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บทคัดย่อ 
  

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือแยกและคัดกรองแบคทีเรียเอนโดไฟต์จากไหลสตรอว์เบอร์รีที่
มีคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญเติบโตและฤทธิ์ต้านการเจริญของเชื้อราบางชนิด  จากการศึกษานี้
พบว่า แบคทีเรียที่แยกได้จากไหลสตรอว์เบอร์รี จ านวน 117 ไอโซเลต มีความสามารถในการละลาย
ฟอสเฟตเมื่อทดสอบด้วยวิธี Molybdenum-blue method โดยไอโซเลต DB021 มีประสิทธิภาพใน
การละลายฟอสเฟตได้สูงที่สุดเท่ากับ 234.64±2.64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  นอกจากนี้ยังพบว่า 
ไอโซเลต DB041 สามารถผลิต IAA ได้มากที่สุดเท่ากับ 322.10±0.87 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เมื่อน า
น้ าเลี้ยงส่วนใสมาท าปฏิกิริยากับสารละลาย  Salkowski's Reagent  ในการทดสอบด้วยวิธี 
dual culture พบว่า ไอโซเลต DB065 สามารถยับยั้งการเจริญของเส้นใย  Rhizoctonia solani 
1406 ได้ดีที่สุดโดยมีเปอร์เซ็นต์การยับยั้งเท่ากับ 42.67±1.59%  ในขณะที่ไอโซเลต DB071 สามารถ
ยั บ ยั้ งก าร เจ ริญ ขอ ง เส้ น ใย  Fusarium sp. FB3-3 และ  Colletotrichum gloeosporioides 
DBCS-01 ได้ ดี ที่ สุ ด โดยมี เป อร์ เซ็ น ต์ การยั บ ยั้ ง เท่ ากับ  43.05±0.18% และ  54.92±0.26% 
ตามล าดับ  จากการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อราจากสารละลายส่วนใสที่ได้จากการเลี้ยง
แบคทีเรียในอาหารเหลว 5 ชนิดด้วยวิธี agar well diffusion พบว่า ส่วนใสของไอโซเลต DB071 ที่
ได้จากการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร T2 สามารถยับยั้งการเจริญเส้นใยของเชื้อราที่ทดสอบได้ทุก
ชนิด  จากการศึกษาประสิทธิภาพของหัวเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในระดับโรงเรือนพบว่า แบคทีเรีย
จ านวน  3 ไอโซเลต  ได้แก่  DB016, DB021 และ  DB041 มีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของต้นสตรอว์เบอร์รี พบว่าเมื่อเติมแบคทีเรียร่วมกับวัสดุปลูกและปุ๋ยเคมี  สามารถ
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ส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นสตรอว์เบอร์รีได้ดีกว่าชุดควบคุม  เมื่อน าแบคทีเรียทั้ง 8 ไอโซเลต ไป
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน  16S rRNA สามารถระบุชนิดของแบคที เรียได้ดังนี้  คือ 
Bacillus subtilis DB016, Bacillus siamensis DB051 แ ล ะ  DB071, Microbacterium 
enclense DB021, Pseudomonas aeruginosa DB065, Enterobacter quasiroggenkampii 
DB035, Enterobacter sp. DB041 และ DB044 การศึกษานี้เป็นการรายงานในระดับหลอดทดลอง
ครั้งแรกของแบคทีเรียเอนโดไฟต์จากไหลสตรอว์เบอร์รีที่มีศักยภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของพืช ไอโซเลตที่มีศักยภาพดีที่สุดจะน าไปทดสอบประสิทธิภาพในระดับแปลงปลูกเพ่ือลดความ
รุนแรงของโรคและช่วยเพิ่มผลิตของสตรอว์เบอร์รีตามหลักการการปฏิบัติทางการเกษตรที่ดี (GAP) 
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ABSTRACT 
  

The objective of this research was to isolate endophytic bacteria from 
strawberry runners and to screen for plant growth-promoting properties and 
antifungal activity. A total of 117 isolates of bacterial endophytes showed soluble 
phosphate activity when tested by the Molybdenum-blue method. Isolate DB021 
had the highest phosphate solubility efficiency at 234.64±2.64 µg/ml. Also, isolate 
DB041 had the highest IAA production of 322.10±0.87 µg/ml when tested with the 
Salkowski's Reagent. Dual culture assay results revealed that antagonism of DB065 
against Rhizoctonia solani 1406 showed the highest percentage of inhibition 
(42.67±1.59). Furthermore, DB071 inhibited growth of Fusarium sp. FB3-3 and 
Colletotrichum gloeosporioides DBCS-01 by 43.05±0.18% and 54.92±0.26%, 
respectively. In this study, the cell-free supernatant obtained from five different 
media were tested against Rhizoctonia solani 1406, Fusarium sp. FB3-3 and C. 
gloeosporioides DBCS-01. The agar well diffusion assay showed that DB071 cultivated 
in T2 medium inhibited mycelial growth of the three fungal pathogens. To study the 
efficacy of endophytic bacteria at the greenhouse level, it was found that three 
isolates (DB016, DB021 and DB041), were effective in promoting the growth of 
strawberry plants when mixed with chemical fertilizers. Based on 16S rRNA gene 
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sequence analysis, eight bacterial isolates were classified as follows: Bacillus subtilis 
DB016, B. siamensis DB051 and DB071, Enterobacter quasiroggenkampii DB035, 
Enterobacter sp. DB041 and DB044, Microbacterium enclense DB021, and 
Pseudomonas aeruginosa DB065. This is the first in vitro study of endophytic bacteria 
isolated from strawberry runners with the potential to enhance plant growth. The 
most promising isolates will now be evaluated for their effectiveness at field study to 
reduce disease and promote strawberry production based on Good Agricultural 
Practices (GAP). 
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ประกาศคุณูปการ 
 

ประกาศคุณูปการ 
  

ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสูงในความกรุณาของ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.จวงจันทร์ 
จ าปาทอง ประธานที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ที่ได้อุตส่าห์สละเวลาอันมีค่ามาเป็นที่ปรึกษา พร้อมทั้งให้
ค าแนะน าตลอดระยะเวลาในการท าวิทยานิพนธ์ฉบับนี้  และขอกราบขอบพระคุณคณะกรรมการ
วิทยานิพนธ์อันประกอบไปด้วย ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.วิภา หอมหวล กรรมการที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ 
ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ฐนิตา บุญสร้างสม กรรมการที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ รวมถึงขอบพระคุณ ผู้ช่วย
ศาสตราจารย์ ดร.มธุรส ชัยหาญ ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ์  และผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. กวี 
สุจิปุลิ กรรมการผู้ทรงคุณวุฒิภายใน ที่ได้กรุณาให้ค าแนะน าตลอดจนแก้ไขข้อบกพร่องของวิทยานิพนธ์
ด้วยความเอาใจใส่ จนท าให้วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงได้อย่างสมบูรณ์และทรงคุณค่า 

ขอขอบคุณทุนสนับสนุนการวิจัยภายใต้โครงการ  “พัฒนานักวิจัยและงานวิจัยเพ่ือ
อุตสาหกรรม (พวอ.)” รหัสโครงการ วิจัย “6022093” ได้รับการสนับสนุนทุนวิจัย ประเภททุนผู้ช่วย
วิจัยระดับปริญญาโทเพ่ืออุตสาหกรรมและวิสาหกิจชุมชนท่องเที่ยวเชิงเกษตรเขาค้อซึ่งเป็นผู้ร่วมให้ทุน 

เหนือสิ่งอ่ืนใดขอกราบขอบพระคุณ บิดา มารดา ของผู้วิจัยที่ให้ก าลังใจและให้การสนับสนุน
ในทุกๆ ด้านอย่างดีท่ีสุดเสมอมา 

คุณค่าและคุณประโยชน์อันพึงจะมีจากวิทยานิพนธ์ฉบับนี้  ผู้วิจัยขอมอบและอุทิศแด่ผู้มี
พระคุณทุกๆ ท่าน ผู้วิจัยหวังเป็นอย่างยิ่งว่า งานวิจัยนี้จะเป็นประโยชน์ต่อผู้ที่สนใจ 
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บทที่  1  
บทน า 

 
ความเป็นมาของปัญหา 
 จังหวัดเพชรบูรณ์เป็นจังหวัดหนึ่งในเขตภาคเหนือตอนล่างของประเทศไทยมีสภาพภูมิ 
ประเทศล้อมรอบด้วยภูเขา สภาพภูมิอากาศแตกต่างกันมากในแต่ละฤดูกาล กล่าวคืออากาศมักจะ
ร้อนมากในฤดูร้อน และหนาวเย็นจัดในฤดูหนาว ด้วยสภาพแวดล้อม และภูมิอากาศที่เหมาะสม  ท า
ให้เขาค้อเป็นแหล่งเพาะปลูกพืชพันธุ์ต่างๆ และในปัจจุบันรัฐบาลได้มีการส่งเสริมการท่องเที่ยวเชิง
เกษตรมากขึ้น มุ่งเน้นการส่งเสริมนโยบายการท่องเที่ยว โดยแบ่งออกเป็น  2 แบบ ได้แก่ 1) เชิง
อุตสาหกรรม ซึ่งรูปแบบของการท่องเที่ยวเชิงเกษตรนั้น เป็นการเปิดให้นักท่องเที่ยว เข้ามาชมแปลง
ปลูก เพ่ือสัมผัสวิถีเกษตรกรรม และเก็บผลสตรอว์เบอร์รีสด 2) เชิงการศึกษาเชิงลึก ได้มีหน่วยงานที่
เกี่ยวข้องพยายามส่งเสริมให้มีการผลิตสตรอว์เบอร์รีที่ปลอดภัย เพ่ือให้ผู้บริโภคนั้นมีสุขภาพที่ดี ตาม
นโยบาย “พักเขาค้อ 1 คืน อายุยืนไป 1 ปี” มีจุดมุ่งหมายเพ่ือกระตุ้นเศรษฐกิจท้องถิ่นโดยใช้พืช
พันธุ์ทางการเกษตรที่ปลูกได้ในสภาพพ้ืนที่สูง ในการปลูกสตรอว์เบอร์รีเพ่ือส่งเสริมการท่องเที่ยวเชิง
เกษตรนั้น พบว่าผลผลิตที่ได้ประสบภาวะปัญหาศัตรูพืช ท าให้เกษตรกรผู้เพาะปลูกส่วนใหญ่ใช้
สารเคมีฉีดพ่นก าจัดศัตรูพืชเหล่านั้นจนเป็นที่วิตกกังวลว่า การใช้สารเคมีที่ผิดวิธีและมากจนเกินไป 
อาจก่อให้เกิดการตกค้างของสารเคมีต่างๆ และก่อให้เกิดผลเสียต่อผู้บริโภครวมถึงการสะสมของ
สารเคมีที่ตกค้างอยู่ในธรรมชาติ จากปัญหาดังกล่าวท าให้งานวิจัยนี้มีเป้าหมายในการน าจุลินทรีย์มา
ใช้ประโยชน์เพ่ือช่วยลดปัญหาการใช้ปุ๋ยเคมี และสารเคมีก าจัดศัตรูพืชเพ่ือความปลอดภัยต่อผู้บริโภค
และสิ่งแวดล้อม 
 ในงานวิจัยครั้งนี้มุ่งเน้นศึกษาแบคทีเรียเอนโดไฟต์จากบริเวณเนื้อเยื่อไหลสตรอว์เบอร์รีใน
พ้ืนที่บ้านไร่ไออุ่นสตรอเบอรี่ ต าบลเขาค้อ อ าเภอเขาค้อ จังหวัดเพชรบูรณ์ เพ่ือน ามาพัฒนาเป็น
ผลิตภัณฑ์ชีวภัณฑ์ เนื่องจากแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในบริเวณเนื้อเยื่อและรอบรากพืชมีความสัมพันธ์กับ
พืชในเชิงบวก คือ ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช แก่งแย่งแข่งขันกับจุลินทรีย์ก่อโรค ท าให้เกิด
ความสมดุลและเหมาะสมต่อการเจริญของสิ่งมีชีวิต (Trevet and Hollis 1948; Reinhold-Hurek 
and Hurek, 1998) การศึกษาความสัมพันธ์ของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในพืชได้รับการรายงานเพ่ิมมาก
ขึ้น (Hallmann and Berg, 2006) โดยมีการรายงานการแยกแบคทีเรียเอนโดไฟต์จากพืชปลูก
เกษตรกรรมเชิงเดี่ยว (mono cropping) พบว่าความหลากหลายของชนิดแบคทีเรียขึ้นอยู่กับปัจจัยที่
มีชีวิตและไม่มีชีวิต เช่น ต าแหน่งทางภูมิศาสตร์ ชนิดของพืช ลักษณะพันธุกรรมของพืช  จุลินทรีย์
สาเหตุโรคในพืช ปฏิสัมพันธ์ระหว่างแบคทีเรียเอนโดไฟต์และจุลินทรีย์ก่อโรคในพืช กลไกการปกป้อง
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ตัวเองของพืชและวิถีการท าเกษตรกรรม เป็นต้น ด้วยความส าคัญของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ต่อการ
พัฒนาทางด้านเกษตรกรรม โดยเฉพาะการท าการเกษตรแบบอินทรีย์ ท าให้มีการศึกษาและรายงาน
เกี่ยวข้องกับการน าแบคทีเรียเอนโดไฟต์มาใช้ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตและการยับยั้งจุลินทรีย์
สาเหตุโรคในพืช จึงท าให้ผู้วิจัยมีความสนใจในการน าแบคทีเรียเอนโดไฟต์มาศึกษาคุณสมบัติ 
ที่ เหมาะสมต่อการน ามาพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ต้นแบบ เช่น  แบคที เรียที่สามารถผลิตกรด 
อินโดล-3-แอซีติกซึ่งเกี่ยวข้องกับการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชและมีคุณสมบัติในการละลาย
ฟอสเฟตในดิน ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการใช้ประโยชน์จากฟอสฟอรัสในดิน และสามารถยับยั้งเชื้อ
ราบางชนิด โดยขั้นตอนสุดท้ายจะเป็นการศึกษาประสิทธิภาพในระดับโรงเรือน  ซึ่งผลลัพธ์ที่ได้จะ
น ามาใช้พิจารณาเพ่ือเป็นแนวทางในการทดสอบในระดับแปลงปลูกต่อไป 
 
จุดมุ่งหมายของการวิจัย 

1. เพ่ือแยกแบคทีเรียเอนโดไฟต์จากไหลสตรอว์เบอร์รี  
2. เพ่ือคัดกรองแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของ 

สตรอว์เบอร์รี  
3. เพ่ือทดสอบความสามารถของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในการออกฤทธิ์ต้านเชื้อราบางชนิด 
4. เพ่ือจ าแนกชนิดของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโต

ของสตรอว์เบอร์รี และความสามารถในการออกฤทธิ์ต้านเชื้อราบางชนิด 
5. เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของหัวเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในระดับโรงเรือน 

 
ขอบเขตของการวิจัย 
 การศึกษาครั้งนี้เป็นการศึกษาคุณสมบัติของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีประสิทธิภาพในการ
ส่งเสริมการเจริญเติบโต และการยับยั้งเชื้อราบางชนิด เพ่ือน ามาเป็นแนวทางในการพัฒนาเป็นหัวเชื้อ
ต้นแบบส าหรับการพัฒนาในรูปแบบผลิตภัณฑ์ส่งเสริมการเจริญเติบโตของสตรอว์เบอร์รี 
 
ความส าคัญของการวิจัย 
 1. ทราบประสิทธิภาพของแบคทีเรียเอนโดไฟต์สายพันธุ์ใหม่หรือสายพันธุ์ที่มีแหล่งอาศัยใน
ท้องถิ่นท่ีแยกได้จากไหลสตรอว์เบอร์รีที่แข็งแรงในการสร้างสารที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 
 2. เป็นแนวทางในการน าแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่แยกได้มาช่วยลดการใช้สารเคมี 
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นิยามศัพท์เฉพาะ 
1. แบคทีเรียเอนโดไฟต์ (Endophytic bacteria) เป็นแบคทีเรียที่ใช้ชีวิตทั้งหมดหรือบางช่วง

อยู่ในเนื้อเยื่อพืช แล้วให้ประโยชน์แก่พืชอาศัยโดยไม่ท าอันตรายหรือก่อให้เกิดโรคแก่พืช 
2. แบคที เรียส่ งเสริมการเจริญ เติบโตของพืช (Plant growth promoting bacteria) 

แบคทีเรียกลุ่มนี้สามารถช่วยดูดซึมหรือละลายธาตุอาหารต่างๆ ในดินที่ละลายน้ าได้ยาก ให้สามารถ
ละลายน้ าได้ดีขึ้น เพ่ือช่วยให้อยู่ในรูปที่พืชสามารถน าไปใช้ประโยชน์ต่อการเจริญเติบโตของพืชได้ 
เช่น ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม แมกนีเซียม และเหล็ก  นอกจากนี้ยังมีความสามารถในการตรึง
ไนโตรเจนอีกด้วย 

3. ปุ๋ยชีวภาพ (Bio-fertilizer) เป็นปุ๋ยที่ได้จากการน าจุลินทรีย์ที่มีชีวิต ที่สามารถสร้างธาตุ
อาหารหรือช่วยให้ธาตุอาหารเป็นประโยชน์กับพืชได้  เมื่อใช้คลุกกับเมล็ดพืชและดินหรือต้นพืช 
จุลินทรีย์จะไปอาศัยอยู่บริเวณรากพืชหรือในต้นพืช 

4. การท่องเที่ยวเชิงเกษตร (Green tourism) เป็นการท่องเที่ยวที่มุ่งเน้นทางด้านการเรียนรู้
วิถีเกษตรกรรมของชาวชนบท โดยเน้นการมีส่วนร่วมของนักท่องเที่ยวในการด าเนินกิจกรรมให้เกิด
การเรียนรู้ด้านการเกษตร และวิถีการด ารงชีวิต วัฒนธรรม ประเพณี และเป็นการน าเอาทรัพยากรที่มี
อยู่มาท าให้เกิดประโยชน์ต่อชุมชน และตัวของเกษตรกรเอง 
 
สมมติฐานของการวิจัย 

1. ไหลสตรอว์เบอร์รีเป็นแหล่งอาศัยของแบคทีเรียเอนโดไฟต์บางชนิดที่มีความสามารถใน
การส่งเสริมการเจริญเติบโต และมีความสามารถในการออกฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ก่อโรคในสตรอว์เบอร์รี
ได ้

2. แบคทีเรียเอนโดไฟต์บางชนิดที่มีความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตในระดับ
ห้องปฏิบัติการ เมื่อทดสอบในระดับโรงเรือนแสดงผลลัพธ์ไปในทิศทางเดียวกัน 
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
ลักษณะท่ัวไปของสตรอว์เบอร์รี 

สตรอว์เบอร์รี (Fragaria × ananassa Duch.) เป็นลูกผสมตามธรรมชาติของ Fragaria 
chiloensis Duch.  แ ล ะ  Fragaria virginiana Duch.  (Sakila et al., 2007) ซึ่ ง อ ยู่ ใ น ว ง ศ์ 
Rosaceae ปัจจุบันสตรอว์เบอร์รีเป็นหนึ่งในผลไม้ที่ได้รับความนิยมมากที่สุดในโลก (Biswas et al., 
2007) สตรอว์เบอร์รีสายพันธุ์พระราชทาน 80 ได้ถูกคัดเลือกครั้งแรกในฤดูกาลผลิตปี พ.ศ. 2545 ที่
แปลงทดลองของสถานีวิจัยดอยปุย อ าเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม่ โดยเป็นการน าเมล็ดพันธุ์ลูกผสม
จากประเทศญี่ปุ่นเข้ามาเพาะและปลูกทดสอบตามโปรแกรมการผสมพันธุ์ของโครงการวิจัย  
การผสมพันธุ์และคัดเลือกสตรอว์เบอร์รี ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2545 เป็นต้นมา สตรอว์เบอร์รีพันธุ์ สายพันธุ์
พระราชทาน 80 ก็ได้ถูกขยายต้นพันธุ์โดยวิธีผลิตต้นไหลแบบธรรมดา และการเพาะเลี้ยงต้นเนื้อเยื่อ
ปลอดโรค เพ่ือใช้ปลูกทดสอบในพ้ืนที่แปลงทดลองของสถานีเกษตรหลวงอ่างขาง อ าเภอฝาง จังหวัด
เชียงใหม่ ในปี พ.ศ. 2547 เพ่ือให้ได้มาซึ่งข้อมูลเพ่ิมเติมทางด้านการเจริญเติบโต การให้ผลผลิต 
คุณภาพของผลผลิต และรสชาติ ที่พึงพอใจด้วยการใช้วิธีการสุ่มจากตัวแทนผู้บริโภค ความทนทานต่อ
ศัตรูพืช รวมทั้งการผลิตไหลและต้นไหล ส าหรับการขยายต้นพันธุ์ให้แก่เกษตรกร ในปี พ.ศ. 2553 
โครงการหลวงได้น าสตรอว์เบอร์รี สายพันธุ์พระราชทาน 80 มาส่งเสริมให้เกษตรกรปลูกเพ่ือการค้า 
เนื่องจากมีลักษณะเด่น คือ ผลสุกมีกลิ่นหอม ผิวผลมีสีแดงสด รสชาติหวาน และรูปร่างของผล
สวยงาม และท่ีส าคัญเป็นพันธุ์ที่นิยมรับประทานสด (ณรงค์ชัย พิพัฒน์ธนวงศ์ และคณะ, 2554) 
 

ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของสตรอว์เบอร์รี 
สตรอว์ เบอร์รีจัดอยู่ ในกลุ่มของพืชล้มลุก แตกกิ่ งก้านแผ่ปกคลุมดิน  โดยต้นของ 

สตรอว์เบอร์รีประกอบด้วย ราก (Root) คือ ส่วนที่เจริญต่อจากล าต้น และโคนใบ โดยทั่วไปมีราก
หลักประมาณ 20-30 ราก ล าต้น (Crown) คือ ส่วนแกนกลางหลักเป็นที่ยึดเกาะของก้านใบ ดอก 
และผล ไหล (Runner หรือ Stolon) คือ ส่วนที่เจริญเติบโตมาจากต้นแม่ของสตรอว์เบอร์รี สามารถ
ผลิตเส้นไหลได้ประมาณ 10-15 เส้นต่อหนึ่งต้น ต้นไหล (Runner plant หรือ Daughter plant) คือ 
ต้นอ่อนของต้นสตรอว์เบอร์รีที่เกิดข้ึนใหม่จากไหลเจริญเติบโตจนมีใบและราก ใบ (Leaf) มีรูปร่างทรง
เรียว ขอบใบหยัก มีความกว้าง 6.5-8.0 เซนติเมตร และความยาว 8.5-9.0 เซนติเมตร มีจ านวนใบ
มากกว่า 25 ใบต่อต้น ดอก (Flower) มีกลีบดอกสีขาว มีทั้งดอกตัวผู้ ดอกตัวเมีย และดอกสมบูรณ์
เพศ มีจ านวนช่อดอกเฉลี่ย 8 ช่อต่อต้น ผล (Fruit) มีรูปร่างเป็นทรงกรวยถึงทรงกลมปลายแหลม 
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และเมล็ด (Seed) คือ ส่วนที่สามารถน าไปเพาะพันธุ์ได้ มีเปลือกแข็งห่อหุ้มรังไข่ เป็นส่วนฐานของ
เกสรตัวเมีย อยู่เสมอกับผิวของผลไม่จมหรือนูนเกินผิวของผล (สุรางคนา ไม้ตราวัฒนา , 2557; มนตรี 
แสนสุข, 2559) (ภาพ 1) 

 

 
ภาพ 1 ส่วนประกอบของต้นสตรอว์เบอร์รี 

ที่มา: ดลฤดี บุญญาภิสิทธิ์, 2565 
 

การขยายพันธุ์สตรอว์เบอร์รี 
สตรอว์เบอร์รีมีลักษณะพิเศษกว่าพืชชนิดอ่ืน คือ สามารถขยายพันธุ์ได้  4 วิธี ได้แก่ 1) การ

เพาะเมล็ด 2) การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 3) การแยกต้น 4) การใช้ต้นไหล ส าหรับการใช้ต้นไหลนั้นเหมาะ
ส าหรับการขยายพันธุ์เพ่ือการค้า เนื่องจากประหยัดต้นทุน และมีโอกาสกลายพันธุ์น้อย ช่วงเวลาที่
เหมาะสมส าหรับการปลูก คือ ช่วงฤดูหนาวที่มีช่วงแสงต่อวันสั้น และมีอุณหภูมิต่ า การปลูกโดยใช้ต้น
ไหล คือ ช่วงเดือนกันยายน-ตุลาคม ส าหรับการปลูกในช่วงเวลาอ่ืนเป็นการปลูกพืชสร้างต้นแม่พันธุ์
เพ่ือผลิตไหลในการปลูกรุ่นต่อไป ระยะห่างในการปลูก ระยะห่างระหว่างต้น 25-30 เซนติเมตร และ
ระยะปลูกระหว่างแถว 30-40 เซนติเมตร (สุรางคนา ไม้ตราวัฒนา, 2557; คงกฤช อินทแสน, 2558)   
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การปลูกและการบ ารุงสตรอว์เบอร์รี 
เนื่องจากการปลูกสตรอว์เบอร์รีต้องอาศัยการดูแลเอาใจใส่เป็นพิเศษ มีทั้งการบ ารุงเพื่อให้ต้น

