into the cell suspension of canker pathogen. The plantlets were grown in the glass bottles 
containing vermiculite and MS liquid medium under aseptic condition and the canker disease 
symptom of the plantlets were evaluated at 7 days after disease inoculation. In the sixth step, 
citrus host colonization ability of the most effective endophytic actinomycetes was tested in vitro 
and in vivo. One ml of cell suspension of the selected endophytic actinomycetes at the 
concentration of 104cfu/ml was used for inoculation onto the surface of culturing medium of each 
Citrange Troyer plantlet and then inoculation for 14 and 30 days before re-isolated of the 
endophytic actinomycetes in the leave, stem and roots of the treated plants. For in vivo testing, the 
inoculated plantlets were transplanted into charcoal rice husk in plastic tray at 30 days after 
inoculation. Re-isolation of the inoculated endophytic actinomycetes were done at 7, 14, 21 and 
30 days after transplanting. It was found that at 30 days after culturing, MS3 induced statistically 
the highest numbers of regenerated shoots compared to the offer four formulations. From this 
media there were 11.7 and 7.5 shoots derived from each root and stem segments respectively. In 
rough lemon which had severe canker disease symptom, there were the pustule lesion with 
brownish yellow color surrounded by water soaking yellow halos on the upper and lower surfaces 
of the leaves. The isolated canker disease pathogen was the bacterium which was identified as 
Xanthomonas axonopodis pv. citri. Its pathogenicity was showed after inoculation the cell 
suspension to the tissue cultured Citrange Troyer plantlets grown under aseptic condition and 
glass house for 7 and 15 days respectively. Three isolates of endophytic actinomycetes were 
obtained from the tissue of Limonia acidizssima (L.) and one from Feroniella lucida (Scheff.). 
Considering from the clear zone of pathogen inhibiting of LIM1 and LIM2 endophytic 
actinomycetes isolates at 2.4 and 1.6 cm respectively, there two isolates were significantly better 
than the remaining two isolates  for their antimicrobial activities against canker pathogen. The 



ฌ 

results from induction of canker disease resistance in Citrange Troyer plantlets by endophytic 
actinomycetes inoculation showed LIM1 and LIM2 clearly reduced disease severity and the 
plantlets which showed canker disease symptom at the level 1 were 50 and 38.9 % of the total 
numbers of the tested plantlets respectively while those from the control treatment which were 
inoculated with only canker pathogen were severity infected at the level 4 about 66.7 %. The 
result from host colonization testing of LIM1 in vitro showed that at 14 and 30 days after 
incubation there were 17.5 and 40 % of the total segments of the leaves and stems of the 
inoculated plantlets which LIM1 could be re-isolated respectively, while that from the roots was 
only 10 %. In the case of   in vivo testing, it was found that at 7, 14, 21 and 30 days after 
transplanting the leave and stem segments which LIM1 could be re-isolated were 27.5, 45.5, 50 
and 52 % respectively while none were obtained from the root segments. 