มีความแข็งแรง โดยการบ ารุงนั้นต้องดูที่ระยะการเจริญเติบโต ซึ่งมีหลายปัจจัยในการดูแล ได้แก่ 
สภาพอากาศ ระยะการปลูก ปริมาณน้ า และการให้ปุ๋ยมีความส าคัญต่อพืชมาก เมื่อท าการปลูก 
สตรอว์เบอร์รีเสร็จให้รดน้ าทันที ในช่วง 14 วัน หลังจากการย้ายปลูกให้รดน้ าทุกวัน วันละ 1 ครั้ง 
ในช่วง 60 วัน เป็นระยะที่เริ่มมีช่อดอก ให้รดน้ าวันละ 2 ครั้ง ช่วงเช้าและเย็น เพราะหากขาดน้ า
ในช่วงนี้จะท าให้ผลผลิตลดลง ในช่วง 90 วัน เป็นระยะเกิดผล ให้รดน้ า 3-4 ครั้งต่อสัปดาห์ และ
ในช่วง 120 วัน เป็นระยะท่ีเริ่มเก็บผลผลิตในชุดที่ 1 และเริ่มมีช่อดอกในชุดต่อไปทยอยออกมาเรื่อยๆ 
ให้รดน้ าวันละ 2 ครั้ง ในส่วนของการให้ปุ๋ย หลังจากย้ายปลูก 7-15 วัน ให้ปุ๋ยสูตร 46-0-0 โดย
ละลายในน้ าอัตราส่วน 50 กรัมต่อน้ า 20 ลิตร หลังจากย้าย 21 วัน ให้ปุ๋ยสูตร 15-15-15 ในอัตรา  
5-10 กรัมต่อต้น เมื่อย้ายปลูกครบ 30 วัน ให้ปุ๋ยสูตร 12-24-12 ในอัตรา 10-12 กรัมต่อต้น และช่วง 
45 วัน ให้ปุ๋ย 13-13-21 ในอัตรา 10 กรัมต่อต้น และฉีดปุ๋ยเกล็ดสูตร 10-20-30 เสริม หลังจากเก็บ
เกี่ยวผลผลิตชุดแรกให้ฉีดปุ๋ยเกล็ดสูตร 11-45-11 เพ่ือกระตุ้นดอกชุดที่สอง และควรฉีดพ่นธาตุ
อาหารเสริม ได้แก่ แคลเซียม แมกนีเซียม และโบรอน เป็นต้น อย่างน้อยเดือนละ 1 ครั้ง ตลอดช่วง
การปลูก (สุรางคนา ไม้ตราวัฒนา, 2557; คงกฤช อินทแสน, 2558) 
 

โรคทั่วไปของสตรอว์เบอร์รี 
เนื่องจากการปลูกสตรอว์เบอร์รีนั้นอยู่ในช่วงของปลายฤดูฝนซึ่งมีความชื้นในอากาศสูง  

ท าให้เกิดการระบาดของโรคได้ง่าย โดยโรคที่พบในสตรอว์เบอร์รีส่วนใหญ่มีสาเหตุเกิดมาจากเชื้อรา  
ในการระบาดของโรคสามารถเข้าท าลายได้ทุกส่วนของต้น สาเหตุการเกิด โรคระบาดนั้นมีหลาย 
ปัจจัย ได้แก่ ต้นสตรอว์เบอร์รีที่เกิดโรค แมลงต่างๆ ที่เป็นพาหะ และสภาพแวดล้อม (ณรงค์ชัย  
พิพัฒน์ธนวงศ,์ 2554) โรคที่ส าคัญของสตรอว์เบอร์รีมีดังนี้ 

1) โรคเหี่ยว  
สาเหตุเกิดจากเชื้อรา Fusarium sp. ลักษณะอาการของต้นสตรอว์เบอร์รีเมื่อได้รับเชื้อรา

สาเหตุโรคเหี่ยว ต้นจะเริ่มเหี่ยว ใบเปลี่ยนจากเขียวเป็น สีน้ าตาลแห้ง เนื้อเยื่อพืชจะมีสีน้ าตาลเข้ม 
และตายอย่างรวดเร็ว (Koike and Bolda, 2013) (ภาพ 2) วิธีการป้องกันและรักษาให้หมั่นส ารวจ
แปลงอย่างสม่ าเสมอ ปรับพ้ืนที่ปลูกให้มีการระบายน้ าที่ดี ควรหลีกเลี่ยงการปลูกซ้ าในพ้ืนที่ที่มีการ
ระบาดของโรคติดต่อกันหลายปี และก่อนปลูกในแปลงใหม่ให้รองก้นหลุมด้วยปุ๋ยอินทรีย์ที่ผสม
จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ Trichoderma spp. และ Bacillus subtilis ประมาณ 1-2 ก ามือ (คลินิกพืช กลุ่ม
พัฒนาการตรวจสอบพืช และปัจจัยการผลิต ส านักวิจัย และพัฒนาการเกษตร เขตท่ี 1, 2562)  
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ภาพ 2 ลักษณะอาการโรคเหี่ยวของสตรอว์เบอร์รี 

ที่มา:  Koike and Bolda, 2013 
 

2) โรคแอนแทรคโนส  
สาเหตุเกิดจากเชื้อรา Colletotrichum sp. ลักษณะอาการเมื่อต้นสตรอว์เบอร์รีได้รับเชื้อรา

สาเหตุโรคเกิดเป็นจุดแผลฝังลึกเข้าท าลายเนื้อเยื่อจนแห้งเป็นสีน้ าตาลด า เมื่อเกิดบริเวณล าต้นจะมี
อาการเหี่ยวและเน่า ถ้าเกิดที่ต้นแม่พันธุ์จะติดต่อไปยังต้นไหลที่ยังไม่เกิดราก ท าให้ต้นไหลอ่อนแอ ถ้า
เกิดบริเวณผลจะมีแผลกลม สีน้ าตาลด าและเนื้อผลยุบลงท าให้ผลเน่าเป็นสีด า (Freeman and 
Katan, 1997) (ภาพ 3) วิธีการป้องกันและดูแลรักษาควรใช้ดินและวัสดุปลูกที่สะอาด ใช้ต้นแม่พันธุ์
สตรอว์เบอร์รี และต้นไหลที่ปลอดโรค ให้หมั่นตรวจแปลงอย่างสม่ าเสมอ หากพบอาการควรใช้  
แอนทราโคล (Antracol®) เป็นสารป้องกันและก าจัดโรคพืช สลับกับสารป้องกันก าจัดเชื้อราบาวิสติน 
(Bavistin®) และงดให้ปุ๋ยไนโตรเจน (สุรางคนา ไม้ตราวัฒนา, 2557)  
 

 
ภาพ 3 ลักษณะอาการของโรคแอนแทรคโนสบนผลสตรอว์เบอร์รี 

ที่มา: ดลฤดี บุญญาภิสิทธิ์, 2565        
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3) โรคเน่าคอดิน 
สาเหตุ เกิดจากเชื้อรา Rhizoctonia sp. ลักษณะอาการจะมีการเหี่ยวบริเวณโคนต้น 

เนื่องจากเนื้อเยื่อพืชตาย ในกรณีที่ได้รับเชื้ออย่างรุนแรงสามารถท าให้ต้นตายได้ (Sharon et al., 
2007) และสามารถแพร่เชื้อจากต้นแม่พันธุ์ไปยังต้นไหลได้ (Maas, 1984) (ภาพ 4) วิธีการป้องกัน
และดูแลรักษา ให้พ่นหรือรดน้ าปูนใสแทนน้ า ในแปลงกล้าก่อนการย้ายปลูกและทุก 7 วัน ในแปลง
ปลูก จนกว่าจะเก็บผลผลิต ก่อนการปลูกให้รองก้นหลุมด้วยปุ๋ยหมักที่ผสมด้วยเชื้อปฏิปักษ์ 
Trichoderma spp. และ Bacillus subtilis 1-2 ก ามือ ส ารวจแปลงอย่างสม่ าเสมอ เมื่อพบต้นที่
แสดงอาการเหี่ยวหรือเน่าให้ท าการถอนและขุดดินพร้อมต้นเน่าหรือเหี่ยว และพ่นด้วยสารเคมีเพ่ือ
หยุดการระบาด เช่น สารเมทาแลกซิล (Metalaxyl®) สารป้องกันและก าจัดโรคพืช (คลินิกพืช กลุ่ม
พัฒนาการตรวจสอบพืช และปัจจัยการผลิต ส านักวิจัย และพัฒนาการเกษตร เขตท่ี 1, 2562)   

 

 
ภาพ 4 ลักษณะอาการของโรครากเน่าคอดิน A) อาการเน่าบริเวณคอราก  

B) อาการเน่าบริเวณราก และ C) อาการเน่าบริเวณใบ 
ที่มา: Vojvodić et al., 2018  
 
เอนโดไฟต ์

เอนโดไฟต์ หมายถึง “การอยู่หรือปรากฏในพืช” เป็นค าที่ใช้นิยามถึง การอยู่ร่วมกันของ
สิ่งมีชีวิตกับพืชเป็นแหล่งอาศัย (Host) ซึ่งความสัมพันธ์ดังกล่าวมีหลายลักษณะ เช่น การอยู่ร่วมกัน
แบบเอ้ือประโยชน์ซึ่งกันของสิ่งมีชีวิตสองชนิด (Symbiosis) ซึ่งสิ่งมีชีวิตนั้นมีบทบาทแตกต่างกัน เช่น 
การท าหน้าที่เป็นผู้ย่อยสลายในธรรมชาติ (Saprobic) การเป็นปรสิต (Parasitic) หรือบางครั้งรวมถึง
การอยู่แบบภาวะพ่ึงพากัน (Mutualistic relationship) เป็นต้น จากการศึกษาเกี่ยวกับเอนโดไฟต์
พบว่า จุลินทรีย์ เช่น แบคทีเรีย เชื้อรา แอคติโนแบคทีเรีย สามารถอาศัยอยู่ในบริเวณต่างๆ ของ
ชิ้นส่วนพืชได้ และสิ่งมีชีวิตเหล่านี้ มีความสัมพันธ์ต่อพืชอาศัยทางใดทางหนึ่งตามที่ได้กล่าวมา โดยใน
ปี 2005 Schulz and Boyle ได้อธิบายว่า เชื้อราและแบคทีเรียเอนโดไฟต์นั้นอาศัยอยู่ในพืชโดยที่
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สภาพของพืชนั้นแข็งแรงสมบูรณ์ ในช่วงเวลาใดเวลาหนึ่ง ดังนั้นการเข้าอยู่อาศัยภายในเซลล์พืชนั้ น
ขึ้นอยู่กับความสัมพันธ์ระหว่างพืชอาศัยและสิ่งมีชีวิตชนิดนั้นๆ นักวิทยาศาสตร์จึงได้ศึกษา
ความสัมพันธ์ดังกล่าวเพ่ือน าเอนโดไฟต์มาใช้ประโยชน์ทางการเกษตรและเทคโนโลยีชีวภาพ 
แบคทีเรียเอนโดไฟต์ได้มีการศึกษาตีพิมพ์เผยแพร่เป็นครั้งแรกในช่วงปี 1870 และได้รับการศึกษา
ทบทวนอีกครั้งในปี ค.ศ. 1948 โดย Trevet and Hollis ในการรายงานการศึกษานั้นระบุว่า 
แบคทีเรียอาศัยอยู่ในรากต้นมันฝรั่งซึ่งความสัมพันธ์นั้นไม่ได้เกี่ยวข้องกับการอยู่ร่วมกันแบบเอ้ือ
ประโยชน์ซึ่งกันของสิ่งมีชีวิตสองชนิด หลังจากนั้นได้มีการศึกษาเกี่ยวกับชนิด และความหลากหลาย
ของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในพืชชนิดอ่ืนๆ อีกมากมาย โดยมุ่งเน้นศึกษากลุ่มของแบคทีเรียที่ส่งเสริม
การเจริญเติบโต และกระตุ้นหรือเหนี่ยวน าให้พืชสร้างกลไกการป้องกันตัวเองจากปัจจัยที่มีชีวิต 
(Biotic factor) และไม่มีชีวิต (Abiotic factor) (Hallmann and Berg, 2006) 
 
การเข้าสู่เซลล์พืชอาศัย  

การเข้าสู่เซลล์พืชอาศัยของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ เนื่องจากสารที่พืชอาศัยปลดปล่อยออกมา
แบคทีเรียเอนโดไฟต์สามารถน ามาใช้เป็นสารอาหารได้ โดยวิธีการเข้าสู่เซลล์พืชอาศัยของแบคทีเรีย
เอนโดไฟต์มีทั้งหมด 3 วิธี ได้แก่ 1) การเกิดจากบาดแผลของเนื้อเยื่อพืชบริเวณนั้น 2) การผลิต
เอนไซม์ที่ช่วยให้แบคทีเรียเข้าสู่ผนังเซลล์พืชได้ 3) การอาศัยพาหะ เช่น แมลง ซึ่งในระยะแรกของ
การเข้าอาศัยในพืชแบคทีเรียเจริญเติบโตโดยใช้เศษชิ้นส่วน (Plant debris) และเซลล์ในชั้นที่ตาย
แล้ว (Dead cortex cells) ซึ่งแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่พบนั้นมีหลากหลายสายพันธุ์ ขึ้นอยู่กับชนิดของ
พืช ฤดูกาลและสภาพแวดล้อมของแหล่งอาศัย เป็นต้น เมื่อมีการเข้าสู่เซลล์รากพืชในระยะแรก 
แบคทีเรียจะเข้าอาศัยอยู่ระหว่างเซลล์แล้วเพ่ิมปริมาณมากขึ้นเรื่อยๆ ภายในเซลล์ จากนั้นจึงเคลื่อนที่
เข้าสู่บริเวณเนื้อเยื่อของท่อล าเลียง (Hurek et al., 1994; Hallmann et al., 1997; Kobayashi 
and Palumbo, 2000) นอกจากนี้ แบคทีเรียบางชนิดอาศัยโครงสร้างแฟลกเจลลา (Flagella) ใน
การเคลื่อนที่ไปยังบริเวณต่างๆ เพ่ือเข้าสู่เซลล์ (Campodónico et al., 2010; Mukherjee and 
Kearns, 2014; Ludueña et al., 2018)  การด ารงชีวิตอยู่ร่วมกับพืชอาศัยนั้น มีการพิสูจน์แล้วว่า 
แบคทีเรียสามารถกระตุ้นหรือเหนี่ยวน าพืชให้เกิดความต้านทานต่อเชื้อโรคที่เข้ามาท าลาย และ
สามารถเจริญอยู่ได้ในสภาวะอากาศที่ไม่เหมาะสม แบคทีเรียเอนโดไฟต์หลายชนิด สามารถส่งเสริม
การเจริญเติบโตของพืชโดย 1) การตรึงไนโตรเจน 2) การสร้างสารเร่งการเจริญเติบโต เช่น ฮอร์โมน
พืช และ 3) การผลิตสารเมแทบอไลต์ และกลไกปฏิปักษ์ต่อจุลินทรีย์สาเหตุโรคและปรสิตต่างๆ 
(Kuklinsky-Sobral et al., 2004; Jasim et al., 2014; Jabborova et al., 2020) 
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ความสัมพันธ์ระหว่างพืช เอนโดไฟต์ และเชื้อสาเหตุโรค 
ในการศึกษาเกี่ยวกับแบคทีเรียเอนโดไฟต์พบว่า แบคทีเรียเข้าไปอยู่ในพืชโดยที่ไม่ท าให้เกิด

อาการของโรค โดยกลไกการเข้าสู่เซลล์พืชนั้นมีความซับซ้อนอย่างมากเนื่องจากแบคทีเรียต้องฝ่าฟัน
อุปสรรคจากการที่ พืชสร้างกลไกเพ่ือปกป้องตัวเอง อย่างไรก็ตาม นักวิทยาศาสตร์ได้ท าการ
ตั้งสมมติฐานซึ่งเกิดจากการรวบรวมผลการศึกษาและการเก็บข้อมูลพบว่า การเข้าสู่เซลล์พืชโดยที่พืช
ไม่ปรากฏอาการใดๆ นั้นเกิดขึ้นจากความสมดุลของกลไกปฏิปักษ์ระหว่างพืชอาศัยและเอนโดไฟต์ 
ปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับความรุนแรงพบได้เหมือนกันทั้งในเชื้อสาเหตุโรคและเอนโดไฟต์ กล่าวคือ
แบคทีเรียสามารถผลิตเอนไซม์ออกมาภายนอกเซลล์เพ่ือช่วยในการเข้าสู่เซลล์พืช ดังนั้นพืชจึง
ตอบสนองโดยการสร้างกลไกการปกป้องเช่นเดียวกันกับการต่อต้านเชื้อสาเหตุโรค ความสัมพันธ์ใน
เชิงปฏิปักษ์ที่สมดุลเป็นการแสดงออกท่ีพืช และเอนโดไฟต์สร้างขึ้นมาในช่วงเวลาขณะใดขณะหนึ่ง ซึ่ง
มีปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม คือ ปัจจัยที่มีชีวิตและไม่มีชีวิต รวมถึงความทนทานของสิ่งมีชีวิตทั้งสองต่อ
ปัจจัยเหล่านี้ สมมติฐานดังกล่าวแสดงได้ดังภาพ 5 
 

 
ภาพ 5 สมมติฐานแสดงความสมดุลของกลไกปฏิปักษ์ระหว่างความรุนแรงของเอนโดไฟต์และการ
ตอบสนองเม่ือพืชสร้างกลไกการป้องกันตนเองซึ่งผลดังกล่าวท าให้การเข้าสู่เซลล์พืชได้โดยท่ีพืช

ไม่แสดงอาการผิดปกติ 
ที่มา: Schulz and Boyle, 2005     
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บทบาทของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ 
แบคทีเรียเอนโดไฟต์มีความส าคัญต่อการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชในสิ่งแวดล้อมที่

หลากหลาย รวมถึงระบบนิเวศที่แตกต่างกัน นอกจากบทบาทดังกล่าวแล้ว เอนโดไฟต์ยังช่วยกระตุ้น
ให้พืชเกิดความต้านทานในสิ่งแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เช่น การรุกรานจากเชื้อโรคและศัตรูพืชชนิด
อ่ืนๆ ถึงแม้ว่าเอนโดไฟต์นั้นมีบทบาทในการควบคุมโรคพืชด้วยกลไกปฏิปักษ์ ทว่า การศึกษาเกี่ยวกับ
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพเหล่านั้นมีความจ าเป็นต้องได้รับการศึกษาเพ่ือใช้ประโยชน์ทั้งในทาง
การเกษตร การแพทย์ และเภสัชกรรม ปัจจุบันสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากเอนโดไฟต์ที่เป็นที่รู้จัก 
ได้แก่ ฮอร์โมนพืชกลุ่มต่างๆ เอนไซม์ ซิเดอร์โรฟอร์ และสารปฏิชีวนะ รวมทั้งสารที่มีโมเลกุลต่ า เป็น
ต้น ได้มีการรายงานถึงคุณสมบัติของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่สามารถผลิตสารส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของพืชจ านวนมาก ได้แก่ การผลิตสาร IAA การละลายฟอสเฟต การตรึงไนโตรเจน และสารในกลุ่ม
ของยาปฏิชีวนะ (Jasim et al., 2013; Khan et al., 2014; Afzal et al., 2017) จากการทบทวน
วรรณกรรมโดย Suman et al. (2016) แสดงให้เห็นถึงการใช้ประโยชน์จากแบคทีเรียเอนโดไฟต์ 
เนื่องจากมีความสามารถในการผลิตสาร IAA การละลายฟอสเฟต และยังสามารถผลิตสาร 
ยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคได้โดยพบว่า แบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีการรายงานส   วนใหญู  จัดอยู  ในจีนัส 
Enterobacter sp. (Tahir et al., 2013), Bacillus sp., Klebsiella sp., Microbacterium sp., 
และ Penibacillus sp. (Ji et al., 2014) ซึ่งสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 กลุ่มดังนี้ 

1 .  แบคที เรียที่สามารถผลิตฮอร์โมนพืชกลุ่มต่างๆ เช่น ออกซิน (Auxins),  
ไซโทไคนิน (Cytokinins), จิบเบอเรลลิน (Gibberellins), เอทธิลีน (Ethylene) และกรดแอบไซซิก 
(Absicisic acids; ABA) (Frankenberger and Arshad, 1995)  

2.  แบคทีเรียที่สามารถผลิตเอนไซม์ในกลุ่มเอนไซม์ที่สร้างขึ้นภายในเซลล์แล้วถูกขับ
ออกมาภายนอกเซลล์เมื่อท าปฏิกิริยากับสารอาหาร ท าให้สารอาหารมีโมเลกุลเล็กลงจนสามารถซึม
เข้ าสู่ เซลล์ ได้  (Extracellular enzyme) ได้ แก่  Acetobacter, Acinetobacter, Bacillus และ 
Micrococcus (El-Deeb et al., 2012) 

3.  แบคทีเรียที่สามารถผลิตซิเดอร์โรฟอร์ได้มีหลายจีนัส เช่น Bradyrhizobium, 
Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas, Rhizobium, Serratia และ Streptomyces (Sujatha 
and Ammani, 2013)  

4.  แบคทีเรียที่สามารถผลิตสารปฏิชีวนะ เช่น สารในกลุ่มเพปไทด์โดย Bacillus 
(Harrison et al., 1991) และ Pseudomonas ในบางสายพันธุ์ (Miller et al., 1998) 
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การผลิตกรดอินโดล-3-แอซีติก 
กรดกรดอินโดล-3-แอซีติก (Indole-3-acetic acid; IAA) เป็นอนุพันธ์ของ indole ที่มีหมู่ 

carboxymethyl group (ภาพ 6) เป็ นสารควบคุมการเจริญ เติบ โตของพืช  (Plant Growth 
Regulating Chemicals; PGRC) ที่จัดอยู่ในกลุ่มออกซินซึ่งมีสารหลายชนิด ชนิดแรกที่ค้นพบ คือ 
IAA ซึ่งเป็นสารที่พืชสร้างขึ้นเองโดยมีคุณสมบัติช่วยกระตุ้นการเจริญรากและท าให้ต้นอ่อนเจริญได้ดี 
(Santoyo et al., 2016) ทั้ งนี้แบคทีเรียแต่ละชนิดสามารถผลิต  IAA โดยอาศัยกระบวนการ
สังเคราะห์ที่แตกต่างกัน (Spaepen and Vanderleyden, 2011; Ludueña et al., 2018) ซึ่งมีส่วน
ช่วยในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (พีรเดช ทองอ าไพ, 2529; พันทวี มาไพโรจน์, 2532) 
 

 
ภาพ 6 โครงสร้างโมเลกุลของกรดอินโดล-3-แอซีติก 

ที่มา: Han et al., 2018 
 

กลไกการสังเคราะห์กรดอินโดล-3-แอซีติกของจุลินทรีย์ 
Spaepen and Vanderleyden (2011) ได้สรุปไว้ว่า แบคทีเรียที่แยกจากพืชประมาณ 80 

เปอร์เซ็นต์ สามารถผลิต IAA ได้ โดยสารตั้งต้นที่ใช้ส าหรับการสังเคราะห์ IAA คือ ทริปโตเฟน 
(Tryptophan) ดังนั้นการเพ่ิม Tryptophan ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อจึงส่งผลท าให้เชื้อแบคทีเรียมี
ความสามารถในการผลิต IAA ได้สูงขึ้น ในการสังเคราะห์ Tryptophan สารประกอบตั้งต้น คือ  
คลอริส เมต (Chorismate) ถูกควบคุม โดยยีน  Trp สั งเคราะห์ จากฟอสโฟ อีนอลไพรู เวต
(Phosphoenolpyruvate) และอิริโทส-4-ฟอสเฟต (Erythrose-4-phosphate) ในชีววิถีชิคิ เมต
(Shikimate) ซึ่งเป็นชีววิถีทั่วไปในชีวสังเคราะห์ของกลุ่มที่มีหมู่ R เป็นสารประกอบอะโรมาติก 
(Aromatic) เรียกว่า Aromatic amino acid ได้แก่  ฟีนิลอะลานิน (Phenylalanine), ไทโรซีน
(Tyrosine), ทริป โตเฟน  (Tryptophan) และสารทุติยภูมิ อีกหลายชนิด ขั้นตอนสุดท้ ายได้ 
Trpytophan เป็นสารตั้งต้นในวิถีการสังเคราะห์ IAA ต่อไป ด้วยวิถีที่แตกต่างกัน การสังเคราะห์ IAA
โดยใช้ Tryptophan เป็นสารตั้งต้นมีทั้งหมด 5 วิถี ดังนี้ 1) วิถี Indole-3-acetamide (IAM) การ
สังเคราะห์ IAM ซึ่งจากยีนที่สร้างเอนไซม์ทั้งสองนั่นเป็นลักษณะของยีนที่อยู่ในแบคทีเรียก่อโรคในพืช 
เช่ น  Agrobacterium tumefacieng, Pseudomonas savastanoi, Pseudomonas syringae 
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และ Pantoea agglomerans เป็นต้น 2) วิถี Indole-3 pyruvate (IPA) การสังเคราะห์ IPA มี
แบคทีเรียบางกลุ่มที่มีประโยชน์ต่อพืชซึ่งมีความสามารถในการสังเคราะห์ IPA ได้ด้วย เช่น 
Azospirillum, Bacillus, Bradyrhizobiums, Cyanobacteria, Enterobacter cloacae, 
Paenibacillus, Pseudomonas แ ล ะ  Rhizobium เป็ น ต้ น  3) วิ ถี  Tryptamine (TAM) ก า ร
สังเคราะห์วิถี TAM ได้ในแบคทีเรียบางชนิด เช่น Bacillus cereus และ Azospirillum เป็นต้น 4) 
วิ ถี  Indole-3 -acetonitrile ( IAN) ก า รสั ง เค ร าะห์ วิ ถี  IAN พ บ ได้ ใน  Agrobacterium แ ล ะ 
Rhizobium spp. 5) วิถี Tryptophan side-chain oxidase (TSO) การสังเคราะห์วิถี TSO พบได้
ใน Pseudomonas fluorescens stain CHA0 (Spaepen and Vanderleyden, 2011)  
 

การใช้จุลินทรีย์ผลิตกรดอินโดล-3-แอซีติก 
ในปี ค.ศ. 2007 Spaepen et al. พบว่า แบคทีเรียที่อาศัยอยู่ร่วมกับพืชบางชนิดสามารถ

สังเคราะห์ IAA และส่งออกมานอกเซลล์ของแบคทีเรีย ท าให้พืชเจ้าบ้านสามารถน า IAA ไปใช้ในการ
ช่วยการเจริญเติบโตได้ ในการสังเคราะห์ IAA ต้องมีกรดอะมิโนทริปโตเฟนเป็นสารตั้งต้นในการ
สังเคราะห์ ซึ่งมีแบคทีเรียหลายจีนัสที่มีการรายงานว่า สามารถผลิต IAA ได้ เช่น Acetobacter, 
Bacillus, Enterobacter, Flavobacterium, Klebsiella, Pseudomonas และ Xanthomonas 
(Ahamad et al., 2008 ; Taghavi et al., 2009) เป็นต้น การศึกษาแบคที เรียเอนโดไฟต์ที่มี
ความสามารถในการผลิตสารเร่งการเจริญเติบโตของพืชมีการรายงานจ านวนมาก เช่น ข้าว และพืช
ทรงพุ่มที่ เจริญในเขตร้อนและแห้งแล้ง (Ji et al., 2014; Afzal et al., 2017) นอกจากนี้ยังมี
การศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียเอนโดไฟต์จากส่วนขยายพันธุ์ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของ
เชอร์รีป่า (Prunnus avium L.) ในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของเชอร์รีป่า (Quambusch et al., 
2014) ส าหรับผลจากการศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียเอนโดไฟต์จากส่วนขยายพันธุ์ที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของสตรอว์เบอร์รีในการผลิต IAA พบว่า มีแบคทีเรียจ านวน 15 สายพันธุ์ที่สามารถ
ผลิต IAA ได้ (Dias et al., 2009) และ Mohite (2013) ได้ท าการแยกเชื้อจากดินรอบรากพืชและ
ศึกษาคุณสมบัติของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต IAA พบว่า มีแบคทีเรียจ านวน 10  
ไอโซเลต ที่มีความสามารถในการผลิต IAA ได้ นอกจากนี้ มีการรายงานของ Fouda et al. (2021) ที่
ท าการศึกษาการแยกและคัดกรองแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีความสามารถในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืชจากพูลิคาเรีย (Pulicaria incisa (Lam.) DC) พบว่า มีแบคทีเรียที่สามารถแยกได้
ทั้ งห ม ด จ าน วน  6 จี นั ส  ได้ แ ก่  Agrobacterium fabrum, Acinetobacter radioresistant, 
Brevibacillus brevis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Paenibacillus barengoltzii แ ล ะ 
Burkholderia cepacian โดย B. cereus BI-8 และ B. subtilis BI-10 มีความสามารถในการผลิต 
IAA ได้สูงมีค่าเท่ากับ 117 และ 108 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ  
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ความสามารถในการละลายฟอสเฟตในดิน 
ฟอสฟอรัสเป็นธาตุอาหารที่มีความส าคัญต่อการเจริญเติบโตของรากพืช โดยธาตุฟอสฟอรัส

จะช่วยให้รากของพืชแข็งแรง และแผ่กระจายได้รวดเร็วขึ้น ฟอสฟอรัสในดินที่จะเป็นประโยชน์ต่อพืช
ได้ ต้องอยู่ในรูปของสารประกอบที่เรียกว่า ฟอสเฟตไอออน (H2PO4

- และ HPO4
-2) ซึ่งจะต้องละลาย

อยู่ในน้ าในดิน สารประกอบของฟอสฟอรัสในดินมีอยู่เป็นจ านวนมากแต่ส่วนใหญ่ละลายน้ ายาก เป็น
ธาตุที่ไม่ค่อยเคลื่อนที่ในดิน ซึ่งท าให้พืชน าไปใช้ได้ยาก เมื่อพืชขาดฟอสฟอรัสท าให้ต้นแคระแกร็น ใบ
มีสีเขียวคล้ า ใบด้านล่างมีสีม่วงตามบริเวณขอบใบ รากของพืชชะงักการเจริญเติบโต ท าให้พืชไม่ออก
ดอกและผล จึงได้มีการแก้ปัญหาดินขาดฟอสฟอรัสโดยการใช้ประโยชน์จากจุลินทรีย์เข้ามาช่วยใน
การละลายฟอสเฟต (Yadav and Dadarwal., 1997) โดยฟอสฟอรัสในดิน สามารถแบ่งตาม
องค์ประกอบทางเคมีได้เป็น 2 แบบ คือ 1) อินทรีย์ฟอสเฟต (Organic phosphate) ซึ่งในดินมี
อินทรีย์ฟอสฟอรัสอยู่ระหว่าง 20-80 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด ส่วนมากอยู่ในรูป
ของอินโนซิทอลฟอสเฟต ( Inositol phosphate) มีประมาณ 10-15 เปอร์เซ็นต์ ของอินทรีย์
ฟอสฟอรัส และ 2) อนินทรีย์ฟอสเฟต (Inorganic phosphate) แบ่งออกเป็น 2 แบบ 1) ดินกรด 
ได้แก่ ธาตุเหล็ก (Iron) และอะลูมิเนียมฟอสเฟต (Aluminium phosphate) และ 2) ดินด่าง ได้แก่ 
แคลเซียมฟอสเฟต (Calcium phosphate) และแมกนีเซียมฟอสเฟต (Magnesium phosphate)  

จุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการแปรสภาพฟอสฟอรัสจะมีทั้งกลุ่มที่ท าหน้าที่เปลี่ยนอินทรีย์
ฟอสเฟต และอนินทรีย์ฟอสเฟตที่อยู่ในรูปไม่เป็นประโยชน์ต่อพืชให้อยู่ในรูปที่เป็นประโยชน์ต่อพืช ใน
กรณีของสารอินทรีย์ฟอสเฟตอยู่ในรูปไม่เป็นประโยชน์ต่อพืชจะอยู่ในรูปของไฟทิน และกรด
ฟอสฟอรัส จุลินทรีย์กลุ่มนี้จะสร้างเอนไซม์ ไฟเตส (Phytase), ฟอสฟาเทส (Phosphatase),  
นิวคลี โอทิ เดส (Nucleotidases) และกลี เซอรอลฟอสฟาเทส  (Glycerol Phosphatase) เพ่ือ 
แปรสภาพอินทรีย์ฟอสเฟตให้อยู่ในรูปของอนินทรีย์ฟอสเฟตที่เรียกว่า ออโธฟอสเฟต (Ortho-
phosphate) ซึ่งเป็นชนิดโมโน (Mono) และไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Dihydrogen Phosphate) 
จุลินทรีย์ดังกล่าว ได้แก่ แบคทีเรียในจีนัส Bacillus และราในสกุล Aspergillus, Thiobacillus, 
Penicillium และ Rhizopus เป็นต้น ซึ่งมีการรายงานแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในจีนัส Bacillus หลาย
ชนิดที่แยกได้จากมะเขือเทศและพริกมีความสามารถในการละลายฟอสเฟตเมื่อทดสอบบนอาหารแข็ง 
Pikovaskaya’s medium (Amaresan et al., 2012) ในระยะเวลาต่อมา ได้มีรายงานการแยก
แบคที เรียในจีนัส Enterobacter, Pseudomonas และ Microbacterium ที่ สามารถละลาย
ฟอสเฟตได้ด้วยเช่นกัน (Ali et al., 2014; Eljounaidi et al., 2016; Borah et al., 2021) 

กลไกการละลายฟอสเฟตของจุลินทรีย์ 
โดยทั่วไปวัฏจักรฟอสฟอรัสในพ้ืนที่เกษตรกรรมจะเป็นวัฏจักรแบบเปิด เนื่องจากมีการใส่ทั้ง

ปุ๋ยเคมีและปุ๋ยอินทรีย์ลงในดินเพ่ือให้ได้ผลผลิตสูงสุดตามที่ต้องการ นอกจากมีการเกิดปฏิกิริยาการ
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ตรึงฟอสฟอรัสโดยกระบวนการทางเคมีในดินแล้ว ยังมีจุลินทรีย์ในดินที่จัดเป็นปัจจัยส าคัญ เนื่องจาก
การด าเนินกิจกรรมของจุลินทรีย์ในกระบวนการต่างๆ ได้แก่ การละลายสารประกอบอนินทรีย์
ฟอสเฟตด้วยกรดอินทรีย์ (Solubilization) และการย่อยสลายสารประกอบอินทรีย์ฟอสเฟตด้วย
เอนไซม์ (Minerlization) และการตรึงฟอสฟอรัส (Immobilization) โดยการดูดซึมเข้าสู่ภายในเซลล์ 
(ภาพ 7) 
 

 
ภาพ 7 กลไกการละลายฟอสเฟตในดินโดยจุลินทรีย์ละลายฟอสเฟต 

ที่มา: Sharma et al., 2013 
 

การใช้จุลินทรีย์ละลายฟอสเฟตเพ่ือเพ่ิมความอุดมสมบูรณ์ของดิน 
ในการแก้ปัญหาดินขาดฟอสฟอรัสที่มีประโยชน์ต่อพืชสามารถท าได้โดยใช้ประโยชน์จาก

จุลินทรีย์ละลายฟอสเฟต ซึ่งมีอยู่ในดินอยู่แล้วแต่อาจมีไม่มากพอที่จะท าให้เกิดฟอสฟอรัสที่มี
ประโยชน์เพียงพอต่อความต้องการของพืชเพ่ือส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช (ธงชัย มาลา, 2550) 
โดยจุลินทรีย์ละลายฟอสเฟตทั้งแบคทีเรียและเชื้อรา ได้รับความสนใจศึกษาพัฒนาจากหลายประเทศ 
เพ่ือน ามาผลิตเป็นหัวเชื้อจุลินทรีย์ ส าหรับเพ่ิมธาตุฟอสฟอรัสในดินได้อย่างมีประสิทธิภาพ  
(อาภารัตน์, 2549) การน าจุลินทรีย์ละลายฟอสเฟตมาใช้ในทางการเกษตร โดยอาจจะใช้จุลินทรีย์
ละลายฟอสเฟตที่เป็นประชากรเดิมในพ้ืนที่ แต่ถ้าจุลินทรีย์ท้องถิ่นไม่มีประสิทธิภาพพออาจชักน า



 16 

จุลินทรีย์ละลายฟอสเฟตต่างถิ่นที่มีประสิทธิภาพดี เช่น Bacillus และ Pseudomonas, ที่มีการ
เจริญเติบโตบริเวณรอบรากพืชมาใส่เพ่ิมเติมในพ้ืนที่โดยการคลุกกับเมล็ดพันธุ์พืชหรือจุ่มรากของกล้า
พืชก่อนที่จะน าลงปลูก จุลินทรีย์กลุ่มเอนโดไฟต์คาดว่าจะมีบทบาทนี้เช่นกัน ทั้งนี้เนื่องจากการ
ทดสอบคุณสมบัติต่างๆ ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเปลี่ยนรูปฟอสเฟตซึ่งมีอิทธิพลต่อการปลดปล่อย
ฟอสเฟตให้อยู่ในรูปที่เป็นประโยชน์ต่อพืช  

กลไกในการปลดปล่อยฟอสฟอรัสให้เป็นประโยชน์กับพืชแตกต่างกันออกไป (Salehrastin, 
1999) กระบวนการดังกล่าว ได้แก่ กระบวนการท าให้เกิดกรด (Acidification) กระบวนการคีเลต 
(Chelation) และกระบวนการแลกเปลี่ยน (Exchange) (Gerke, 1992; Nahas, 1996; Dadarwal, 
1997; Yadav and Dadarwal, 1997; อ้างอิงโดยสุภาพร จันรุ่งเรือง, 2553) หากดินในแปลงปลูก 
สตรอว์เบอร์รีขาดฟอสเฟตในรูปที่เป็นประโยชน์ต่อพืชจะส่งผลต่อต้นทุนการผลิตที่สูงมาก เนื่องจาก
ต้องใช้ปุ๋ยฟอสเฟตในปริมาณสูง ในปี 2555 ไตรธานี เยี่ยมอ่อน และคณะ ได้ศึกษาการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของอ้อยด้วยแบคทีเรียละลายฟอสเฟตพบว่า แบคทีเรียที่แยกได้ทั้งหมดมี 19 ไอโซเลต 
และมี 4 ไอโซเลต ที่มีค่ากิจกรรมการละลายฟอสเฟตสูง เมื่อน าไปทดสอบในระดับโรงเรือนพบว่า 
Bacillus aryabhattai UT-KKU-26 สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของอ้อยได้ดีที่สุด จากผล
การศึกษาดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า แบคทีเรียเอนโดไฟต์มีโอกาสน ามาพัฒนาเป็นหัวเชื้อชีวภัณฑ์ได้ 
จากการรายงานที่ผ่านมาเป็นแนวทางในการศึกษาแบคทีเรียเอนโดไฟต์เพ่ือประยุกต์ใช้ในการปลูก 
สตรอว์เบอร์รีจึงต้องศึกษาปัจจัยสิ่งแวดล้อมและสภาพการท าเกษตรกรรมที่เหมาะสมต่อการรอดชีวิต
ของเชื้อดังกล่าวอีกด้วย  
 

การผลิตซิเดอร์โรฟอร์ 
ซิเดอร์โรฟอร์เป็นสารประกอบอินทรีย์ที่มีมวลโมเลกุลต่ า (200–2000 ดาลตัน) ผลิตโดย

จุลินทรีย์ และพืชในสภาพที่มีปริมาณธาตุเหล็กที่ต่ า (Schwyn and Neilands, 1987) บทบาทหลัก
ของซิเดอร์โรฟอร์ คือ การจับไอออนของเหล็ก (Fe (III)) เพ่ือใช้ในกระบวนการทางชีวภาพ นอกจากนี้ 
ซิเดอร์โรฟอร์ยังสามารถจับกับโมเลกุลของโลหะชนิดอ่ืนๆ ได้อีกด้วย สารประกอบดังกล่าวมี
โครงสร้างที่หลากหลาย และมีคุณสมบัติที่เฉพาะเจาะจงจึงท าให้ซิเดอร์โรฟอร์ได้รับความสนใจเพ่ือ
น ามาศึกษาเกี่ยวกับการควบคุมทางชีวภาพ (Biocontrol) ไบโอเซนเซอร์ (Biosensors) การบ าบัด
สารมลพิษด้วยวิธีทางชีวภาพ (Bioremediation) และสารคีเลต (Chelation agents) รวมถึง
คุณสมบัติส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช แบคทีเรียในกลุ่ม PGPR มีรายงานว่าสามารถผลิต 
ซิเดอร์โรฟอร์ได้ เช่น Bacillus subtilis CAS15 สามารถผลิตซิเดอร์โรฟอร์ในกลุ่ม Catechol ได้  
(Yu et al., 2011) แ ล ะ  Pseudomonas fluorescens ส าม ารถผ ลิ ต ซิ เด อ ร์ โรฟ อร์ ใน กลุ่ ม 
Hydroxymate ที่มีชื่อว่า Ferribactin (Maurer and KellerSchierlein, 1968) 
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ความสามารถในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรค 
เนื่องจากสตรอว์เบอร์รีนั้นมีส่วนขยายพันธุ์ คือ ไหลที่เลื้อยไปตามดิน หากการดูแลไม่ดี 

โดยเฉพาะในช่วงฤดูฝน ซึ่งอากาศมีความชื้นสูง ท าให้เกิดน้ าขังซึ่งอาจก่อให้เกิดโรคโคนเน่าได้ ดังนั้น
แบคทีเรียเอนโดไฟต์จะต้องมีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของเชื้อราสาเหตุโรคได้ เพื่อช่วยป้องกัน
พืชจากการท าลายของเชื้อรา โดยมีกลไกทางอ้อมได้หลายรูปแบบ เช่น การผลิตสารปฏิชีวนะและสาร
เมแทบอไลต์ทุติยภูมิ การแก่งแย่งแข่งขันเพ่ือแย่งอาหารและพ้ืนที่ รวมถึงการผลิตเอนไซม์ที่ท าลาย
ผนังเซลล์ของเชื้อรา (Dunlap et al., 2011; Hussain and Khan, 2021) แบคทีเรียเอนโดไฟต์ส่วน
ใหญ่ที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมทางชีวภาพ ได้แก่ จีนัส Bacillus, Pseudomonas และ 
Streptomyces เป็นต้น (Berg and Hallmann, 2006) แบคทีเรียในจีนัส Bacillus ได้รับการศึกษา
และเป็ นที่ ยอมรับว่ามีฤทธิ์ยับยั้ งเชื้ อราสาเหตุ โรคได้หลายชนิด  (de Curtis et al., 2010;  
Zhang et al., 2011) เช่น Colletotrichum spp., Fusarium spp. และ R. solani (Cui et al., 
2020; Hussain and Khan, 2021) ซึ่งมีการรายงานว่า สารออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราที่ผลิต คือ สารใน
กลุ่ มลิ โป เปปไทด์  (Lipopeptide) เช่น  เซอร์แฟกทิน (Surfactin), อิทู ริน  (Iturin), เฟนจิซิน 
(Fengycin) และสารในกลุ่มโพลีคีไทด์ (Polyketide) เช่น Macrolactin (Cossus et al., 2021) มี
การรายงานว่าแบคทีเรียจีนัส Bacillus, Enterobacter และ Pseudomonas ยังสามารถผลิต
เอนไซม์ไคติเนสเพ่ือท าลายผนังเซลล์เชื้อราเพ่ือป้องกันตนเองและพืชอาศัย (Chernin et al., 1995; 
Susilowati et al., 2011) นอกจากนี้มีการศึกษาแบคทีเรีย  B. siamensis และ B. subtilis ได้
รายงานว า สามารถผลิตสารกลุ่ม lipopeptide ยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคในจีนัส Colletotrichum, 
Fusarium และ Rhizoctonia ได้  (Dunlap et a l., 2011 ; Hussa in  and Khan  2021 ;  
Huang et al., 2022) 
 

การควบคุมโรคพืชโดยวิธีธรรมชาติ 
การควบคุมโรคพืชโดยวิธีธรรมชาติเป็นการเลียนแบบธรรมชาติเพ่ือการเจริญเติบโตและการ

ด ารงชีวิตของสิ่งมีชีวิต จึงมีการแข่งขันหรือการส่งเสริมซึ่งกันและกัน ดังนั้นการควบคุมโรคพืชด้วยวิธี
ธรรมชาติ จึงเป็นการน าเชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ที่มีอยู่ในธรรมชาติมายับยั้งการเจริญเติบโตหรือท าลาย
เชื้อสาเหตุโรคพืชไม่ให้ท าอันตรายต่อพืชนั่นเอง โดยการใช้จุลินทรีย์ปฏิปักษ์ควบคุมเชื้อสาเหตุโรคพืช 
มีกลไกยับยั้งโรค 4 ประการ คือ  

1. การแข่งขัน หมายถึง เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์มีความสามารถเจริญเติบโตแข่งขันกับ
เชื้อโรคได้ดี จนเชื้อโรคไม่สามารถเจริญก่อโรคให้เกิดโรคหรือครอบครองพ้ืนที่อาศัยในพืช หรือในดิน
บริเวณรอบรากหรือส่วนที่อยู่เหนือดินของพืช 
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2. การเป็นปรสิต หมายถึง เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์เข้าไปอาศัยหรือหาอาหารในเซลล์
ของเชื้อโรคพืช ท าให้เชื้อโรคลดความรุนแรง 

3. การท าลายชีวิต หมายถึง เชื้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์ผลิตสารปฏิชีวนะเพ่ือยับยั้งการ
เจริญเติบโตหรือท าลายชีวิตของเชื้อโรค 

4. การชักน าให้พืชต้านทานโรค หมายถึง การที่เชื้อปฏิปักษ์หรือส่วนใดส่วนหนึ่งของ
เชื้อปฏิปักษ์ สามารถไปกระตุ้นหรือชักน าให้พืชสร้างความต้านทานต่อโรคขึ้นมา (Odum, 1953;  
Pal et al., 2006; นิพนธ์ ทวีชัย, 2550) 
 

ในปัจจุบันพบว่า มีการน าเชื้อจุลินทรีย์มาพัฒนาให้อยู่ในรูปแบบของผลิตภัณฑ์โดยมุ่งเน้น
เรื่องการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช และการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรค ในปี 2006 El-Hassan and 
Gowen ได้น าชีวภัณฑ์ที่ใช้ Bacillus subtilis ผสมลงในตัวพาชนิดต่างๆ ได้แก่ กลูโคส ผงทัลคัม และ
พีท โดยมีคาร์บอกซิเมทิลเซลลูโลสหรือซีเอ็มซี (Carboxymethyl cellulose; CMC) เป็นสารเพ่ิม
การยึดเกาะ มาใช้เพ่ือควบคุมเชื้อรา Fusarium oxysporum f. sp. lentil สาเหตุโรคเหี่ยวของ 
ถั่วแขก โดยใช้ถั่วแขก 2 สายพันธุ์ ได้แก่ Precoz สายพันธุ์อ่อนแอ และ Idlib-2 สายพันธุ์ต้านทาน
พบว่า มีประสิทธิภาพในการป้องกันการเกิดโรคเหี่ยวได้ดีที่สุดในพันธุ์อ่อนแอ และในปี 2554 ฤดีกร 
วิวัฒนปฐพี และคณะ รายงานเกี่ยวกับการพัฒนาสูตรชีวภัณฑ์เชื้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ในรูปแบบเม็ด
เจลที่มีคุณสมบัติออกฤทธิ์และสามารถสลายทางชีวภาพได้พบว่า เม็ดอัลจิเนตเจลสามารถเพ่ิมการอยู่
รอดของแบคทีเรียต่อแสงยูวี ค่าความเป็นกรดด่างและอุณหภูมิสูงได้ และแบคทีเรียที่ปลดปล่อย
ออกมาในดินสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อรา Fusarium oxysporum และ Rhizoctonia solani 
ได้ นอกจากนี้ชีวภัณฑ์เม็ดเจลมีปริมาณเชื้อแบคทีเรียอยู่รอดมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ยังมี
การศึกษาการแยกและคัดกรองแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชจากพูลิคาเรีย 
พบว่า B. cereus BI-8 และ B. subtilis BI-10 มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรค ได้แก่ 
Alternaria alternata, Fusarium oxysporum แ ล ะ  Pythium ultimum โด ย มี เป อ ร์ เซ็ น ต์ 
การยับยั้งตั้งแต่ 20-52.6 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นแบคทีเรียเอนโดไฟต์ทั้งสองชนิดนี้จึงถูกใช้เป็นสารตั้งต้น
ทางชีวภาพส าหรับเมล็ดข้าวโพด (Fouda et al., 2021) 
 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

Bacillus subtilis  
Bacillus เป็นแบคที เรียมีรูปร่างเป็นท่อน (rod shape) ย้อมติดสีแกรมบวก (Gram- 

positive) สามารถเคลื่อนที่ด้วยแฟลกเจลล่า (flaggella) ต้องการออกซิเจนในการเจริญ (aerobic 
bacteria) แต่บางชนิดเป็นแบคทีเรียที่สามารถเจริญได้ทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจน และไม่มีออกซิเจน  
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(facultative anaerobe) เป็ นแบคที เรียที่ ทนต่ อความร้อน  (Thermoduric bacteria) สร้าง 
เอนโดสปอร์ (spore forming bacteria) โดยสปอร์แบคทีเรียของ Bacillus จะทนต่อความร้อน ทน
ต่อความแห้ งแล้ง สารเคมี  และสภาวะแวดล้อมที่ ไม่ เหมาะสมต่างๆ ได้ดี  (Gordon, 2019)  
(ภาพ 8) 
 Bacillus subtilis (Ehrenberg, 1835; Cohn, 1872) 
  Kingdom: Bacteria 
   Phylum: Firmicutes 
    Class: Bacilli 
                            Order: Bacillales 
          Family: Bacillaceae 
       Genus: Bacillus 
        Species: B. subtilis 
 

 
ภาพ 8 ลักษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของ  

Bacillus subtilis ที่ก าลังขยาย 3,000 เท่า 
ที่มา: ดลฤดี บุญญาภิสิทธิ์, 2565 
 

Bacillus เป็นแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติในการก าจัดศัตรูพืชและควบคุมโรคพืชได้หลายชนิด ซึ่ง
แบคทีเรียที่น ามาผลิตเป็นสารก าจัดศัตรูพืชชีวภาพมีหลายรูปแบบ ขึ้นอยู่กับศัตรูเป้าหมาย Bacillus 
ออกฤทธิ์ยั้บยั้งแมลงศัตรูพืช โดยการสร้างสารพิษ delta-endotoxin ซึ่งมีคุณสมบัติในการฆ่าแมลง 
โดยมีการผลิตจ าหน่ายมากที่สุด คือ Bt  

ในส่ วนของการควบคุ ม โรค พื ชที่ มี ส า เหตุที่ เกิ ดจาก เชื้ อ รา พบว่ า Bacillus เช่ น  
B. amyloliquefaciens, B. pumilis, และ B. subtilis มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรค 
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รวมทั้งช่วยในการกระตุ้นความต้านทานของพืชต่อเชื้อสาเหตุโรคพืชอีกด้วย (วีระศักดิ์ ศักดิ์ศิริรัตน์, 
2560) นอกจากนี้ในปี ค.ศ. 1999 Marten et al. รายงานว่าแบคทีเรียปฏิปักษ์ Bacillus subtilis 
B2g ซึ่งอยู่ในรูปแบบต่างๆ เช่น แกรนูล สารแขวนลอยสปอร์ (Spore suspension) และคลุกเมล็ด 
(Seed treatment) สามารถท าลายเชื้อรา Fusarium oxysporum และ Rhizoctonia solani 
ได้ผลดี และสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของทานตะวัน กะหล่ าปลี และแตงกวาได้ ในปี 2012 de 
Melo Pereira et al. ได้ศึกษากลุ่มของแบคทีเรียเอนโดไฟต์จากผลสตรอว์เบอร์รีโดยใช้เทคนิค 
Repetitive extragenic palindromic (rep)-PCR พบว่า สามารถตรวจพบยีน 16S rRNA ของ
แบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus, Curtobacterium, Enterobacter, Lactobacillus, Pantoea, และ 
Pseudomonas และเมื่อเตรียมหัวเชื้อ Bacillus subtilis NA-108 เพ่ือทดสอบการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของสตรอว์เบอร์รีในระดับโรงเรือนพบว่า แบคทีเรียดังกล่าวมีผลท าให้จ านวนใบ ความสูง
ของล าต้น น้ าหนักของรากแห้ง และน้ าหนักของล าต้นแห้งเพ่ิมมากขึ้นเมื่อเทียบกับชุดควบคุม 
นอกจากนี้มีการศึกษาแบคทีเรียสายพันธุ์ Bacillus pumilus INR7 พบว่าสามารถกระตุ้นให้เกิด
กระบวนการ Induced systemic resistance (ISR) ในพืชเพ่ือลดความรุนแรงของโรคและส่งเสริม
การเจริญเติบโตของพืชอีกด้วย (Yi et al., 2013; Jeong et al., 2014)  
 

Enterobacter sp.  
Enterobacter เป็นแบคทีเรียที่อยู่ในวงศ์ Enterobacteriaceae เป็นแบคทีเรียแกรมลบ 

(Gram negative) มีรูปร่างเป็นท่อน (Rod-shaped) ไม่สร้างสปอร์ (Non-spore forming) และ 
ออกซิเดส (Oxidase negative) เป็นแบคทีเรียในกลุ่มโคลิฟอร์ม (Coliform) อยู่ในกลุ่ม Facultative 
anaerobe สามารถเจริญได้ทั้งในภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน อาจไม่เคลื่อนที่หรือเคลื่อนที่
ด้วย Peritrichous flagella สร้างแคปซูล ท าให้เกิดเมือก (Slime former) (Mezzatesta et al., 
2012) (ภาพ 9) 
 Enterobacter sp. (Hormaeche and Edwards, 1960) 
  Kingdom: Bacteria 
   Phylum: Proteobacteria 
    Class: Gammaproteobacteria 
     Order: Enterobacterales 
      Family: Enterobacteriaceae 
       Genus: Enterobacter 
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ภาพ 9 ลักษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของ Enterobacter sp. ที่

ก าลังขยาย 3,000 เท่า 

ที่มา: ดลฤดี บุญญาภิสิทธิ์, 2565 
 

Microbacterium sp.  
Microbacterium อยู่ ในวงศ์  Microbacteriaceae เป็นแบคที เรียแกรมบวก (Gram-

positive) มีรูปร่างเป็นท่อน (rod shape) ไม่สร้างสปอร์ (nonspore-forming) (Collins et al., 
1983) (ภาพ 10) 
 Microbacterium sp. (Orla-Jensen, 1919) 
  Kingdom: Bacteria 
    Phylum: Actinobacteria 
    Class: Actinobacteria 
     Order: Micrococcale 
      Family: Microbacteriaceae 
       Genus: Microbacterium 
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ภาพ 10 ลักษณะเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของ  

Microbacterium enclense ที่ก าลังขยาย 3,000 เท่า 
ที่มา: ดลฤดี บุญญาภิสิทธิ์, 2565 
 

Microbacterium เป็นแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติในการควบคุมโรคพืช และส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช ซึ่งมีการรายงานในปี 2009 โดย Cottyn et al. พบว่าเชื้อ Microbacterium ที่
ท าการแยกได้จากเมล็ดข้าวมีความสามารถในการยับยั้งเชื้อรา Rhizoctonia solani ที่เป็นสาเหตุโรค
ในข้าว และมีการแยกแบคทีเรียจากต้นอะราบิดอฟซิส พบว่า Microbacterium yannici G72 มี
ความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช ซึ่งช่วยท าให้ต้นพืชมีขนาดใหญ่และมีก้านช่อดอก
ที่ ย าวขึ้ น  (Schwachtje et al., 2012) น อกจากนี้ ยั งมี ก ารราย งานว่ า  Microbacterium มี
ความสามารถในการสังเคราะห์ฮอร์โมน IAA เพ่ือกระตุ้นการเจริญเติบโตของข้าวอีกด้วย (Ji et al., 
2014) 
 
การใช้ประโยชน์จากแบคทีเรียเอนโดไฟต์ 

การใช้ประโยชน์จากแบคทีเรียเอนโดไฟต์นั้น เป็นการสร้างความมั่นคงยั่งยืนทางการเกษตร
อย่างหนึ่ง การศึกษาเกี่ยวกับการแยกแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในระยะแรกนั้น มุ่งเน้นเพ่ือน ามาใช้
ประโยชน์ทางด้านเกษตรกรรม ซึ่งการศึกษานั้นอาศัยหลักการและเทคนิคทางด้านจุลชีววิทยา  
ผู้ศึกษามักน าชิ้นส่วนต่างๆ ของพืชมาท าการฆ่าเชื้อบริเวณพ้ืนผิว จากนั้นจึงท าการแยกให้บริสุทธิ์จน
ได้โคโลนีเดี่ยวเพ่ือน ามาทดสอบคุณสมบัติที่สนใจ เช่น การศึกษาเกี่ยวกับการกระตุ้นเพ่ือป้องกัน
ตนเองจากเชื้อโรคโดยใช้แบคทีเรียเอนโดไฟต์ มักท าการเคลือบผิวที่เมล็ดหรือผสมแบคทีเรี ยลงไปใน
ดินในกระถาง ในการศึกษาเกี่ยวกับการใช้แบคทีเรียที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตในสตรอว์เบอร์รีพบว่า 
ได้มีการศึกษาในระดับโรงเรือนที่ปลูกสตรอว์เบอร์รีแบบอินทรีย์ โดยใช้แบคทีเรียในจีนัส Bacillus 
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และ Pseudomonas ท าการจุ่มราก และการฉีดพ่นด้วยหัวเชื้อในรูปแบบหัวเชื้อบริสุทธิ์ชนิดเดียว 
และหัวเชื้อผสมระหว่างสองสายพันธุ์ ซึ่งผลการศึกษาดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าเมื่อใช้แบคทีเรียดังกล่าว
ท าให้ผลผลิตเพิ่มข้ึน และพบว่าปริมาณของแร่ธาตุฟอสฟอรัส เหล็ก ทองแดง และสังกะสี เพ่ิมมากข้ึน
ในส่วนของต้นสตรอว์เบอร์รี นอกจากนี้ เมื่อศึกษาปริมาณแร่ธาตุในดินพบว่า ปริมาณของฟอสฟอรัส 
เหล็ก โพแทสเซียม และแมกนีเซียม ซึ่งอยู่ในรูปที่ละลายได้ในดินสูงขึ้นอีกด้วย (Esitken et al., 
2010) แบคทีเรียรอบรากข้าวบาร์เลย์และราสป์เบอร์รีสายพันธุ์ป่า ได้แก่ แบคทีเรียในจีนัส Bacillus 
และ Paenibacillus ได้มีรายงานว่า แบคทีเรียดังกล่าวส่งผลต่อการเจริญเติบโต และผลผลิตของสต
รอว์เบอร์รีให้สูงขึ้น (Erturk et al., 2012) การใช้แบคทีเรียเอนโดไฟต์เพ่ือควบคุมโรคพืชมักนิยม
ทดสอบด้วยการฉีดหัวเชื้อแบคทีเรียใกล้บริเวณที่ปรากฏอาการของโรค เช่น แบคทีเรียเอนโดไฟต์ใน
จีนัส Bacillus ซึ่งช่วยท าให้เกิดกระบวนการ Induced systemic resistance (ISR) เช่น Bacillus 
pumilus INR7 นั้น ได้รับการศึกษาในระดับแปลงปลูก และน ามาจดทะเบียนการค้าโดยบริษัท Yield 
Shield ซึ่ งผลิ ตภ าย ใต้ การควบคุ มของบริษั ท  Bayer Crop Science (Jeong et al., 2014) 
นอกจากนี้ ยังมีการศึกษาแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากรากคาโนลา และทดสอบศักยภาพในการ
เป็นปุ๋ยชีวภาพพบว่า แบคทีเรียที่แยกได้จากรากคาโนลาอยู่ในกลุ่มจีนัส Bacillus, Neobacillus, 
Peribacillus, Pseudomonas และ Terribacillus เมื่อท าการทดลองในระดับโรงเรือนโดยใช้ดิน
เกษตรพบว่า แบคทีเรียดังกล่าวมีความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นกล้าคาโนลาได้
อย่างมีประสิทธิภาพ จากรายงานนักวิจัยจึงมุ่งเน้นที่จะพัฒนา Paenibacillus และ Peribacillus 
เป็นปุ๋ยชีวภาพมากที่สุด เนื่องจากมีการสร้างสปอร์ซึ่งเป็นลักษณะที่ได้เปรียบเมื่อก าหนดสูตรปุ๋ ย
ชีวภาพ (Martínez-Hidalgo et al., 2021) 
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บทที่ 3  
วิธีด าเนินงานวิจัย 

 
กลุ่มตัวอย่าง    

คัดแยกแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากตัวอย่างไหลสตรอว์เบอร์รี สายพันธุ์พระราชทาน 
80 จ านวน 10 ตัวอย่าง จากบ้านไร่ไออุ่นสตรอเบอรี่ ต าบลเขาค้อ อ าเภอเขาค้อ จังหวัดเพชรบูรณ์  
(16๐35’48”N 101๐0’14”E)  
 
เครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย    

เครื่องมือ   
1)  หม้อนึ่งฆ่าเชื้อด้วยแรงดันไอน้ า (Autoclave)  
2)  เครื่องผสมสารละลาย (Vortex mixer)  
3)  เครื่องชั่งไฟฟ้าทศนิยม 4 ต าแหน่ง (Analytical Balance)  
4)  เครื่องชั่งไฟฟ้าทศนิยม 2 ต าแหน่ง (Precision Balance)  
5)  เครื่องเขย่า (Shaker)  
6)  เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)  
7)  เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter)  
8)  เครื่องกวนสารละลาย (Hot plate stirrer)  
9)  เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge)  
10)  เครื่องกลั่นระเหยสารแบบหมุน (Rotary evaporator)   
11)  กล้องจุลทรรศน์ใช้แสงแบบสเตอริโอ (Stereoscopic microscope) 
12)  กล้องจุลทรรศน์ใช้แสงแบบเชิงประกอบ (Compound light microscope)   
13)  ตู้ดูดควันไอสารเคมี (Fume hood) 
14)  ตู้บ่มเพาะเลี้ยงเชื้อ (Incubator) 
15)  ตู้อบลมร้อน (Hot air oven)  
16)  ตู้ปลอดเชื้อ (Biosafety Cabinet) 
17)  ฮีมาไซโตมิเตอร์ (Hemacytometer) 
18)  ไมโครปิเปต (Micropipette) 
19)  ตู้ยูวี (UV cabinet) 
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อุปกรณ์ 
1)  ห่วงถ่ายเชื้อ (Inoculating loop)  
2)  ตะเกียงแอลกอฮอล์ (Alcohol Burner Stainless)  
3)  ไฟแช็ค (Lighter)  
4)  ตะแกรงใส่หลอดทดลอง (Rack)   
5)  ถุงพลาสติก (Plastic bag)  
6)  หนังยาง (Rubber band)  
7)  ช้อนตักสารเคมี (Spatula)  
8)  ส าลี (Cotton wool)  
9)  โกร่ง (Motar & Pestle) 
10)  จานเพาะเชื้อ (Petri dish)  
12)  หลอดทดลอง (Test tube)  
13)  แท่งแก้วสามเหลี่ยม (Spreader)  
14)  ปิเปต (Pipette)  
15)  กระบอกตวง (Cylinder)  
16)  ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask)  
17)  บีกเกอร์ (Beaker)  
18)  แท่งแก้วคนสาร (Stirring rod) 
19)  หลอดแคปิลารี (Capillary) 
20)  แผ่นดิสก์ (Disc), WhatmanTM 
21)  ไซริงค์กรองสารแบบปลอดเชื้อ (Sterile Syringe Filter 0.22 µm), Johnson® 
22)  กระบอกฉีดยา (Syring), Nipro 
23)  แผ่นTLC (Thin layer chromatography), Merck KGaA®, Germany  
24)  กระถาง ขนาด 8 นิ้ว (Pot; 8 inches) 
25)  บัวรดน้ าพลาสติก (Plastic watering can) 
26)  พีทมอส (Peat moss) 
28)  ขุยมะพร้าว (Coconut husk) 
29)  ขวดยาน้ า ขนาด 60 มิลลิลิตร (Plastic bottle, BML 60 ml) 
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สารเคมี 
1)  เอทิลแอลกอฮอล์ 95% (Ethyl Alcohol 95%), เคมีภณัฑ์  
2)  ทวีน 80 (Tween 80), OmiPur® 
3)  แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4·7H2O; Analytical reagent grade), QRëC® 
4)  โซเดียมไฮโปคลอไรด์ (NaClO), Loba Chemie® 
5)  ไอเอิร์น (III) คลอไรด์ (FeCl3 ·6H2O; Analytical reagent grade), Loba Chemie® 
6)  กรดเปอร์คลอริก (HCLO4; Analytical reagent grade), Kemaus® 
7)  เอทิล อะซิเตท (CH3COOC2H5; Commercial), ACI Labscan® 
8)  กรดซัลฟิวริก (H2SO4; Analytical reagent grade), J.T. Baker® 
9)  แอล-ทริปโตเฟน (L-Tryptophan), Himedia®  
10) ไตรแคลเซียม ฟอสเฟต (tri-calcium phosphate), Ajax Finechem  
11) ไซโคลเฮกซิไมด์ (Cycloheximide), Goldbio 
12) ปุ๋ยสูตรเสมอ 15-15-15 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
1)  อาหารเลี้ยงเชื้อ Tryptone soya Broth, Himedia®   
2)  อาหารเลี้ยงเชื้อ King’s B agar, Himedia®  
3)  อาหารเลี้ยงเชื้อ Luria-Bertani Broth, Himedia® 
4)  อาหารเลี้ยงเชื้อ Pikovskaya’s Agar, Himedia® 
5)  อาหารเลี้ยงเชื้อ Nutrient Broth, Himedia® 
6)  อาหารเลี้ยงเชื้อ Potato Dextrose Broth, Himedia® 
7)  อาหารเลี้ยงเชื้อ Yeast Malt Broth (YM Broth), Himedia® 

 
วิธีด าเนินการวิจัย    

1. การแยกแบคทีเรียเอนโดไฟต์จากไหลสตรอว์เบอร์รี สายพันธุ์พระราชทาน 80      
ท าการแยกแบคทีเรียเอนโดไฟต์จากไหลสตรอว์เบอร์รี ที่เก็บได้จากพ้ืนที่แปลงปลูกของบ้าน

ไร่ไออุ่นสตรอเบอรี่ ต าบลเขาค้อ อ าเภอเขาค้อ จังหวัดเพชรบูรณ์ จ านวน 10 ตัวอย่าง เริ่มต้นโดยการ
น าไหลสตรอว์เบอร์รีมาล้างด้วยน้ าประปาไหลผ่าน เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นตัดเป็นชิ้นเล็กๆ ใส่ลงใน
ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีการเติมสารละลาย 1% ทวีน 80 น าไปเขย่าบนเครื่องเขย่าด้วย
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นจึงแช่ในสารละลาย 70% เอทิลแอลกอฮอล์ 
เป็นเวลา 1 นาที ท าการฆ่าเชื้อด้วยสารละลาย 2.5% โซเดียมไฮโปคลอไรท์ (NaClO) น าไปเขย่าบน
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เครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที ท าการล้างด้วยสารละลาย 70% 
เอทิลแอลกอฮอล์ เป็นเวลา 30 วินาที และล้างด้วยน้ ากลั่นฆ่าเชื้อจ านวน 3 รอบ (เก็บน้ ากลั่นสุดท้าย
ที่ใช้ในการฆ่าเชื้อไว้ส าหรับเกลี่ยบนอาหารเพ่ือตรวจสอบว่าสามารถฆ่าเชื้อที่ผิวได้)  น าตัวอย่างมาผึ่ง
ให้แห้ง จากนั้นน าตัวอย่างที่ได้มาบดโดยมีการเติมสารละลายแมกนีเซียมซัลเฟตที่มีความเข้มข้น 
เท่ากับ 0.03 โมลต่อลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพ่ือเตรียมสารละลายส าหรับการแยกแบคทีเรียด้วย
วิธีการท าให้เจือจาง (Serial dilution) ในการแยกแบคทีเรียเอนโดไฟต์นั้น ให้ท าการเกลี่ย (Spread 
plate) สารละลายจากไหลสตรอว์เบอร์รีที่เจือจางเท่ากับ 10-3,10-5,10-7 ลงบนอาหาร Tryptic soya 
agar (TSA) อาหาร King’s B agar และอาหาร Luria-Bertani (LB) น าไปบ่มที่ อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 1-3 สัปดาห์ สังเกตการเจริญของแบคทีเรียบนอาหารทุกวัน แล้วแยกจนได้เชื้อบริสุทธิ์ ท าการ
เก็บรักษาเชื้อในสารละลายกลีเซอรอลที่มีความเข้มข้น 25% ที่ตู้เย็นอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  
เพ่ือใช้ในการศึกษาต่อไป (Rojas-solis et al., 2018) 
 

2. การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ต่อการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง 
น าแบคทีเรียเอนโดไฟต์จากขั้นตอนที่  1 มาเลี้ยงบนอาหาร Nutrient agar (NA) บ่มที่

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าแบคทีเรียดังกล่าวมาทดสอบประสิทธิภาพในการย่อย
สลายฟอสเฟตด้วยการวางชิ้นวุ้นบนอาหารแข็ง Pikovskaya’s medium (PVK) ที่มี tri-calcium 
phosphate เป็นองค์ประกอบ จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง บันทึกผลวันที่ 3 และวันที่  7 วัน เมื่อ
สังเกตเห็นบริเวณวงใสรอบโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อให้ท าการวัดรัศมีของบริเวณใส และรัศมีของ
โคโลนี เพ่ือน าค่าที่ ได้มาค านวณหาค่าดัชนีการละลายฟอสเฟต (Halo: Colony ratio) ดังสูตร
ต่อไปนี้  
            Halo: Colony ratio = รัศมีบริเวณใสรอบโคโลนี (มิลลิเมตร) 
                                                  รัศมีโคโลนี (มิลลเิมตร)  
ค านวณค่า Halo: Colony ratio ทุกซ้ าแล้วหาค่าเฉลี่ยสุดท้ายของแต่ละเชื้อแบคทีเรียมาเปรียบเทียบ
กัน บันทึกผลการทดลองแล้วน าค่าที่ได้ไปวิเคราะห์ผลทางสถิติ (Ruangsanka, 2014) 
 

3. การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ต่อการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลว 
น าโคโลนีของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง มาเลี้ยงใน

อาหารเหลว Nutrient broth (NB) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปเขย่าบนเครื่องเขย่าด้วย
ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 4-6 ชั่วโมง น ามาวัดค่าความขุ่นของเชื้อด้วย
เครื่องวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร โดยให้มีค่าความขุ่น เท่ากับ 0.1 (ปริมาณ
หัวเชื้อแบคทีเรีย เท่ากับ 108 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร) น าหัวเชื้อที่เตรียมไว้มาท าการถ่ายหัวเชื้อแบคทีเรีย
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ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเหลว PVK ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร โดยมีชุดควบคุม คือ อาหารเหลวที่ปราศจากแบคทีเรีย น าไปเขย่าบนเครื่องเขย่าด้วย
ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 7 วัน หลังจากนั้นน าตัวอย่างปริมาตร 10 มิลลิลิตร ไปวัดค่า
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ด้วยเครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) บันทึกผล และน าตัวอย่าง
ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ไปปั่นตกตะกอนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที น าน้ าเลี้ยงที่ได้ไปท าการวิเคราะห์ปริมาณฟอสเฟตที่ละลายได้
โด ย ใช้ วิ ธี โม ลิ บ ดี นั ม บ ลู  (Molybdenum-blue method) (Murphy and Riley, 1962) ดู ด
สารละลายตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร เติมสารละลาย
กรดแอสคอร์บิกปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรจนครบ 25 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันวางทิ้งไว้ เป็น
เวลา 10 นาที น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)  
ที่ความยาวคลื่น 882 นาโนเมตร น าค่าที่ได้ไปค านวณหาปริมาณของฟอสฟอรัสที่วิเคราะห์ได้เป็น
หน่วยไมโครกรัมฟอสเฟตต่อมิลลิลิตร ตามสูตรดังนี้ 
ปริมาณฟอสฟอรัสในตัวอย่าง (ไมโครกรัมฟอสเฟตต่อมิลลิลิตร) =  Z x ปริมาตรสุดท้าย (มิลลิลิตร) 
                                         ปริมาตรสารตัวอย่างที่ใช้ (มิลลิลิตร) 
 **Z คือ ค่าความเข้มข้นของฟอสฟอรัสในตัวอย่างที่ค านวณเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
             ปริมาตรสุดท้าย คือ 25 มิลลิลิตร 
             ปริมาตรสารตัวอย่างที่ใช้ คือ 1 มิลลิลิตร  
 

4. การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ต่อการผลิตกรดอินโดล-3-แอซีติก 
4.1 ท าการทดสอบแบคทีเรียเอนโดไฟต์ตามวิธีที่ได้รับการพัฒนาขึ้นโดย Rashid et al. 

(2012) โดยน าแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตมาเลี้ยงในอาหารเหลว  Yeast Malt 
Broth (YM Broth) และอาห าร เห ลว  YM ที่ มี ส่ วนป ระกอบ ของ  0.1% แอล -ทริป โต เฟ น  
(L-Tryptophan) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลอง น าไปเขย่าบนเครื่องเขย่าด้วยความเร็ว  
150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 4 วัน แล้วน าไปปั่นตกตะกอนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน าน้ าเลี้ยงที่
ได้มาท าการทดสอบโดยดูดตัวอย่าง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองเติมด้วย Salkowski’s 
reagent (2% 0.5 โมลต่อลิตร เฟอร์ริคคลอไรด์  (FeCl3) ใน 35% กรดเปอร์คลอริก  (HClO4))  
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร บ่มในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที และใช้สารละลายมาตรฐาน IAA เป็นชุดควบคุม 
น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร บันทึกผล
การทดลอง (Mohite, 2013)  



 29 

 4.2 การสกัดสาร IAA ของแบคทีเรีย และหาต าแหน่งสารด้วยเทคนิค Thin layer 
chromatography; TLC   

4.2.1 การสกัดสาร IAA ของแบคทีเรีย 
 คัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต IAA ได้สูงมาท าการเลี้ยงในอาหารเหลว YM 
ที่มีส่วนประกอบของ 0.1% แอล-ทริปโตเฟน (L-Tryptophan) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูป
ชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปเขย่าบนเครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4 วัน 
จากนั้นน าไปปั่นตกตะกอนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที น าน้ าเลี้ยงที่ได้มาสกัดด้วยตัวท าละลายเอทิลอะซิเตท (Ethyl acetate) 
อัตราส่วน 1:1 โดยท าการสกัดซ้ าจ านวน 3 รอบ แล้วท าการระเหยแห้งสารด้วยเครื่องกลั่นระเหยสาร
แบบหมุน (Rotary evaporator) ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  
 
  4.2.2 หาต าแหน่งสารด้วยเทคนิค Thin layer chromatography; TLC 
 เตรียมแผ่น TLC (Silica gel 60 F254) ให้มีความยาว 5 เซนติเมตร และความกว้างตาม
ความเหมาะสม ใช้หลอดแคปิลารี (Capillary) ขนาดเล็กดูดสารสกัดตัวอย่างจุด (Spot) ลงบนแผ่น 
TLC ให้ห่างจากขอบล่าง 1 เซนติเมตร และรอให้สารสกัดแห้ง จากนั้นท าการดีเวลอปแผ่น TLC ใน
แทงค์ (Tank) หรือภาชนะที่บรรจุด้วยสารละลายที่ท าหน้าที่เป็นเฟสเคลื่อนที่ (บิวทานอล  (3): 
เอทิล อะซิเตท  (5):เอทานอล (1):น้ า (1)) แล้วน าแผ่น TLC ที่ผ่านการดีเวลอปมาสังเกตด้วย 
ตาเปล่า และน าไปส่องภายใต้แสง UV ด้วยตู้ยูวี (UV cabinet) ที่มีความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 
เพ่ือดูลักษณะของการทึบแสง หรือการเกิดเควนช์ชิ่ง (Quenching) และส่องภายใต้แสง UV ที่ม ี
ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร เพ่ือดูลักษณะการเรืองแสงของสารที่เป็นองค์ประกอบ และพ่นด้วย
สาร Salkowski’s Reagent เพ่ือศึกษาสาร IAA ซึ่งจะปรากฏสีชมพู   
 

5. การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา
ทดสอบโดยวิธี dual culture bioassay 

น าแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่แยกได้มาทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเติบโต
ของเชื้อรา Rhizoctonia solani 1406, Fusarium sp. FB3-3 และ C. gloeosporioides DBCS-
01 ด้วยวิธีการ dual culture bioassay โดยน าเชื้อราเลี้ยงบนอาหารแข็ง Potato dextrose agar 
(PDA) บ่มที่ อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 4 วัน จากนั้นเจาะชิ้นวุ้นอาหาร PDA ที่มีเชื้อเจริญอยู่ด้วย 
พลาสเจอร์ปิเปต (Pasteur Pipette) ที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร จากนั้นน าชิ้นวุ้น
ดังกล่าววางบนอาหาร PDA จานใหม่ โดยมีระยะห่างจากขอบจานเพาะเชื้อ 2 เซนติเมตร และท าการ
ปลูกแบคทีเรียเอนโดไฟต์โดยใช้ห่วงเขี่ยเชื้อ (Inoculating loop) ขีดแบคทีเรียที่ใช้ทดสอบการเป็น
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ปฏิปักษ์ลงบนอาหารให้มีระยะห่างจากขอบจานเพาะเชื้อ 2 เซนติเมตร (ภาพ 11) บ่มที่อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 4-14 วัน บันทึกผลการเจริญเติบโตของเชื้อราโดยการวัดรัศมีการเจริญเติบโตของเชื้อรา 
และค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราโดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
(Montealegre et al., 2003) บันทึกผลการทดลองน าค่าที่ได้ไปวิเคราะห์ผลทางสถิต  
ค านวณหาเปอร์เซ็นต์การยับยั้ง (percent inhibition of radial growth ; PIRG) 
   จากสูตร เปอร์เซ็นต์การยับยั้ง  =  (R1-R2) x100 
                                                                 R1  
 เมื่อ R1 คือ ความยาวรัศมีของโคโลนีเชื้อราสาในชุดควบคุม  
    R2 คือ ความยาวรัศมีของโคโลนีเชื้อราโรคในชุดทดสอบ 
 

ชุดควบคุม         ชุดทดสอบ 
 

ภาพ 11 ต าแหน่งการวางเชื้อราและแบคทีเรียทดสอบ 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Khleekorn and Wongrueng, 2014  
 

6. การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา
ทดสอบโดยวิธี agar well diffusion  

ศึกษาการออกฤทธิ์ต้านทานเชื้อรา Rhizoctonia solani 1406, Fusarium sp. FB3-3  
และ C. gloeosporioides DBCS-01 โดยน าแบคที เรียเลี้ ยงในอาหารเหลว 5 ชนิด ได้แก่  T1  
(Kwon and Kim, 2014), T2 (Sohn et al., 2008), T3 (Yan et al., 2016; Li et al., 2016), NB 
(Guo et al., 2014) และ LB (Li et al., 2012) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลอง น าไปเขย่าบน
เครื่องเขย่าด้วยความเร็ว  150 รอบต่อนาที  ที่ อุณหภูมิห้อง เป็น เวลา 5 วัน  จากนั้นน าไป 
ปั่นตกตะกอนด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

เชื้อรา เชื้อรา 

แบคทีเรียเอนโดไฟต์ 

2 cm 2 cm 2 cm 
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เป็นเวลา 15 นาที น าน้ าเลี้ยงที่ได้กรองผ่านไซริงค์กรองสารแบบปลอดเชื้อ ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 
เก็บรักษาท่ี -20 องศาเซลเซียส เพ่ือน ามาท าการทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา 

เนื่องจากการทดสอบนี้มีทั้งเชื้อราที่ไม่สร้างสปอร์ (Rhizoctonia solani 1406) และสร้าง
สปอร์ (Fusarium sp. FB3-3 และ C. gloeosporioides DBCS-01) จึ งแบ่งการทดสอบเชื้อรา
ออกเป็น 2 แบบ ดังนี้ 

1) การทดสอบการออกฤทธิ์ต้านทานเชื้อรา Rhizoctonia solani 1406  
 ท าการเตรียมเชื้อรา Rhizoctonia solani 1406 โดยเลี้ยงเชื้อราบนอาหารแข็ง PDA บ่มที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2-3 วัน เพื่อให้เชื้อเจริญเติบโต จากนั้นเจาะบริเวณเส้นใยเชื้อราวางตรงกลาง
บนอาหาร PDA จานเพาะเชื้อใหม่ จากนั้นเจาะหลุมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร ด้วยด้าน
ท้ายของพลาสเจอร์ปิเปต แล้วจึงเติมน้ าเลี้ยงที่ได้ของแต่ละตัวอย่างลงในหลุม หลุมละ 20 ไมโครลิตร 
โดยใช้สารต้านเชื้อรา cycloheximide ที่มีความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อแผ่นดิสก์ เป็นชุดควบคุม 
บ่มที่อุณหภูมิห้อง บันทึกผลการทดลองชั่วโมงท่ี 96 (Jumpathong et al., 2019) 

2) การท ดสอบ การออกฤท ธิ์ ต้ านท าน เชื้ อ รา  Fusarium sp. FB3-3 แล ะ  
C. gloeosporioides DBCS-01 
 ท าการเตรียมเชื้อรา Fusarium sp. FB3-3 และ C. gloeosporioides DBCS-01 โดยเลี้ยง
เชื้อรา บนอาหารแข็ง PDA บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7-10 วัน เพ่ือให้เชื้อเจริญเติบโต และสร้าง
สปอร์ โดยในการทดสอบให้เตรียมสารแขวนลอยสปอร์เชื้อราที่ความเข้มข้ม 105 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 
ตรวจนับจ านวนสปอร์เชื้อราโดยใช้ฮีมาไซโตมิเตอร์ (Hemacytometer) จากนั้นหยดสารแขวนลอย
สปอร์เชื้อราปริมาตร 150 ไมโครลิตร ลงบนอาหารแข็ง PDA จานใหม่ ท าการป้าย (Swab) ให้ทั่ว
อาหาร PDA ทิ้งไว้ประมาณ 30 นาที จากนั้นเจาะหลุมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มิลลิเมตร ด้วยด้าน
ท้ายของพลาสเจอร์ปิเปต เติมน้ าเลี้ยงที่ได้ของแต่ละตัวอย่างลงในหลุม หลุมละ 20 ไมโครลิตร โดยใช้
สารต้านเชื้อรา cycloheximide ที่มีความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อแผ่นดิสก์ เป็นชุดควบคุม บ่มที่
อุณหภูมิห้อง บันทึกผลการทดลองชั่วโมงที่ 48 โดยวัดขนาดบริเวณวงใสที่เกิดขึ้นรอบหลุมอาหาร
เลี้ยงเชื้อ (inhibition zone) หน่วยเป็นมิลลิเมตร  
 

7. การจ าแนกชนิด และวิเคราะห์หาล าดับเบสของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ 
น าแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่คัดเลือกได้มาท าศึกษาสัณฐานวิทยา และปฏิกิริยาทางชีวเคมีของ

แบคทีเรีย โดยเลี้ยงแบคทีเรียเอนโดไฟต์บนอาหารแข็ง NA สังเกตลักษณะโคโลนีบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ศึกษาลักษณะและรูปร่างของแบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์โดยการย้อมแกรม และทดสอบ
คุณสมบัติทางชีวเคมีโดยชุดทดสอบ API 20E และ API 50CH (BioMérieux, France) (Sutthisa, 
2002) และแปรผลการทดลองด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป apiweb™  
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จ าแนกชนิดด้วยการศึกษาล าดับเบสของยีน 16S rRNA โดยส่งวิเคราะห์ล าดับเบสที่บริษัท 
Macrogen (ประเทศเกาหลีใต้) ในการศึกษานั้น เริ่มต้นจากการเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนยีนบริเวณ 16S 
rRNA โดยอาศัยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ primer 1 คู่ 27F 5 ' (AGA 
GTT TGA TCM TGG CTC AG) 3' และ 1492R 5' (TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T) 3' ซึ่งมี 
3 ขั้นตอน คือ (1) บ่ มที่ อุณหภูมิ  95 องศาเซลเซียส เป็น เวลา 2 นาที  (2) จากนั้ นบ่มที่ 
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ 72  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ท าซ้ าทั้ งหมดจ านวน 35 รอบ และ (3) บ่มที่ อุณหภูมิ 72  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที น าชิ้นส่วนที่ได้น ามาวิเคราะห์ล าดับเบสโดยเครื่องวิเคราะห์ล าดับเบส 
(ABI Prism 3730XL DNA analyzer) จากนั้นจึงท าการวิเคราะห์ความเหมือนของล าดับเบสของยีน 
16S rRNA ในฐานข้อมูล EzBioCloud และระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียที่ศึกษา จากนั้นส่งตัวอย่าง
แบคทีเรียเพ่ือฝากเก็บรักษาที่ศูนย์ชีววัสดุประเทศไทย (Thailand Bioresource Research Center; 
TBRC) และรับรหัสฝาก (รหัส TBRC) 
 

8. การทดสอบความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นสตรอว์เบอร์รีด้วยแบคทีเรีย
เอนโดไฟต์ในระดับโรงเรือน 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มอย่างสมบูรณ์ Completely Randomized Design (CRD) โดย
การเตรียมต้นกล้าสตรอว์เบอร์รี สายพันธุ์พระราชทาน 80 ที่แข็งแรงสมบูรณ์ มีใบอย่างน้อย 4 ใบขึ้น
ไป สภาพแข็งแรง ปราศจากอาการโรค ท าการปลูกบนกระถางที่มีขนาด 8 นิ้ว ใช้วัสดุปลูก  
(ภาคผนวก ง) ที่ผ่านการฆ่าเชื้อ จ านวนทั้งสิ้น 11 กระถาง รูปแบบการทดลองประกอบด้วย  
8 กรรมวิธี ดังนี้ 

กรรมวิธีที่ 1 วัสดุปลูกฆ่าเชื้อ (กรรมวิธีควบคุมลบ) 
กรรมวิธีที่ 2 วัสดุปลูกร่วมกับ DB016 (50 มิลลิลิตร) 
กรรมวิธีที่ 3 วัสดุปลูกร่วมกับ DB021 (50 มิลลิลิตร)     
กรรมวิธีที่ 4 วัสดุปลูกร่วมกับ DB041 (50 มิลลิลิตร)    
กรรมวิธีที่ 5 วัสดุปลูกร่วมกับ DB016 และปุ๋ยสูตรเสมอ (25 มิลลิลิตร:2.5 กรัม) 
กรรมวิธีที่ 6 วัสดุปลูกร่วมกับ DB021 และปุ๋ยสูตรเสมอ (25 มิลลิลิตร : 2.5 กรัม) 
กรรมวิธีที่ 7 วัสดุปลูกร่วมกับ DB041 และปุ๋ยสูตรเสมอ (25 มิลลิลิตร : 2.5 กรัม) 
กรรมวิธีที่ 8 วัสดุปลูกร่วมกับปุ๋ยสูตรเสมอ (กรรมวิธีควบคุมบวก) (5 กรัม)  

 ในการทดลองมีการให้หัวเชื้อแบคทีเรียที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 108 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร และ
ปุ๋ยเคมีทุก 14 วัน บันทึกผลการทดลองโดยการบันทึกจ านวนใบ จ านวนไหล จ านวนดอก ความยาว
ของก้านใบ ความสูงของทรงพุ่ม พ้ืนที่ใบ น้ าหนักสดและแห้งของราก และน้ าหนักสดและแห้งของต้น   
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การวิเคราะห์ข้อมูล  
วางแผนการทดลองแบบสุ่มอย่างสมบูรณ์ (Complete Randomized Design; CRD) โดย

ท าการทดลอง 3 ซ้ า น าผลจากการทดลองมาวิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูล (ANOVA) และ
วิเคราะห์ผลทางสถิติโดย Duncan's Multiple Range Test (DMRT) ด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทาง
สถิติส าเร็จรูป 
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บทที่ 4  
ผลการวิจัย  

 
1. การแยกแบคทีเรียเอนโดไฟต์จากไหลสตรอว์เบอร์รี สายพันธุ์พระราชทาน 80 

จากการแยกแบคที เรี ย เอน โด ไฟต์ จากตั วอย่ างไหล สตรอว์ เบ อร์ รี ของ  จ านวน  
10 ตัวอย่าง (ภาพ 12) โดยการน าไหลสตรอว์เบอร์รี มาท าการฆ่าเชื้อผิว และแยกเชื้อด้วยการท า 
serial dilution พบว่า สามารถแยกแบคทีเรียเอนโดไฟต์ได้ทั้งหมด 264 ไอโซเลต โดยแบ่งตาม
อาหาร ได้ดังนี้ อาหาร Tryptic soya agar (TSA) จ านวน 69 ไอโซเลต อาหาร King’s B agar (KB) 
จ านวน 88 ไอโซเลต และ อาหาร Luria-Bertani agar (LB) จ านวน 107 ไอโซเลต (DB ย่อมาจาก 
Dolrudee Boonyapisit) 
 

 
ภาพ 12 ลักษณะของต้นสตรอว์เบอร์รีที่ท าการเก็บตัวอย่าง 

  
2. การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง 

จากการทดสอบเบื้องต้นโดยการจุด (Spot) แบคทีเรียจ านวน 264 ไอโซเลต บนอาหารแข็ง 
Pikovskaya’s medium พบว่า มีเแบคทีเรียที่มีความสามารถในการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง
ได้ จ านวน 117 ไอโซเลต เมื่อท าการค านวณค่าดัชนีการละลายฟอสเฟตในวันที่ 3 พบว่า แบคทีเรีย 
ไอโซ เลต DB052, DB021 และ DB048 มี ค่ าดั ชนี การละลายฟอสเฟต  เท่ ากับ  3.87±0.21, 
3.35±0.07 และ 2.71±0.29 ตามล าดับ และการค านวณค่าดัชนีการละลายฟอสเฟตในวันที่ 7 พบว่า 
แบคทีเรียไอโซเลต DB021, DB048 และ DB069 มีค่าดัชนีการละลายฟอสเฟต เท่ากับ 3.13±0.01, 
3.12±0.43 และ 3.33±0.58 ตามล าดับ (ตาราง 1, ภาพ 13) จากนั้นน าแบคทีเรียจ านวน 117 ไอโซ
เ ล ต  
ไปท าการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวด้วย
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วิธีการโมลิบดีนัมบลู (Molybdenum-blue method) และทดสอบความสามารถของแบคทีเรียเอน
โดไฟต์ในการผลิต Indole-3-acetic acid (IAA) โดยการท าปฏิกิริยาด้วย Salkowski’s reagent 
 
ตาราง 1 ค่าดัชนีการละลายฟอสเฟตของเแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีความสามารถในการละลาย
ฟอสเฟตบนอาหารแข็ง 

ไอโซเลต 
ค่าดัชนีการละลายฟอสเฟต (Halo: Colony ratio) 

วันที่ 3 วันที่ 7 

DB021 3.35±0.07b 3.13±0.01a 
DB035 1.18±0.11g 1.68±0.08ghi 
DB036 1.75±0.00f 1.75±0.00fgh 
DB039 1.48±0.13fg 2.13±0.00bcdef 
DB041 1.67±0.00f 1.92±0.17defgh 
DB044 1.39±0.17fg 1.66±0.10hi 
DB046 1.67±0.21f 2.14±0.28bcdef 
DB048 2.71±0.29c 3.12±0.43a 
DB051 1.40±0.05fg 1.33±0.07i 
DB052 3.87±0.21a 2.25±0.22bcde 
DB056 2.17±0.29de 2.53±0.23b 
DB059 2.42±0.25cd 2.09±0.16cdefg 
DB065 1.61±0.18fg 1.60±0.04hi 
DB067 2.43±0.19cd 2.46±0.07bc 
DB069 3.21±0.65b 3.33±0.58a 
DB070 1.79±0.32ef 1.89±0.06efgh 
DB071 1.40±0.05fg 1.68±0.16ghi 
DB075 2.35±0.15cd 2.23±0.40bcde 
DB077 2.18±0.29de 2.33±0.17bcd 

หมายเหตุ: *ค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ภายในคอลัมน์มีอักษรที่ต่างกันมีความแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญ ที่ P≤0.05 โดยวิธี Duncan’s Multiple’s Range Test 
 
 



 36 

 

ภาพ 13 แบคทีเรียท่ีมีความสามารถในละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง Pikovskaya’s medium 
 

3. การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลว 
จากการน าโคโลนีของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่ เกิดบริเวณวงใสรอบโคโลนี  จ านวน 117  

ไอโซเลต มาทดสอบความสามารถในการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลว  โดยใช้วิธี Molybdenum-
blue method พบว่า มีแบคทีเรียที่มีความสามารถในการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวที่มีปริมาณ
การละลายฟอสเฟตมากกว่า 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จ านวน 22 ไอโซเลต โดยแบคทีเรียที่มี
ความสามารถในการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลวสูงที่สุด คือ แบคทีเรียไอโซเลต DB021 รองลงมา 
ไอ โซ เล ต  DB086 แ ล ะ ไอ โซ เล ต  DB093 มี ค่ า เท่ า กั บ  234.64±4.58, 226.88±15.35 แ ล ะ 
210.25±1.75 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ เมื่อท าการบันทึกค่า pH ของส่วนใสที่ได้หลังจาก
การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว PVK ที่มีค่า pH เริ่มต้นเท่ากับ 7.00 เมื่อเวลาผ่านไป 7 วัน 
พบว่า มีค่า pH ระหว่าง 3.98-5.44 ดังตาราง 2 
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ตาราง 2 ความสามารถของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลว PVK 

ไอโซเลต 
ค่า pH ของส่วนใส ปริมาณการละลายฟอสเฟต* 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ก่อนการเลี้ยงเชื้อ หลังการเลี้ยงเชื้อ 

DB002 7.00 5.33 157.21±5.89fg 
DB003 7.00 4.97 165.83±8.17ef 
DB004 7.00 4.30 202.11±3.32b 
DB005 7.00 4.15 186.30±13.65cd 
DB007 7.00 5.38 150.68±8.65g 
DB015 7.00 5.32 161.72±3.88efg 
DB016 7.00 5.04 175.31±3.62de 
DB017 7.00 4.79 165.42±2.54ef 
DB021 7.00 4.27 234.64±4.58a 
DB025 7.00 4.61 179.66±5.35d 
DB031 7.00 3.96 197.52±5.72bc 
DB036 7.00 5.08 186.84±5.24cd 
DB040 7.00 5.06 174.80±3.39de 
DB045 7.00 4.20 186.91±0.43cd 
DB046 7.00 5.10 160.43±7.00fg 
DB055 7.00 4.27 186.91±0.43cd 
DB056 7.00 4.75 160.36±0.21fg 
DB058 7.00 5.36 153.92±5.22fg 
DB059 7.00 5.30 156.45±1.48fg 
DB061 7.00 5.44 155.04±20.84fg 
DB086 7.00 3.98 226.88±15.35a 
DB093 7.00 4.12 210.25±1.75b 

หมายเหตุ: *ค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ภายในคอลัมน์มีอักษรที่ต่างกันมีความแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญ ที่ P≤0.05 โดยวิธี Duncan’s Multiple’s Range Test 
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4. การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในการผลิตกรดอินโดล-3-แอซีติก (IAA) 
จากการน าโคโลนีของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่ เกิดบริเวณวงใสรอบโคโลนี  จ านวน 117  

ไอโซเลต มาท าการทดสอบการผลิต IAA โดยการท าปฏิกิ ริยาด้วย  Salkowski’s reagent  
พบว่า แบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่เลี้ยงในอาหารเหลว YM Broth มีปริมาณ IAA ที่ผลิตได้อยู่ในช่วง 
14.62-67.59 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะที่แบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่เลี้ยงในอาหารเหลว YM Broth 
ที่มีการเติม 0.1% L-tryptophan มีค่าปริมาณ IAA ที่ผลิตได้อยู่ในช่วง 108.74-329.47 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร โดยแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีความสามารถในการผลิต  IAA ได้สูงที่สุด คือ ไอโซเลต 
DB041 รองลงมา ไอโซเลต DB035 และ DB044 มีค่าเท่ากับ 329.47±1.51, 271.64±3.23 และ 
271.56±1.60 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ดังตาราง (3-4) 
 
ตาราง 3 ผลการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ต่อการผลิตกรดอินโดล-3-แอซีติก 

ไอโซเลต 
ปริมาณ IAA ที่ผลิต* (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

อาหารเหลว Yeast Malt Broth 
(ปราศจาก L-tryptophan) 

อาหารเหลว Yeast Malt Broth 
(เติม 0.1% L-tryptophan) 

DB007 31.67±2.29efg 234.01±1.50c 
DB016 28.21±1.38efgh 210.62±1.95d 
DB017 14.62±2.57h 112.68±0.68hi 
DB021 49.76±1.56bc 204.18±1.73d 
DB023 34.62±7.98def 145.48±0.73e 
DB035 29.95±27.01efg 271.64±3.23b 
DB041 56.00±3.66ab 329.47±1.51a 
DB042 20.04±0.58gh 122.19±1.93g 
DB043 22.85±1.22fgh 118.97±1.73gh 
DB044 46.72±0.34bcd 271.56±1.60b 
DB047 20.20±0.49gh 118.44±1.19gh 
DB048 20.82±0.45fgh 108.74±6.88i 
DB049 37.41±2.46cde 232.32±9.97c 
DB051 67.59±3.38a 263.94±0.79b 

หมายเหตุ: *ค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ภายในคอลัมน์มีอักษรที่ต่างกันมีความแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญ ที่ P≤0.05 โดยวิธี Duncan’s Multiple’s Range Test 
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ตาราง 4 ผลการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ต่อการผลิตกรดอินโดล-3-แอซีติก 
(ต่อ) 

ไอโซเลต 
ปริมาณ IAA ที่ผลิต* (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

อาหารเหลว Yeast Malt Broth 
(ปราศจาก L-tryptophan) 

อาหารเหลว Yeast Malt Broth 
(เติม 0.1% L-tryptophan) 

DB091 15.20±2.01h 132.15±8.96f 
DB093 35.03±8.01def 117.43±6.52gh 
DB097 49.91±7.59bc 120.59±5.39gh 

หมายเหตุ: *ค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ภายในคอลัมน์มีอักษรที่ต่างกันมีความแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญ ที่ P≤0.05 โดยวิธี Duncan’s Multiple’s Range Test 
 

จากการตรวจสอบการผลิต IAA ของสารสกัดหยาบที่ ได้จากเชื้อแบคที เรียจ านวน  
7 ไอโซเลต ได้แก่ DB007, DB016, DB021, DB035, DB041, DB044 และ DB051 ด้วยเทคนิค 
Thin layer chromatography โดยใช้สารละลายมาตรฐาน IAA ที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 1 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร เป็นชุดควบคุม เมื่อน าไปสังเกตภายใต้แสง UV พบว่า มีลักษณะการเกิดการทึบแสง  
(ภาพ  14ก ) เมื่อพ่นด้วย Salkowski’s Reagent พบว่า มีลักษณะเกิดแถบเป็นสีชมพู -เหลือง  
(ภาพ 14ข) 

 

 
ภาพ 14 TLC chromatogram ของสารสกัดหยาบเปรียบเทียบกับ IAA มาตรฐาน (ชุดควบคุม) 

ก) ภาพถ่ายภายใต้แสง UV ที่ความยาวคลื่น 254 นาโนเมตร 
ข) ภาพถ่ายหลังจากพ่นด้วย Salkowski’s Reagent 

ก 

ข 
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5. การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา
ทดสอบโดยวิธี dual culture bioassay 

จากการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีแตกต่างกัน (1) ผลการทดสอบความสามารถใน
การละลายฟอสเฟตในอาหารเหลว (2) (ตาราง 3) และความสามารถของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในการ
ผลิต  IAA (3) (ตาราง 4-5) มาท าการทดสอบการยับยั้ งการเจริญ เติบ โตของเชื้ อราโดยวิธี  
dual culture bioassay พบว่า เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราจากแบคทีเรีย 
ไอโซเลต DB065, DB041 และ DB071 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Rhizoctonia 
solani 1406 ได้ เท่ ากับ  42.67±2.75, 38.58±1.02 และ 37.61±1.02 เปอร์ เซ็นต์  ตามล าดับ 
แบคที เรียไอโซเลต  DB071, DB065 และ DB016 สามารถยับยั้ งการเจริญ เติบโตของเชื้อรา 
Fusarium sp. FB3-3 ได้ เท่ า กั บ  43.05±0.32, 38.72±0.52 แ ล ะ  29.71±0.78 เป อ ร์ เซ็ น ต์ 
ตามล าดับ และแบคทีเรียไอโซเลต DB071, DB051 และ DB016 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides DBCS-01 ได้เท่ากับ 54.92±0.45, 45.66±0.79 และ 
41.12±2.26 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (ตาราง 5, ภาพ 15)  
 
ตาราง 5 เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราทดสอบโดยวิธี dual culture 

ไอโซเลต 

เปอร์เซ็นต์การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา* 

Rhizoctonia solani 
1406 

Fusarium sp. FB3-3 
Colletotrichum 
gloeosporioides  

DBCS-01 
DB016 31.41±1.70c 29.71±0.78c 41.12±2.26b 
DB021 2.56±4.43d 0.00±0.00g 5.87±3.54f 
DB035 36.53±2.25b 20.59±2.61e 27.89±1.78c 
DB041 38.58±1.02b 22.56±0.32d 14.34±7.73de 
DB044 28.61±0.79c 10.09±0.35f 12.19±0.82e 
DB051 31.00±0.33c 28.27±0.95c 45.66±0.79b 
DB065 42.67±2.75a 38.72±0.52b 18.29±1.20d 
DB071 37.61±1.02b 43.05±0.32a 54.92±0.45a 

หมายเหตุ: *ค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ภายในคอลัมน์มีอักษรที่ต่างกันมีความแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญ ที่ P≤0.05 โดยวิธี Duncan’s Multiple’s Range Test 
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6. การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา
ทดสอบโดยวิธี agar well diffusion 

จากการน าน้ าเลี้ยงที่เพาะเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว 5 ชนิด (สูตร T1, T2, T3, NB และ 
LB) มาท าการทดสอบ การยั บ ยั้ งก าร เจริญ เติ บ โตของเชื้ อ รา Rhizoctonia solani 1406,  
Fusarium sp. FB3-3 และ Colletotrichum  gloeosporioides DBCS-01 พบว่าน้ าเลี้ยงของ
แบคทีเรียไอโซเลต DB071 ในอาหารเหลวสูตร T2 เพียงชนิดเดียวที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื้อรา R. solani 1406 ได้ โดยมีค่าเส้นผ่านศูนย์กลางการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา
เท่ากับ 21.15±0.29 มิลลิเมตร ในขณะที่ชุดควบคุม (cycloheximide ความเข้มข้นเท่ากับ 20 
ไมโครกรัมต่อดิสก์) มีค่าเส้นผ่านศูนย์กลางการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราเท่ากับ 20.80±0.72 
มิลลิเมตร ซึ่งไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ภาพ 16) 

เมื่ อ ศึ ก ษ า ก า ร ยั บ ยั้ ง ก า ร เจ ริ ญ เติ บ โต ข อ ง เชื้ อ ร า  Fusarium sp. FB3-3 แ ล ะ 
Colletotrichum gloeosporioides DBCS-01 ด้วยการเตรียมสารแขวนลอยสปอร์เชื้อราเพ่ือน ามา
ทดสอบด้วยวิธี agar well diffusion พบว่าน้ าเลี้ยงจากไอโซเลต DB071 ในอาหารสูตร T2 มีค่าเส้น
ผ่านศูนย์กลางการยับยั้ งการเจริญ เติบโตของเชื้อรา Fusarium sp. FB3-3 สูงที่ สุด เท่ ากับ 
18.53±0.87 มิลลิเมตร รองลงมาคือ น้ าเลี้ยงจากไอโซเลต DB016 ในอาหารสูตร T2 มีค่าเส้นผ่าน
ศูนย์กลางการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา เท่ากับ 18.25±0.38 มิลลิเมตร (ภาพ 17) นอกจากนี้
พบว่า น้ าเลี้ยงไอโซเลต DB016 ในอาหารสูตร T2 มีค่าเส้นผ่านศูนย์กลางการยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides DBCS-01 ได้ดีที่สุด เท่ากับ 25.23±0.40 มิลลิเมตร 
(ตาราง 6, ภาพ 18) 
 

 
ภาพ 16 วงใสยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อรา Rhizoctonia solani 1406  

โดยวิธี agar well diffusion 
ก) น้ าเลี้ยงไอโซเลต DB071 อาหารเหลวสูตร T2 

ข) ชุดควบคุม (cycloheximide ที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 20 ไมโครกรัมต่อดิสก์) 
 

 
 

ข) ก) 
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ตาราง 6 การทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราโดยวิธี agar well diffusion 

น้ าเลี้ยง£ 

 เส้นผ่านศูนย์กลางการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา (มิลลิเมตร)¥, € 
 

Rhizoctonia 
solani 1406 

Fusarium sp.  
FB3-3 

Colletotrichum 
gloeosporioides  

DBCS-01 

DB016  (T1) 0.00±0.00 17.10±0.72b 23.63±0.93ab 
  (T2) 0.00±0.00 18.25±0.38ab 25.23±0.40a  

(T3) 0.00±0.00 0.00±0.00 12.33±0.40ij  
(LB) 0.00±0.00 0.00±0.00 11.57±0.31j  
(NB) 0.00±0.00 0.00±0.00 14.27±1.67gh 

DB021  (T1) 0.00±0.00 0.00±0.00 23.73±0.58ab  
(T2) 0.00±0.00 0.00±0.00 17.83±1.37ef 

DB051 (T1) 0.00±0.00 0.00±0.00 23.82±0.53ab  
(T2) 0.00±0.00 0.00±0.00 21.05±0.40c  
(T3) 0.00±0.00 0.00±0.00 13.77±1.21hi 

DB071  (T1) 0.00±0.00 17.33±0.15b 23.17±0.40b  
(T2) 21.15±0.29a 18.53±0.87a 23.97±1.40ab  
(T3) 0.00±0.00 0.00±0.00 19.97±1.59cd  
(LB) 0.00±0.00 0.00±0.00 15.80±0.75g  
(NB) 0.00±0.00 0.00±0.00 17.50±0.26f 

ชุดควบคุม*  - 20.80±0.72a 0.00±0.00 19.20±1.10de 
หมายเหตุ:  ¥ค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ภายในคอลัมน์มีอักษรที่ต่างกันมีความแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญ ที่ P≤0.05 โดยวิธี Duncan’s Multiple’s Range Test 
               € บันทึกผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา R. solani 1406 ชั่วโมงท่ี 96 
Fusarium sp. FB3-3 และ C. gloeosporioides DBCS-01 ชั่วโมงท่ี 48 
               £ T1 (Kwon and Kim, 2014), T2 (Sohn et al, 2008), T3 (Yan et al., 2016;  
Li et al., 2016), NB (Guo et al., 2014) และ LB (Li et al., 2012)   
               * ชุดควบคุม คือ cycloheximide ที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 20 ไมโครกรัมต่อดิสก์ 
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ภาพ 17 วงใสยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อรา Fusarium sp. FB3-3  

โดยวิธี agar well diffusion 

ก) น้ าเล้ียงไอโซเลต DB016 อาหารเหลวสูตร T1 ข) น้ าเล้ียงไอโซเลต DB016 อาหารเหลวสูตร T2 
ค) น้ าเล้ียงไอโซเลต DB071 อาหารเหลวสูตร T1ง) น้ าเล้ียงไอโซเลต DB071 อาหารเหลวสูตร T2 

 

 
ภาพ 18 วงใสยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides DBCS-01 

โดยวิธี agar well diffusion 

ก) น้ าเล้ียงไอโซเลต DB016 อาหารเหลวสูตร T1 ข) น้ าเล้ียงไอโซเลต DB016 อาหารเหลวสูตร T2 
ค) น้ าเล้ียงไอโซเลต DB016 อาหารเหลวสูตร T3 ง) น้ าเล้ียงไอโซเลต DB016 อาหารเหลวสูตร LB 
จ) น้ าเล้ียงไอโซเลต DB016 อาหารเหลวสูตร NB ฉ) น้ าเล้ียงไอโซเลต DB021 อาหารเหลวสูตร T1 
ช) น้ าเล้ียงไอโซเลต DB021 อาหารเหลวสูตร T2 ซ) น้ าเล้ียงไอโซเลต DB051 อาหารเหลวสูตร T1 
ฌ) น้ าเล้ียงไอโซเลต DB051 อาหารเหลวสูตร T2 ญ) น้ าเล้ียงไอโซเลต DB051 อาหารเหลวสูตรT3 
ฎ) น้ าเล้ียงไอโซเลต DB071 อาหารเหลวสูตร T1 ฏ) น้ าเล้ียงไอโซเลต DB071 อาหารเหลวสูตร T2 
ฐ) น้ าเล้ียงไอโซเลต DB071 อาหารเหลวสูตร T3 ฑ) น้ าเล้ียงไอโซเลต DB071 อาหารเหลวสูตร LB 

ฒ) น้ าเล้ียงไอโซเลต DB071 อาหารเหลวสูตร NB 
ณ) ชุดควบคุม (cycloheximide ที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 20 ไมโครกรัมต่อดิสก์) 

ค) ง) ก) ข) 

ก) ข) ง) ค) 

จ) 

ฌ) ญ) 

ซ) ฉ) ช) 

ฐ) ฒ) ฑ) 

ฎ) ฏ) 

ณ) 
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7. การจ าแนกชนิด และวิเคราะห์ล าดับเบสของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ 

ผลจากการศึกษาความสามารถของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีคุณสมบัติในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืช และความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราทดสอบ จากการทดลอง
ที่ 2-6 พบว่า มีแบคทีเรียจ านวน 8 ไอโซเลต โดยแบ่งออกเป็นแบคทีเรียแกรมบวก 3 ไอโซเลต ได้แก่ 
ไอโซเลต DB016, DB051 และ DB071 และแบคทีเรียแกรมลบ 5 ไอโซเลต ได้แก่ ไอโซเลต DB021, 
DB035, DB041 DB044 และ DB065 เมื่อน ามาศึกษาลักษณะรูปร่างโคโลนี ลักษณะของเซลล์ 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  และท าการเปรียบเทียบล าดับเบสของยีน  
16S rRNA พบว่า มีทั้งหมดจ านวน 4 จีนัส ได้แก่ Bacillus¸ Microbacterium, Enterobacter และ
Pseudomonas โดยในจีนั ส  Bacillus มี จ านวน  3 ไอโซ เลต คื อ  Bacillus subtilis DB016 ,  
Bacillus siamensis DB05 1  แ ล ะ  DB07 1  จี นั ส  Microbacterium มี จ าน วน  1 ไอ โซ เล ต  
คื อ  Microbacterium enclense DB0 2 1  จี นั ส  Enterobacter มี จ า น ว น  3 ไอ โซ เล ต  คื อ  
E. quasiroggenkampii DB035, Enterobacter sp. DB041 และ Enterobacter sp. DB044 และ
จีนัส Pseudomonas จ านวน 1 ไอโซเลต คือ Pseudomonas aeruginosa DB065 ดังตาราง 7 
และตาราง 8 
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ตาราง 8 ลักษณะรูปร่างโคโลนี ลักษณะของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราด (SEM) 

ไอโซเลต      ย้อมสีแกรม  ลักษณะโคโลนี   ลักษณะของเซลล์ 

DB016 

   

DB021 

   

DB035 

   

DB041 

   

DB044 

   

DB051 

   

DB065 

  

- 

DB071 
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จากการจัดจ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียด้วยชุดทดสอบ API 20E และแปรผลการทดลองด้วย
โปรแกรมส าเร็จรูป apiweb™  พบว่า แบคทีเรียไอโซเลต DB035, DB041 และ DB044 จัดจ าแนก
เป็น Enterobacter cloacae โดยมีเปอร์เซ็นต์การจัดจ าแนก (%  ID) เท่ากับ 97.7 เปอร์เซ็นต์ 
(ตาราง 9), 99.3 เปอร์เซ็นต์ (ตาราง 10) และ 98.6 เปอร์เซ็นต์ (ตาราง 11) ตามล าดับ และการจัด
จ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียด้วยชุดทดสอบ API 50CH พบว่า แบคทีเรียไอโซเลต DB016, DB051 และ 
DB071 จัดจ าแนกเป็น Bacillus subtilis/ B. amyloliquefaciens โดยมีเปอร์เซ็นต์การจัดจ าแนก 
(% ID) เท่ากับ 98.4 เปอร์เซ็นต์ (ตาราง 12), 99.9 เปอร์เซ็นต์ (ตาราง 13) และ 99.9 เปอร์เซ็นต์ 
(ตาราง 14) ตามล าดับ  
 
ตาราง 9 ทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีของแบคทีเรีย Enterobacter sp. DB035  

Characteristics stain DB035 Characteristics stain DB035 
Gram Test Gram - Tryptophan deaminase - 
Straight rod + Indole production - 
Endospore formation - Voges-Proskauer reaction + 
Motility + Gelatinase - 
Facultative anaerobic + Glucose + 
Oxidase Test - Mannitol + 
β-galactosidase + Inositol - 
Arginine-dihydrolase + Sorbitol + 
Lysine decarboxylase - Rhamnose + 
Ornithine decarboxylase + Sucrose + 
Citrate utilization + Melibiose + 
H2S Production - Amygdalin + 
Urease - Arabinose + 

หมายเหตุ: จ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียด้วยชุดทดสอบ API 20E และแปรผลการทดลองด้วยโปรแกรม
ส าเร็จรูป apiweb™   
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ตาราง 10 ทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีของแบคทีเรีย Enterobacter sp. DB041  

Characteristics 
stain 

DB041 
Characteristics 

stain 
DB041 

Gram Test Gram - Tryptophan deaminase - 
Straight rod + Indole production - 
Endospore formation - Voges-Proskauer reaction + 
Motility + Gelatinase - 
Facultative anaerobic + Glucose + 
Oxidase Test - Mannitol + 
β-galactosidase + Inositol - 
Arginine-dihydrolase + Sorbitol + 
Lysine decarboxylase - Rhamnose - 
Ornithine decarboxylase + Sucrose + 
Citrate utilization + Melibiose + 
H2S Production - Amygdalin + 
Urease - Arabinose + 

หมายเหตุ: จ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียด้วยชุดทดสอบ API 20E และแปรผลการทดลองด้วยโปรแกรม
ส าเร็จรูป apiweb™   
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ตาราง 11 ทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีของแบคทีเรีย Enterobacter sp. DB044  

Characteristics 
stain 

DB044 
Characteristics 

stain 
DB044 

Gram Test Gram - Tryptophan deaminase - 
Straight rod + Indole production - 
Endospore formation - Voges-Proskauer reaction + 
Motility + Gelatinase - 
Facultative anaerobic + Glucose - 
Oxidase Test - Mannitol + 
β-galactosidase + Inositol - 
Arginine-dihydrolase + Sorbitol + 
Lysine decarboxylase - Rhamnose + 
Ornithine decarboxylase + Sucrose + 
Citrate utilization + Melibiose + 
H2S Production - Amygdalin + 
Urease - Arabinose + 

หมายเหตุ: จ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียด้วยชุดทดสอบ API 20E และแปรผลการทดลองด้วยโปรแกรม
ส าเร็จรูป apiweb™   
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ตาราง 12 ทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีของแบคทีเรีย Bacillus sp. DB016  

Characteristics stain DB016 Characteristics stain DB016 
Gram Test Gram + Amygdaline - 
Straight rod + Arbutine + 
Endospore formation + Esculine + 
Motility + Salicine + 
Facultative anaerobic + Cellubiose + 
Glyceral + Maltose + 
Erythritol - Lactose - 
D-Arabinose - Melibiose + 
L-Arabinose + Saccharose + 
Ribose + Trehalose + 
D-Xylose + Inuline + 
L-Xylose - Melezitose - 
Adonitol - D-Raffinose + 
β-methyl-xyloside - Amidon + 
Galactose - Glycogene + 
D-Glucose + Xylitol - 
D-Fructose + β-Gentiobiose - 
D-Manose + D-Turanose + 
L-Sorbose - D-Lyxose - 
Rhamnose - D-Tagatose - 
Dulcitol - D-Fucose - 
Inosital + L-Fucose - 
Manitol + D-arabitol - 
Sorbitol + L-arabitol - 
α-methyl-D-Mannoside - Gluconate - 
α-methyl-D-Glucoside + 2-ceto-gluconate - 
NAcetyl glucosamine + 5-ceto-gluconate - 

หมายเหตุ: จ าแนกด้วยชุดทดสอบ API 50CH และแปรผลด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป apiweb™   
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ตาราง 13 ทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีของแบคทีเรีย Bacillus sp. DB051  

Characteristics stain DB051 Characteristics stain DB051 
Gram Test Gram + Amygdaline + 
Straight rod + Arbutine + 
Endospore formation + Esculine + 
Motility + Salicine + 
Facultative anaerobic + Cellubiose + 
Glyceral + Maltose + 
Erythritol - Lactose + 
D-Arabinose - Melibiose + 
L-Arabinose + Saccharose - 
Ribose + Trehalose + 
D-Xylose + Inuline - 
L-Xylose - Melezitose - 
Adonitol - D-Raffinose + 
β-methyl-xyloside - Amidon - 
Galactose - Glycogene - 
D-Glucose + Xylitol - 
D-Fructose + β-Gentiobiose - 
D-Manose + D-Turanose + 
L-Sorbose - D-Lyxose - 
Rhamnose - D-Tagatose - 
Dulcitol - D-Fucose - 
Inosital + L-Fucose - 
Manitol + D-arabitol - 
Sorbitol + L-arabitol - 
α-methyl-D-Mannoside - Gluconate - 
α-methyl-D-Glucoside + 2-ceto-gluconate - 
NAcetyl glucosamine - 5-ceto-gluconate - 

หมายเหตุ: จ าแนกด้วยชุดทดสอบ API 50CH และแปรผลด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป apiweb™   
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ตาราง 14 ทดสอบปฏิกิริยาชีวเคมีของแบคทีเรีย Bacillus sp. DB071  

Characteristics stain DB071 Characteristics stain DB071 
Gram Test Gram + Amygdaline + 
Straight rod + Arbutine + 
Endospore formation + Esculine + 
Motility + Salicine - 
Facultative anaerobic + Cellubiose + 
Glyceral + Maltose + 
Erythritol - Lactose + 
D-Arabinose - Melibiose + 
L-Arabinose + Saccharose + 
Ribose + Trehalose + 
D-Xylose + Inuline - 
L-Xylose - Melezitose - 
Adonitol - D-Raffinose + 
β-methyl-xyloside - Amidon - 
Galactose - Glycogene - 
D-Glucose + Xylitol - 
D-Fructose + β-Gentiobiose - 
D-Manose + D-Turanose + 
L-Sorbose - D-Lyxose - 
Rhamnose - D-Tagatose - 
Dulcitol - D-Fucose - 
Inosital + L-Fucose - 
Manitol + D-arabitol - 
Sorbitol + L-arabitol - 
α-methyl-D-Mannoside - Gluconate - 
α-methyl-D-Glucoside + 2-ceto-gluconate - 
NAcetyl glucosamine - 5-ceto-gluconate - 

หมายเหตุ: จ าแนกด้วยชุดทดสอบ API 50CH และแปรผลด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป apiweb™   
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 จากการจ าแนกชนิดด้วยการศึกษาสัณฐานวิทยา ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี และวิเคราะห์
หาล าดับเบสของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของพืช และความสามารถในการยับยั้ งการเจริญ เติบโตของเชื้อราทดสอบ จึงได้คัดเลือก  
Bacillus subtilis DB016, Microbacterium enclense DB021 และ Enterobacter sp. DB041 
เพ่ือทดสอบความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นสตรอว์เบอร์รีด้วยแบคทีเรีย 
เอนโดไฟต์ในระดับโรงเรือน 
 
8. การทดสอบความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นสตรอว์เบอร์รีด้วยแบคทีเรีย
เอนโดไฟต์ในระดับโรงเรือน 

จากผลการทดสอบความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นสตรอว์เบอร์รีด้วย
แบคทีเรียไอโซเลต DB016, DB021 และ DB041 ในระดับโรงเรือน เมื่อต้นสตรอว์เบอร์รีหลังย้าย
ปลูกในกระถางอายุ 14, 28, 42, 56, 70, 84 และ 98 วัน ให้ท าการรดหัวเชื้อแบคทีเรีย จากการชั่ง
น้ าหนักของสตรอว์เบอร์รี เมื่อครบระยะเวลา 112 วัน พบว่า น้ าหนักสดของต้นสตรอว์เบอร์รีของ
กรรมวิธีที่ 2 มีน้ าหนักสูงที่สุด เท่ากับ 68.25±8.02 กรัม ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ เมื่อท าการเปรียบเทียบกับกรรมวิธีทดสอบและกรรมวิธีควบคุม 
และน้ าหนักแห้งของต้นสตรอว์เบอร์รีของกรรมวิธีที่ 2 มีน้ าหนักแห้งสูงที่สุดมีค่าเท่ากับ 27.75±0.96 
กรัม ซึ่งไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ เมื่อท าการ
เปรียบเทียบกับกรรมวิธีทดสอบ แต่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  
95 เปอร์เซ็นต์ เมื่อท าการเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่ 1 น้ าหนักสดของรากสตรอว์เบอร์รีของ
กรรมวิธีที่ 1 สูงที่สุดมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 50.00 กรัม และน้ าหนักแห้งของรากสตรอว์เบอร์รีของกรรมวิธี
ที่ 4 สูงที่สุดค่าเฉลี่ยเท่ากับ 32.50 กรัม ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ เมื่อท าการเปรียบเทียบกับกรรมวิธีทดสอบ  แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ เมื่อท าการเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมท่ี 1 (ตาราง 15)  

จากการนับจ านวนไหลพบว่า ไหลเริ่มมีการผลิตในวันที่ 14 หลังจากการย้ายลงปลูกใน
กระถาง ซึ่งในวันที่ 14 และ 28 กรรมวิธีที่ 6 มีจ านวนไหลสูงที่สุดมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 2.00 ไหล และเริ่ม
หยุดการผลิตไหลในช่วงวันที่ 70 แต่ในขณะที่กรรมวิธีที่ 6 ยังมีการผลิตไหลในวันที่ 84 มีจ านวนไหล
เฉลี่ยเท่ากับ 0.25 ไหล (ตาราง 16) ซึ่งมีจ านวนลดน้อยลงเนื่องจากระยะเวลาดังกล่าวอยู่ในช่วงเดือน
ธันวาคมซึ่งเป็นช่วงที่มีเวลากลางวันสั้นกว่ากลางคืนและมีอุณหภูมิที่ ต่ า โดยปัจจัยดังกล่าวส่งผลต่อ
จ านวนการผลิตไหลของสตรอว์เบอร์รี (พิทยา สรวมศิริ, 2540)    
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จากการนับจ านวนใบพบว่า จ านวนใบเริ่มมีจ านวนแตกต่างกันในวันที่ 56 โดยวันที่ 56 และ
วันที่  70 กรรมวิธีที่  8 มีจ านวนใบสูงที่ สุดมีค่าเท่ ากับ 10.00±0.00 ใบ และ 15.25±0.96 ใบ 
ตามล าดับ วันที่ 84 กรรมวิธีที่ 3 มีจ านวนใบสูงที่สุดมีค่าเท่ากับ 14.75±2.63 ใบ และในวันที่ 98 
และ 112 กรรมวิธีที่  8 มีจ านวนใบสูงที่สุดมีค่าเท่ากับ 15.50±3.12 ใบ และ 19.25±4.35 ใบ 
ตามล าดับ โดยจ านวนใบของสตรอว์เบอร์รีของกรรมวิธีที่ 1 แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับกรรมวิธี
ทดสอบ ซึ่งเห็นได้ชัดในช่วงของวันที่ 56 และ 70 เนื่องจากกรรมวิธีที่ 1 (ชุดควบคุม) ไม่มีการให้ปุ๋ย
และหัวเชื้อแบคทีเรีย จึงท าให้ต้นนั้นแคระแกรนไม่เจริญเติบโต (ตาราง 17)  

จากการวัดความยาวก้านใบของต้นสตรอว์เบอร์รีพบว่า วันที่ 14, 28 และ 42 กรรมวิธีที่ 4 มี
ความยาวสูงที่สุดเท่ากับ 14.25±0.50, 11.50±0.41 และ 12.50±0.58 เซนติเมตร ตามล าดับ วันที่ 
56 กรรมวิธีที่ 5 มีความยาวสูงที่สุดเท่ากับ 11.00±0.82 เซนติเมตร วันที่ 70 กรรมวิธีที่ 6 มีความยาว
สูงที่สุดเท่ากับ 10.75±0.87 เซนติเมตร วันที่ 84 กรรมวิธีที่ 8 มีความยาวสูงที่สุดเท่ากับ 14.00±1.41 
เซนติเมตร วันที่ 98 กรรมวิธีที่ 3 มีความยาวสูงที่สุดเท่ากับ 14.00±0.82 เซนติเมตร และวันที่ 112 
กรรมวิธีที่ 8 มีความยาวสูงที่สุดเท่ากับ 14.75±2.22 เซนติเมตร (ตาราง 18)  

จากการวัดความสูงทรงพุ่มของต้นสตรอว์เบอร์รีพบว่า วันที่ 14 กรรมวิธีที่ 3 มีความสูงที่สุด
เท่ากับ 16.50±0.58 เซนติเมตร วันที่ 28 กรรมวิธีที่ 2 มีความสูงที่สุดเท่ากับ 16.75±0.50 เซนติเมตร 
วันที่ 42 กรรมวิธีที่ 4 มีความสูงที่สุดเท่ากับ 15.50±0.58 เซนติเมตร วันที่ 56 กรรมวิธีที่ 5 มีความ
สูงที่สุดเท่ากับ 15.50±1.29 เซนติเมตร วันที่ 70 กรรมวิธีที่ 6  มีความสูงที่สุดเท่ากับ 16.13±0.25 
เซนติเมตร วันที่ 84 กรรมวิธีที่ 8 มีความสูงที่สุดเท่ากับ 18.50±1.29 เซนติเมตร วันที่ 98 กรรมวิธีที่ 
5 มีความสูงที่สุดเท่ากับ 18.50±3.11 เซนติเมตร และวันที่ 112 กรรมวิธีที่ 8 มีความสูงที่สุดเท่ากับ 
18.25±2.36 เซนติเมตร (ตาราง 19)  

จากการวัดพ้ืนที่ใบของต้นสตรอว์เบอร์รีพบว่า วันที่ 14 กรรมวิธีที่ 6 มีพ้ืนที่ใบสูงที่สุดเท่ากับ 
25.04±2.21 และ 54.95±2.57 ตารางเซนติเมตร วันที่ 28 กรรมวิธีที่  2 มีพ้ืนที่ใบสูงที่สุดเท่ากับ 
56.71±4.34 ตารางเซนติเมตร วันที่ 42 กรรมวิธีที่ 6 มีพ้ืนที่ใบสูงที่สุดเท่ากับ 57.21±3.14 ตาราง
เซนติเมตร วันที่ 56 กรรมวิธีที่ 5 มีพ้ืนที่ใบสูงที่สุดเท่ากับ 57.92±2.83 ตารางเซนติเมตร วันที่ 70 
กรรมวิธีที่ 7 มีพ้ืนที่ใบสูงที่สุดเท่ากับ 50.80±3.92 ตารางเซนติเมตร วันที่ 84 และ 98 กรรมวิธีที่ 3 มี
พ้ืนที่ใบสูงที่สุดเท่ากับ 62.81±2.30 และ 61.04±3.61 ตารางเซนติเมตร ตามล าดับ และวันที่ 112  
กรรมวิธีที่ 4 มีพ้ืนที่ใบสูงที่สุดเท่ากับ 61.88±7.52 ตารางเซนติเมตร (ตาราง 20) 
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จากการนับจ านวนดอกในวันที่ 42 พบว่า กรรมวิธีที่ 7 มีจ านวนดอกสูงที่สุดมีค่าเท่ากับ 
1.25±0.50 ดอก วันที่ 42 และวันที่ 56 กรรมวิธีที่ 8 มีจ านวนดอกสูงที่สุดมีค่าเท่ากับ 7.25±0.96 
และ 2.75±1.26 ดอก ตามล าดับ วันที่ 84 กรรมวิธีที่ 6 มีจ านวนดอกสูงที่สุดมีค่าเท่ากับ 6.50±1.29 
ดอก วันที่  98 กรรมวิธีที่ 2 มีจ านวนดอกสูงที่สุดมีค่าเท่ากับ  5.25±1.26 ดอก และ วันที่  112 
กรรมวิธีที่ 7 มีจ านวนดอกสูงที่สุดมีค่าเท่ากับ 6.00±2.16 ดอก (ตาราง 21) 
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บทที่  5   
บทสรุป 

 
จากการศึกษาการคัดกรองแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีคุณสมบัติส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช

เพ่ือพัฒนาเป็นสารชีวภัณฑ์ส าหรับการเพาะปลูกสตรอว์เบอร์รี โดยมีการทดสอบความสามารถในการ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราสาเหตุโรคพืชต่างๆ และการ
ทดสอบประสิทธิภาพของหัวเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในระดับโรงเรือน โดยผู้วิจัยได้สรุปผลการทดลอง
ดังนี้ 
 
สรุปผลการวิจัย 

1. ในการศึกษานี้สามารถแยกแบคทีเรียเอนโดไฟต์จากไหลสตรอว์เบอร์รีในพ้ืนที่ของบ้านไร่
ไออุ่นสตรอเบอรี่ได้ทั้งหมดจ านวน 264 ไอโซเลต โดยแบ่งตามอาหาร ได้ดังนี้ อาหาร Tryptic soya 
agar (TSA) จ านวน 69 ไอโซเลต อาหาร King’s B agar (KB) จ านวน 88 ไอโซเลต และ อาหาร 
Luria-Bertani agar (LB) จ านวน 107 ไอโซเลต  ซึ่ งแบคทีเรียดังกล่าวจัดอยู่ ในจีนัส Bacillus, 
Enterobacter, Microbacterium และ Pseudomonas  

2. เมื่อท าการคัดกรองแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของสตรอว์เบอร์รีบนอาหารแข็ง Pikovskaya’s medium พบว่า มีเแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการ
ละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งได้ จ านวน 117 ไอโซเลต โดยแบคทีเรียที่มีความสามารถในการละลาย
ฟอสเฟตในอาหารเหลวที่มีปริมาณการละลายฟอสเฟตมากกว่า 150 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มีจ านวน
ทั้งสิ้น 22 ไอโซเลต ในการศึกษานี้พบว่า ไอโซเลต DB021 มีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตได้
สูงที่สุดมีค่าเท่ากับ 234.64 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นอกจากนี้ แบคทีเรียเอนโดไฟต์ดังกล่าวได้น ามา
ทดสอบความสามารถในการผลิต IAA พบว่าแบคทีเรียจ านวน 17 ไอโซเลต สามารถผลิต IAA ได้อยู่
ในช่วง 108.74-329.47 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยไอโซเลต DB041 สามารถผลิต IAA ได้มากที่สุด
เท่ากับ 329.47 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

3. จากการศึกษาแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของ 
สตรอว์เบอร์รี การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลว 
ความสามารถของแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในการผลิต IAA และลักษณะโคโลนีแตกต่างกัน มาท าการ
ทดสอบความสามารถการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราด้วยวิธี dual culture bioassay พบว่า  
ไอโซเลต DB065 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Rhizoctonia solani 1406 ได้ดีที่สุดมีค่า
เท่ากับ 42.67 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ไอโซเลต DB071 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา 
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Fusarium sp. FB3-3 และ Colletotrichum gloeosporioides DBCS-01 ได้ดีที่สุดมีค่าเท่ ากับ 
43.05 และ 54.92 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และเมื่อศึกษาการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราจาก 
น้ าเลี้ยงที่ ได้จากแบคทีเรียด้วยวิธี agar well diffusion พบว่า น้ าเลี้ยงของแบคทีเรียไอโซเลต 
DB071 ในอาหารเหลวสูตร T2 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Rhizoctonia solani 1406 
และ Fusarium sp. FB3-3 ได้ โดยมีค่าเส้นผ่านศูนย์กลางการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราเท่ากับ 
21.15 และ 18.53 มิลลิเมตร ตามล าดับ นอกจากนี้พบว่าน้ าเลี้ยงไอโซเลต DB016 ในอาหารสูตร T2 
มีค่าเส้นผ่านศูนย์กลางการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides 
DBCS-01 ได้ดีที่สุด เท่ากับ 25.23 มิลลิเมตร  

4. เมื่อน าแบคทีเรียที่ได้จากการศึกษาวิจัยนี้ มาท าการเปรียบเทียบล าดับเบสของยีน 16S 
rRNA สามารถระบุชนิดของแบคทีเรียได้ดังนี้ คือ Bacillus subtilis DB016, Bacillus siamensis 
DB051, Bacillus siamensis DB071, Microbacterium enclense DB021, Pseudomonas 
aeruginosa DB065, Enterobacter quasiroggenkampii DB035, Enterobacter sp. DB041 
และ Enterobacter sp. DB044 ซึ่งแบคทีเรียจ านวน 8 ไอโซเลตนี้ มีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของสตรอว์เบอร์รี และความสามารถในการออกฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ก่อโรคในสตรอว์เบอร์รี
ในระดับห้องปฏิบัติการและในระดับโรงเรือน 

5. จากการศึกษาประสิทธิภาพของหัวเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟต์ DB016, DB021 และ DB041
ในระดับโรงเรือนพบว่า มีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นสตรอว์เบอร์รี เมื่อเติม
แบคทีเรียร่วมกับวัสดุปลูกและปุ๋ยเคมี สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นสตรอว์เบอร์รีได้ดีกว่า
ชุดควบคุม 
 
อภิปรายผลการวิจัย 

จากการแยกแบคทีเรียจากไหลสตรอว์เบอร์รี เพ่ือคัดกรองแบคทีเรียเอนโดไฟต์ ที่มี
ประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของสตรอว์เบอร์รีในพ้ืนที่ของบ้านไร่ไออุ่นสตรอเบอรี่ 
และความสามารถของแบคทีเรียในการออกฤทธิ์ต้าน เชื้อราทดสอบ ส าหรับใช้ทดสอบหัวเชื้อ
แบคทีเรียเอนโดไฟต์ในระดับโรงเรือน สามารถอภิปรายผลการวิจัยได้ดังนี้ 

1. แบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่แยกได้จากไหลสตรอว์เบอร์รีมีจ านวน 264 ไอโซเลต จากการ 
คัดกรองเบื้องต้นบนอาหารแข็ง Pikovskaya’s medium พบว่า มีเแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการ
ละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็งได้ จ านวน 117 ไอโซเลต เมื่อน ามาสังเกตลักษณะโคโลนีบนจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดต่างๆ ลักษณะของโคโลนีที่ได้มีหลายลักษณะ โดยสามารถจัดเป็นกลุ่มได้ทั้งหมด 
11 กลุ่ม โดยแบคทีเรียดังกล่าวจัดอยู่ในจีนัส  Bacillus¸ Microbacterium, Enterobacter และ 
Pseudomonas ซึ่งมีรายงานว่าเป็นจีนัสที่มีความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 
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(Majeed et al., 2015; Egamberdieva et al., 2017; Barman and Dkhar, 2019) นอกจากนี้
จีนัส Bacillus และ Pseudomonas ยังเป็นที่ยอมรับว่ามีความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื้อราบางชนิดและน ามาใช้ในการควบคุมโรคโดยชีววิธี (Devi et al., 2017; Xie et al., 2021) 
นอกจากนี้ แบคทีเรียเอนโดไฟต์และแบคทีเรียส่งเสริมการเจริญเติบโตในพืชในจีนัสดังกล่าวได้
น ามาใช้ในการเพ่ือเพ่ิมผลผลิตทางการเกษตรในพืชปลูกได้หลายชนิดอีกด้วย 

2. เมื่อคัดกรองแบคทีเรียเอนโดไฟต์ที่มีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของ 
สตรอว์เบอร์รีพบว่า แบคทีเรียที่มีความสามารถในการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง PVK ได้ทั้งหมด 
117 ไอโซเลต โดยมีค่าดัชนีการละลายฟอสเฟตอยู่ในช่วง 0.99-3.33 เมื่อพิจารณาค่าดัชนีการละลาย
ฟอสเฟตตามวิธีการค านวณของ Ruangsanka (2014) พบว่า วิธีการดังกล่าวเป็นเพียงวิธีการอย่าง
ง่ายเพ่ือใช้คัดกรองเบื้องต้นเท่านั้น ส าหรับวิธีโมลิบดีนัมบลูนั้นเป็นวิธีที่นิยมน ามาใช้ในการศึกษา
กิจกรรมการละลายฟอสเฟตในอาหารเหลว ในการศึกษานี้พบว่า Microbacterium enclense 
DB021 มีประสิทธิภาพในการละลายฟอสเฟตได้สูงที่สุด สอดคล้องกับงานวิจัยของ Kaur et al. 
(2011) ซึ่งรายงานว่าแบคทีเรียในจีนัส  Microbacterium  คือ M. paraoxydans ที่แยกได้จากดิน
รอบรากข้าวสาลี (Triticum aestivum) มีความสามารถในการละลายฟอสเฟตได้ดี  นอกจากนี้ 
การศึกษาคุณสมบัติดังกล่าวพบว่า แบคที เรีย  Bacillus sp. strains T-34, Enterobacter sp. 
strains T-41 และ Azospirillum sp. strains WS-1 ที่แยกได้จากบริเวณรอบรากต้นข้าวสาลีมีค่า
การละลายฟอสเฟสที่สูงอยู่ระหว่าง 218.1-298.3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยแบคทีเรีย Bacillus sp. 
strains T-34 มีความสามารถในการละลายฟอสเฟตได้สูงที่สุด (Tahir et al., 2013)  

แบคทีเรียที่สามารถละลายฟอสเฟตในดินได้ สามารถเปลี่ยนอินทรีย์ฟอสฟอรัส และ 
อนินทรีย์ฟอสฟอรัสที่อยู่ในรูปไม่เป็นประโยชน์ต่อพืชให้อยู่ในรูปที่เป็นประโยชน์โดยการสร้างเอนไซม์ 
Phytase, Phosphatase, Nucleotidases และ Glecerophosphatase เพ่ือเปลี่ ยนรูป อินทรีย์
ฟอสฟอรัสให้อยู่ในรูปของอนินทรีย์ฟอสฟอรัสที่เรียกว่า ออโธฟอสเฟต (Behera et al., 2014)  
นอกจากนี้กลไกการละลายฟอสเฟตของแบคทีเรียส่วนมากจะเกิดจากการสร้างกรด และปลดปล่อย
ออกมาละลายฟอสเฟตในดิน โดยกรดอินทรีย์ที่แบคทีเรียสามารถสร้างและปลดปล่อยออกมา  
ได้แก่  กรดฟอร์มิค อะซิติค โปรปิ โอนิค แลคติค ไกลโคลิค  ฟูมาริค และซัคซินิค เป็นต้น 
(Gyaneshwar et al., 2002) โดยกระบวนการที่แบคทีเรียเปลี่ยนรูปฟอสเฟตให้ไปอยู่ในรูปที่ละลาย
ได้นี้ท าให้เกิดกรดอินทรีย์ขึ้น กรดอินทรีย์จะเปลี่ยนรูปแคลเซียมฟอสเฟต (Ca3 (PO)2) ให้เป็นรูปโมโน 
และไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (HPO4

2- และ H2PO4
-) ซึ่งพืชสามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้ (ธงชัย มาลา, 

2546) โดยในการศึกษานี้ได้ท าการบันทึกค่า pH ของส่วนใสที่ได้หลังจากการบ่มเชื้อพบว่า มีค่า pH 
ลดลงเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว ซึ่งอาจเกิดจากแบคทีเรียปลดปล่อยกรดอินทรีย์ออกมาจากเซลล์ 
จากนั้นกรดอินทรีย์จะเข้าท าลายโครงสร้างของฟอสเฟตที่ถูกตรึงท าให้ฟอสเฟตเปลี่ยนรูปอยู่ในรูปที่
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พืชสามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้ จากค่า pH ที่ลดลงแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียอาจผลิตกรดและเกิด
การละลายฟอสฟอรัสมากขึ้น ตามรายงานการศึกษาของ Banik and Dey (1982) พบว่า แบคทีเรีย 
Bacillus firmus B-7650 และ B-7651 มีการผลิตกรด 2-ketogluconic, succinic และ oxalic เมื่อ
เลี้ ย งเชื้ อ ในอาหารเหลว sucrose-calcium นอกจากนี้ ยั งมีการรายงานว่ า Enterobacter 
aerogenes สามารถผลิตกรด gluconic ได้ (Stella and Halimi, 2015) จากการทดลองนี้ ชี้ให้เห็น
ว่าแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในจีนัส Bacillus และ Enterobacter เหมาะส าหรับน ามาศึกษาการส่งเสริม
การเจริญเติบโตของพืชเนื่องจากมีความสามารถในการละลายฟอสเฟตเมื่อทดสอบในระดับ
ห้องปฏิบัติการ 

3. จากการศึกษาเมื่อน าส่วนใสของแบคทีเรียที่เลี้ยงในอาหารเหลว Yeast Malt Broth และ 
Yeast Malt Broth ที่มีการเติม 0.1% L-tryptophan พบว่าแบคทีเรียสามารถผลิต IAA ได้มากกว่า
เมื่อเติม 0.1 % L-tryptophan ลงใน YM Broth แสดงให้เห็นว่า tryptophan มีส่วนท าให้แบคทีเรีย
ผลิต IAA  ได้ดีกว่าซึ่งสอดคล้องกับการรายงานของ Idris et al. (2007) นอกจากนี้ Spaepen and 
Vanderleyden (2011) ได้สรุปไว้ว่า แบคทีเรียที่แยกจากพืชประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์ สามารถผลิต 
IAA ได้ โดยสารตั้งต้นที่ใช้ส าหรับการสังเคราะห์ IAA คือ Tryptophan ดังนั้นการเพ่ิม Tryptophan 
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อจึงส่งผลท าให้แบคทีเรียมีความสามารถในการผลิต IAA ได้สูงขึ้น โดยการ
สังเคราะห์ IAA โดยใช้ Tryptophan เป็นสารตั้งต้นมีทั้งหมด 5 วิถี จากการทดลองอาจมีการ
สังเคราะห์ด้วย วิถี Indole-3 pyruvate (IPA) การสังเคราะห์ IPA มีแบคทีเรียบางกลุ่มที่มีประโยชน์
ต่ อ พื ช ซึ่ งมี ค ว าม ส าม ารถ ใน ก ารสั ง เค ร าะห์  IPA ได้ ด้ ว ย  เช่ น  Azospirillum, Bacillus, 
Bradyrhizobiums, Enterobacter cloacae, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium  
และ Cyanobacteria เป็นต้น แบคทีเรียเอนโดไฟต์หลายชนิดเจริญอยู่ภายในเซลล์พืชอาศัยและผลิต 
IAA ท าให้รากเจริญได้ดีและช่วยเพ่ิมพ้ืนที่รากเพ่ือน าสารอาหารและแร่ธาตุในดินมาใช้ประโยชน์  
(Spaepen et al., 2007) เช่ น  แ บ ค ที เ รี ย  Enterobacter sp. MSR1 ซึ่ ง เป็ น แ บ ค ที เ รี ย 
เอนโดไฟต์ที่แยกได้จากรากต้นอัลฟัลฟ่า (Medicago sativa) สามารถผลิต IAA ได้ (Khalifa et al., 
2016) นอกจากนี้ ยังมีการรายงานว่า Microbacterium arthrosphaerae ที่แยกได้จากดินบริเวณ
รอบรากต้นมะเขือเทศเชอรี่ (Lycopersicon esculentum) มีความสามารถในการผลิต IAA ได้ 
(Zazou et al., 2016) อีกทั้ง Corretto et al. (2020) ได้มีการรายงานว่า Microbacterium ที่แยก
ได้จากพืชและสภาพแวดล้อมที่หลากหลาย รวมถึงบริเวณที่ปนเปื้อนโลหะหนัก พบว่า  นอกจากจะ
ผลิต IAA ได้แล้ว Microbacterium หลายสายพันธุ์สามารถผลิต siderophores, ACC deaminase, 
และสามารถละลายฟอสเฟตได้อีกด้วย โดย Microbacterium ที่แยกได้จากบริเวณที่ปนเปื้อนโลหะ
สามารถเจริญอยู่รอดในสภาวะที่มีการปนเปื้อนของโลหะหนักได้  
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4. แบคทีเรียเอนโดไฟต์นอกจากมีคุณสมบัติส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชซึ่งเป็นกลไก
ทางตรงแล้ว ยังสามารถป้องกันพืชจากการท าลายของเชื้อราสาเหตุโรคซึ่งเป็นกลไกทางอ้อมได้อีก
ด้วย (Brader et al., 2014) เมื่อท าการศึกษาการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราด้วยวิธี dual 
culture bioassay พบว่า Pseudomonas aeruginosa DB065 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
เชื้อรา Rhizoctonia solani 1406 ได้ดีที่สุด ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Shanmugaiah et al. 
(2010) มีรายงานว่า P. aeruginosa MML2212 สามารถผลิต phenazine-1-carboxamide (PCN) 
เพ่ือยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา R. solani ได้ นอกจากนี้แบคทีเรียในจีนัส Pseudomonas อีก
หลายชนิดยังน ามาศึกษาการควบคุมเชื้อก่อโรคในดิน เช่น P. aeruginosa (GRC~1) ที่แยกเชื้อได้
จากรากมันฝรั่งสามารถผลิต siderophore ชนิด hydroxamate และกรด hydrocyanic ส าหรับ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Fusarium oxysporum ได้ (Gupta et al., 1999) นอกจากนี้ 
Devi et al. (2017) ได้รายงานว่า แบคทีเรียเอนโดไฟต์ P. aeruginosa AL2-14B มีฤทธิ์ในการยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเชื้อรา R. solani และ Fusarium oxysporum โดยการผลิตเอนไซม์เพ่ือย่อย
ผนังเซลล์ของเชื้อราสาเหตุโรค  

แบคทีเรียจีนัส Bacillus เป็บแบคทีเรียที่มีการรายงานว่ามีประสิทธิภาพในการควบคุมโรค
พืชได้หลายชนิด (Ongena and Jacques, 2008) ในการศึกษานี้ ได้ท าการทดสอบแบคทีเรียในจีนัส 
Bacillus ด้วยวิธี agar well diffusion ผลจากการศึกษาพบว่า Bacillus subtilis DB016 และ 
Bacillus siamensis DB071 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Fusarium sp. FB3-3 และ 
Colletotrichum gloeosporioides DBCS-01 ได้เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรต่างๆ โดย Bacillus 
siamensis DB071 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราที่ทดสอบทุกชนิดได้เมื่อทดสอบน้ าเลี้ยง
ทีเ่ลี้ยงในอาหารสูตร T2 ซึ่งสูตรอาหารที่ได้คัดเลือกเพ่ือน ามาใช้ในการทดสอบนั้นคัดเลือกมาจากการ
รายงานการผลิตสารต่างๆ โดยอาหารเหลวสูตร T1 (ภาคผนวก ก) มีการรายงานว่าเมื่อท าการเลี้ยง 
Bacillus subtilis JW1 ในอาหารเหลวสูตร T1 พบว่ามีความสามารถในการผลิต surfactin และ  
cyclic lipopeptide (Kwon and Kim, 2014) และ Sohn et al. (2008) ได้รายงานว่า เมื่อท าการ
เลี้ ย ง Bacillus sp. AT28 ในอาหารเหลวสูตร T2 (ภาคผนวก ก ) พบว่าสามารถผลิตสาร 
macrolactins ซึ่งเป็นสารประกอบโพลีคีไทด ์(Wu et al. 2021)  

การผลิตสารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิท  ี่แตกต างกันขึ้นอยู่กับ  Bacillus แต่ละสายพ  ันธุ์  
Li et al. (2016) ได้ท าการศึกษา B. subtilis B5 ในอาหารเหลว LB พบว่ามีการผลิตสารในกลุ่ม 
macrolactin ซึ่งเป็นสารประกอบโพลีคีไทด์ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้ง C. gloeosporioides และจาก
การศึกษา B. subtilis บางสายพันธุ์ พบว่ามีการผลิตสารกลุ ม lipopeptide ได้ตั้ งแต หนึ่ ง
ชนิดขึ้นไปเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวต างชนิดกัน (Dunlap et al., 2011; Kwon and Kim, 2014) 
แบคทีเรียจีนัส Bacillus เช น B. subtilis และ B. siamensis รายงานว่า สามารถผลิตสารกลุ่ม 
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lipopeptide ยับยั้งเชื้อราสาเหตุโรคในจีนัส Colletotrichum, Fusarium และ Rhizoctonia ได้ 
(Dunlap et al., 2011; Hussain and Khan, 2021; Huang et al., 2022) ดั ง นั้ น  Bacillus 
subtilis DB016 และ Bacillus siamensis DB071 ควรได้รับการศึกษาและยืนยันชนิดของสารออก
ฤทธิ์ยับยั้งเชื้อราในล าดับต่อไป  

ส าหรับ Microbacterium enclense DB021 นั้น จัดอยู ในจีนัส Microbacterium ซึ่งมี
ฤทธิ์ ยับ ยั้ ง  C. gloeosporioides ได้ ไม่ แตกต่ างจาก  Bacillus subtilis DB016 และ  Bacillus 
siamensis DB071 เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร T1 แบคทีเรียจีนัส Microbacterium ได้รับการศึกษา
ข้อมูลทางพันธุกรรมโดย Ouertani et al. (2020) รายงานว่ามียีนส าคัญหลายยีนที่เกี่ยวข้องกับ
บทบาทส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช การผลิตไลติกเอนไซม์รวมถึงยีนที่สังเคราะห์สารประกอบ 
โพลีคีไทด์ แสดงให้เห็นว่า Microbacterium enclense DB021 อาจเป็นตัวแทนของจีนัสดังกล่าวที่
สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตและควบคุมโรคพืชส าหรับสตรอว์เบอร์รีต่อไป  

5. จากการใช้แบคทีเรียเอนโดไฟต์ จ านวน  3 ไอโซเลต ได้แก่ Bacillus subtilis DB016, 
Microbacterium enclense DB021 แ ล ะ  Enterobacter sp. DB041 ใน ก า ร ส่ ง เส ริ ม ก า ร
เจริญเติบโตของต้นสตรอว์เบอร์รีในระดับโรงเรือน แสดงให้เห็นว่า กรรมวิธีที่มีการใช้วัสดุปลูกร่วมกับ 
DB016, วัสดุปลูกร่วมกับ DB021, วัสดุปลูกร่วมกับ DB041, วัสดุปลูกร่วมกับ DB016 และปุ๋ยสูตร
เสมอ, วัสดุปลูกร่วมกับ DB021 และปุ๋ยสูตรเสมอ, วัสดุปลูกร่วมกับ DB041 และปุ๋ยสูตรเสมอ และ
วัสดุปลูกร่วมกับปุ๋ยสูตรเสมอ ท าให้ต้นสตรอว์เบอร์รีมีการเจริญเติบโตมากกว่ากรรมวิธีที่ใช้เพียง 
วัสดุปลูกฆ่าเชื้อเพียงอย่างเดียว ซึ่งอาจเป็นเพราะต้นสตรอว์เบอร์รีได้รับธาตุอาหารที่ละลายออกมา
จากปุ๋ยเคมี หรือแบคทีเรียมีส่วนช่วยละลายธาตุอาหารในส่วนที่ถูกตรึงในดิน ให้ปลดปล่อยออกมา 
และช่วยเพ่ิมธาตุอาหารที่มีประโยชน์ ท าให้พืชสามารถน าไปใช้ประโยชน์เพ่ือการเจริญเติบโตได้ ทั้งนี้
เนื่องจากแบคทีเรียที่น ามาศึกษาในครั้งนี้สามารถละลายฟอสเฟต และผลิต IAA ได้ จึงช่วยส่งเสริมให้
รากของสตรอว์ เบอร์รีแตกแขนงมาก สามารถดูดธาตุอาหารได้มากขึ้น ผลจากการทดสอบ
ความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นสตรอว์เบอร์รีด้วยแบคทีเรียเอนโดไฟต์พบว่า 
น้ าหนักแห้งของรากกรรมวิธีที่ 4 (Enterobacter sp. DB041) มีน้ าหนักสูงที่สุด มีค่าเท่ากับ 32.50 
กรัม ซึ่ง Khalifa et al. (2016) รายงานว่า การปลูกเชื้อ Enterobacter sp. MSR1 ร่วมกับเมล็ด 
ถั่วลันเตา (Pisum sativum) สามารถช่วยส่งเสริมการเจริญในส่วนของรากถั่วลันเตาได้เมื่อ
เปรียบเทียบความยาวรากและน้ าหนักแห้งของรากของชุดทดลองกับชุดควบคุม นอกจากนี้ de Melo 
Pereira et al. (2012) ระบุว่า B. subtilis NA-108 ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของสตรอว์เบอร์รี
เมื่อเปรียบเทียบน้ าหนักแห้งของส่วนต่างๆ ของพืชกับชุดควบคุม และแบคทีเรียอาจเป็นส่วนหนึ่งที่
เป็นปัจจัยในการท าให้ปุ๋ยเคมีเป็นประโยชน์มากขึ้น โดยช่วยละลายธาตุอาหารในปุ๋ยเคมีส่วนที่ถูก  
ตรึงในรูปที่ไม่ละลายน้ า ให้อยู่ในรูปที่ละลายน้ าท าให้พืชสามารถน าไปใช้งานได้มากข้ึน 
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จากผลการทดลองในระดับห้องปฏิบัติการ และในระดับโรงเรือนแสดงให้เห็นว่า แบคทีเรีย
เอนโดไฟต์ที่แยกได้จากไหลสตรอว์เบอร์รีสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นสตรอว์เบอร์รีได้ 
ดังนั้นผลการวิจัยครั้งนี้เป็นแนวทางในการใช้แบคทีเรียส าหรับพัฒนาเป็นต้นแบบปุ๋ยชีวภาพและ 
สารชีวภัณฑ์เพ่ือใช้ในการเพาะปลูกสตรอว์เบอร์รีในอนาคต และเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการช่วยลด
ปริมาณการใช้สารเคมีและปุ๋ยเคมีในการปลูกสตรอว์เบอร์รีอีกด้วย 
 
ข้อเสนอแนะ 

1. ควรศึกษาคุณสมบัติบางประการของแบคทีเรียเพ่ิมเติมก่อนน าไปท าการทดสอบในระดับ
ภาคสนาม เช่น การทนทานต่อแสงยูวี ความร้อน การมีชีวิตรอดในดิน ความเป็นพิษต่อสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ 
เป็นต้น  

2. ควรศึกษาปริมาณหัวเชื้อที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของต้นสตรอว์เบอร์รีเพ่ิมเติม
รวมถึงการใช้ส่วนผสมต่างๆ เพ่ือช่วยยืดอายุการใช้งานของหัวเชื้อ  

3. ควรน าต้นสตรอว์เบอร์รีหลังการทดสอบในระดับโรงเรือนมาท าการแยกเชื้อจากเนื้อเยื่อ
สตรอว์เบอร์รีในห้องปฏิบัติการเพ่ือศึกษาการมีชีวิตรอดของแบคทีเรียที่ใช้ในการทดสอบในระดับ
โรงเรือน 

4. ควรน าดินที่ฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อด้วยแรงดันไอน้ า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 30 นาที มาท าการตรวจนับปริมาณจุลินทรีย์ในดิน ก่อนท า
การปลูกสตรอว์เบอร์รีเพื่อเติมหัวเชื้อแบคทีเรียและปุ๋ยเคมี 

5. ควรท าการศึกษาในระดับโรงเรือนและในระดับแปลงปลูกอย่างน้อย 3 ปี  เพ่ือใช้ 
ข้อมูลที่ได้ในการตัดสินก่อนพัฒนาเป็นต้นแบบปุ๋ยชีวภาพและสารชีวภัณฑ์เพ่ือใช้ในการเพาะปลูก 
สตรอว์เบอร์รีต่อไป 
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ภาคผนวก ก สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. สูตรอาหาร T1 (Kwon and Kim, 2014) 
soluble starch 10 กรัม 
glucose 20 กรัม 
meat extract 1 กรัม 
yeast extract 4 กรัม 
NaCl 2 กรัม 
K2HPO4 0.05 กรัม 
Soybean meal 25 กรัม 

 
ละลายส่วนผสมให้เข้ากันโดยเติมน้ ากลั่นปริมาตร 750 มิลลิลิตร คนให้ละลายจากนั้นน าไป

วัดค่า pH เท่ากับ 7 ปรับปริมาตรให้ครบ 1000 มิลลิลิตร เทใส่ภาชนะปิดฝา ท าการฆ่าเชื้อด้วย
หม้อนึงฆ่าเชื้อด้วยแรงดันไอน้ า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็น
เวลา 20 นาที 
 
2. สูตรอาหาร T2 (Sohn et al., 2008) 

soluble starch 10 กรัม 
glucose 20 กรัม 
beef extract 1 กรัม 
yeast extract 4 กรัม 
NaCl 2 กรัม 
K2HPO4 0.25 กรัม 
Soybean meal 25 กรัม 
CaCO3 2 กรัม 

 
ละลายส่วนผสมให้เข้ากันโดยเติมน้ ากลั่นปริมาตร 750 มิลลิลิตร คนให้ละลายจากนั้นน าไป

วัดค่า pH เท่ากับ 7 ปรับปริมาตรให้ครบ 1000 มิลลิลิตร เทใส่ภาชนะปิดฝา ท าการฆ่าเชื้อด้วย
หม้อนึงฆ่าเชื้อด้วยแรงดันไอน้ า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็น
เวลา 20 นาที 
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3. สูตรอาหาร T3 (Yan et al., 2016; Li et al., 2012) 
soluble starch 5 กรัม 
yeast extract 10 กรัม 
K2HPO4 10 กรัม 
NaNO3 5 กรัม 

 
ละลายส่วนผสมให้เข้ากันโดยเติมน้ ากลั่นปริมาตร 750 มิลลิลิตร คนให้ละลายจากนั้นน าไป

วัดค่า pH เท่ากับ 7 ปรับปริมาตรให้ครบ 1000 มิลลิลิตร เทใส่ภาชนะปิดฝา ท าการฆ่าเชื้อด้วย
หม้อนึงฆ่าเชื้อด้วยแรงดันไอน้ า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็น
เวลา 20 นาที 
 
4. สูตรอาหาร Pilkovskaya’s (PVK) medium (Pikovskaya, 1948; Nautiyal, 1999) 

Glucose 10 กรัม 
Ca3(PO4)2 5 กรัม 
(NH4)2S04 0.5 กรัม 
NaCl 0.2 กรัม 
MgSO4·7H20, 0.1 กรัม 
KCl 0.2 กรัม 
yeast extract 0.5 กรัม 
MnSO4··H20 0. 002 กรัม 
FeSO4·7H20 0. 002 กรัม 

 
ละลายส่วนผสมให้เข้ากันโดยเติมน้ ากลั่นปริมาตร 750 มิลลิลิตร คนให้ละลายจากนั้นน าไป

วัดค่า pH เท่ากับ 7 ปรับปริมาตรให้ครบ 1000 มิลลิลิตร เทใส่ภาชนะปิดฝา ท าการฆ่าเชื้อด้วย
หม้อนึงฆ่าเชื้อด้วยแรงดันไอน้ า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็น
เวลา 20 นาที 
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ภาคผนวก ข การเตรียมสารเคมี 
 
1. Salkowski’s reagent (2% 0.5M FeCl3 in 35% HClO4 solution) (Gordon and 
Weber, 1951) 

35 % HClO4 50 มิลลิลิตร 
0.5M FeCl3 1 มิลลิลิตร 

 
สารละลาย ferric chloride 0.5 M ได้โดยใช้สูตร molarity  

น้ าหนักโมเลกุล (MW.) =162, molarity (M) =0.5, ปริมาตร (V) =100 มิลลิลิตร 
สูตร  

  g x 1000 ml  = M x V 
MW 

       g = (0.5M x 100 ml) x 162 g 
   1000ml 

       g = 8.10 g 
 

ชั่ง FeCl3 จ านวน 8.10 กรัม จากนั้นเติมน้ ากลั่นปริมาตร 75 มิลลิลิตร คนให้ละลาย  
ปรับปริมาตรให้ครบ 100  มิลลิลิตร 

 
สารละลาย 35% perchloric (HClO4) 

ตวง 70 % HClO4 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และน้ ากลั่น ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นเทน้ า
กลั่นลงในบีกเกอร์ขนาด 500 มิลลิลิตร และเทกรดลงให้น้ ากลั่นเทช้าๆและคนจนกว่าจะครบ 50 
มิลลิลิตร 
หมายเหตุ: ต้องเตรียมสารละลายใน Hood และการเตรียมต้องเทกรดใส่น้ า ใช้ภาชนะที่บรรจุควร
เป็นขวดสีชาห่อด้วยฟอยด์ เก็บในตู้เย็น และการเตรียมแต่ละครั้งไม่ควรเตรียมเกิน 24 ชั่วโมง 
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2. การเตรียมน้ ายาพ่น Anisaldehyde-surfuric reagent 
1. สารเคมีและปริมาณท่ีใช้ 

methanol (AR) 85 มิลลิลิตร 
acetic acid 10 มิลลิลิตร 
sulphuric acid 5 มิลลิลิตร 
anisaldehyde  0.5 มิลลิลิตร 

 
เตรียมสารละลายโดยการผสม Methanol ปริมาตร 85 มิลลิลิตร กับ acetic acid ปริมาตร 

10 มิลลิลิตร จากนั้นเติม sulphuric acid ลงไป ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเติม Anisaldehyde 
surfuric reagent ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
 
3. การเตรียมการส าหรับท าปฏิกิริยา (น้ ายา develop สี) 

1. ชั่ง ammonium molybdate 2.4 กรัม ในน้ ากลั่น 50 มิลลิลิตร  
2. ชั่ง potassium antimonyl tartrate 0.0582 กรัม ในน้ ากลั่น 20 มิลลิลิตร 
3. ตวง H2SO4 5N dilute Conc. H2SO4 ปริมาตร 27.8 มิลลิลิตร ในน้ ากลั่น 400 มิลลิลิตร 
4. เทสารข้อ 1 และ 2 ลงในข้อ 3 จากนั้นปรับปริมาตรให้เป็น 500 มิลลิลิตร 
5. ชั่ง ascorbic acid จ านวน 2.112 กรัม ใส่ลงในข้อ 4 (ต้องเตรียมใหม่ทุกครั้งที่ท าการ

ทดลอง) 
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ภาคผนวก ค การเตรียมกราฟมาตรฐาน 
 
1. วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐาน IAA (Ahmad, 2008)                                                                                           

1. เตรียม stock solution ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หรือ 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

ชั่ง IAA 10 มิลลิกรัม เติมเอทานอล ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เพ่ือละลาย IAA จากนั้น
เติมน้ ากลั่นปรับปริมาตรให้ครบ 10 มิลลิลิตร จะได้สารละลาย IAA ทีมีความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร 

2. เตรียมสารละลายมาตรฐาน IAA ในหลอดทดลองโดยดูด IAA จาก stock solution ดัง
ตารางที่ 22 
 
ตาราง 22 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน IAA 

หลอดทดลอง 
ความเข้มข้นสุดท้าย

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
stock solution 

(มิลลิลิตร) 
YM media 
(มิลลิลิตร) 

1 0.000 0.000 5.000 
2 0.020 0.100 4.900 
3 0.040 0.200 4.800 
4 0.060 0.300 4.700 
5 0.080 0.400 4.600 
6 0.100 0.500 4.500 

ท าการ dilution stock IAA ให้มีความเข้มข้น เท่ากับ 0.000, 0.020, 0.040, 0.060, 0.080 
และ 0.100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ในอาหาร YM โดยปริมาตรรวมเท่ากับ 5 มิลลิลิตร  

 
3. ปิเปตสารละลายที่ความเข้มข้นต่างๆ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท า 3 ซ้ า  
4. เติม Salkowski’s reagent ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ในที่มืด 30 นาที   
5. น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร   
6. น าค่าท่ีได้ไปสร้างกราฟระหว่างความเข้มข้นของ IAA ในหน่วยมิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร กับค่า

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร  
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เมื่อท าการสร้างกราฟมาตรฐานของ IAA ที่ เลี้ยงในอาหาร YM พบว่า สมการเส้นตรง  
y = 0.0058x + 0.0355 เมื่อแกน y คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร และ
แกน x คือ ความเข้มข้นของ IAA มาตรฐาน (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ดังนั้นเมื่อทราบค่าการดูดกลืน
แสงของตวัอย่างทดสอบ สามารถแทนค่าลงในค่า y เพ่ือค านวณความเข้มข้นของ IAA ที่ได้ (ภาพ 19) 

 
 

 
ภาพ 19 กราฟมาตรฐานของ IAA เลี้ยงในอาหาร YM ที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร 
 

กราฟมาตรฐานของ IAA เลี้ยงในอาหาร YM ที่มีการเติม L-tryptophan ที่ได้ พบว่า สมการ
เส้นตรง y = 0.006x + 0.0511 เมื่อแกน y คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร 
และแกน x คือ ความเข้มข้นของ IAA มาตรฐาน (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ดังนั้นเมื่อทราบค่าการ
ดูดกลืนแสงของตัวอย่างทดสอบ สามารถแทนค่าลงในค่า y เพ่ือค านวณความเข้มข้นของ IAA ที่ได้  
(ภาพ 20) 
 

 
ภาพ 20 กราฟมาตรฐานของ IAA เลี้ยงในอาหาร YM ที่มีการเติม L-tryptophan  

ที่ความยาวคลื่น 530 นาโนเมตร 
 

y = 0.006x + 0.0511
R² = 0.9936
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2. วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐานฟอสเฟต  
1. เตรียม stock solution ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ชั่ง KH2PO4  (ซึ่งผ่านการอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง) จ านวน 
0.0215 กรัม เติมน้ ากลั่น ปริมาตร 75 มิลลิลิตร คนให้สารละลาย ปรับปริมาตรให้ครบ 100 มิลลิลิตร 
จะได้สารละลาย KH2PO4 ทีมีความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

จากนั้นปิเปตสารละลาย KH2PO4 ทีมีความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ครบ 100 มิลลิลิตร จะได้สารละลาย KH2PO4 ทีมี
ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
 

2. เตรียมสารละลายมาตรฐานฟอสเฟต จาก stock solution ดังที่แสดงในตรางที่ 23 
 
ตาราง 23 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน KH2PO4 

Final concentration 
(ไมโครกรัมต่อมิลลิตร) 

Stock KH2PO4 5 ppm 
(มิลลิลิตร) 

Distill water 
(มิลลิลิตร) 

Ascorbic acid 
(มิลลิลิตร) 

0.00 0.00 20.00 5.00 
0.20 0.80 19.20 5.00 
0.40 1.60 18.40 5.00 
0.60 2.40 17.60 5.00 
0.80 3.20 16.80 5.00 
1.00 4.00 16.00 5.00 

ท าการ dilution stock ฟอสเฟต ให้มีความเข้มข้น เท่ากับ 0.00, 0.20, 0.40, 0.60, 0.80 
และ 1.00 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
 
วิธีการทดสอบ 

1. ปิเปตสารจาก Stock KH2PO4 ปริมาตร 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (ตาราง 23) ใส่ลงใน
ขวดปรับปริมาตร 25 มิลลิลิตร เติมน้ ายา develop สี ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

2. จากนั้นเติมน้ ากลั่นปรับปริมาตรให้ครบ 25 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 10 นาที จะได้
สารละลายสีน้ าเงิน 

3. น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 882 นาโนเมตร 
4. น าค่าที่ได้ไปสร้างกราฟระหว่างความเข้มข้นของฟอสเฟตในหน่วยไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน 882 นาโนเมตร  
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กราฟมาตรฐานของ KH2PO4 ที่ได้ พบว่า สมการเส้นตรง y = 0.6088x เมื่อแกน y คือ ค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 882 นาโนเมตร และแกน x คือ ความเข้มข้นของ KH2PO4 
มาตรฐาน (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ดังนั้นเมื่อทราบค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่างทดสอบ สามารถ
แทนค่าลงในค่า y เพ่ือค านวณความเข้มข้นของฟอสเฟตที่ได้ (ภาพ 21) 
 

 
ภาพ 21 กราฟมาตรฐานของ KH2PO4 ความยาวคลื่น 882 นาโนเมตร 
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ภาคผนวก ง การทดสอบในระดับโรงเรือน 
 
1. การเตรียมหัวเชื้อส าหรับทดสอบในระดับโรงเรือน  

น าโคโลนีของแบคทีเรียไอโซเลต DB016, DB021 และ DB041 มาเลี้ยงในอาหารเหลว 
Nutrient broth (NB) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปเขย่าบนเครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 150 
รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถ่ายแบคทีเรียในอาหารเหลว Nutrient 
broth (NB) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร น าไปเขย่าบนเครื่องเขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง น ามาวัดค่าความขุ่นของเชื้อด้วยเครื่องวัดการดูดกลืนแสงที่ 
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร โดยให้มีค่าความขุ่น เท่ากับ 1 (ปริมาณหัวเชื้อแบคทีเรีย เท่ากับ  
108 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร) บรรจุลงในขวดยาน้ าตามปริมาตรที่ก าหนดในแต่ละกรรมวิธีเก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
2. การตรวจนับปริมาณของแบคทีเรีย (Colony Forming Unit; CFU) 

น าหัวเชื้อแบคที เรียไอโซเลต DB016, DB021 และ DB041 ที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ 
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากับ 1 มาตรวจนับปริมาณของแบคทีเรียด้วยวิธีการท าให้เจือ
จาง (Serial dilution) จากนั้นท าการเกลี่ย (Spread plate) สารละลายที่เจือจางเท่ากับ 10-4,10-5 

และ 10-6 ลงบนอาหารแข็ง NA บมที่ อุณหภูมิห้อง นาน 24-96 ชั่วโมง นับจ านวนโคโลนีของ
แบคทีเรียจากจานเพาะเชื้อที่มีจ านวน 30-300 โคโลนี และค านวณเป็น CFU/ml 
 
การค านวณเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดในหน่วย CFU/g หรือ CFU/ml 
 
จากสูตร    CFU/g หรือ CFU/ml =   ∑C 
                                                      (v1n1 + 0.1n2) d 
 
เมื่อ  ∑C = ผลรวมของโคโลนีที่นับได้ทั้งหมดจากจานเพาะเชื้อที่นับได้ในช่วง 30-300 โคโลนี 
           v1 = ปริมาณของ inoculum ที่ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ 
           n1 = จ านวนจานเพาะเชื้อที่นับได้ในช่วง 30-300 โคโลนีในระดับความเข้มข้นแรก 
           n2 = จ านวนจานเพาะเชื้อที่นับได้ในช่วง 30-300 โคโลนี ในระดับความเข้มข้นที่ 2 
            d = ระดับความเข้มข้นแรกที่สามารถนับเชื้อได้ในช่วง 30-300 โคโลนี 
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จากการตรวจนับปริมาณของแบคทีเรียพบว่า แบคทีเรียไอโซเลต DB016, DB021 และ 
DB041 มีปริมาณของแบคทีเรียเท่ากับ 1.76x108, 2.17x108 และ 1.49x108 ซีเอฟยูต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดับ (ตาราง 24, ภาพ 22) 
 
ตาราง 24 การตรวจนับปริมาณของแบคทีเรีย 

ไอโซเลต ระดับความเจือจาง 10
-5
 ค่าเฉลี่ย 

ซีเอฟยูต่อ
มิลลิลิตร 1 2 3 

DB016 164 208 156 176.00 1.76x108 

DB021 262 145 246 217.67 2.17x108 

DB041 117 181 148 148.67 1.49x108 
 

 
ภาพ 22 แสดงลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง NA 

ก) DB016 ชั่วโมงท่ี 48 ข) DB021 ชั่วโมงท่ี  96 ค) DB041 ชั่วโมงท่ี 48 
 
3. การทดสอบ motility test medium 

วิธีการทดสอบ 
ใช้เข็มเข่ียเชื้อแทงลงไปในอาหารตรงๆ เพียงครั้งเดียว  ประมาณ 2/3 ของส่วนสูง

อาหาร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง อ่านผลการทดสอบ 
การอ่านผล  

ผลบวก คือ เห็นการเจริญของเชื้อออกมานอกรอยเข็มแทงหรือไม่มีรอยการเจริญที่
ชัดเจนบริเวณรอยเข็มแทงแต่อาหารเลี้ยงเชื้อขุ่นกว่าเดิม และผลลบ คือ เห็นการเจริญของเชื้อโดยมี
ขอบเขตชัดเจนที่บริเวณรอยเข็มแทง 

 

ก) ค) ข) 
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จากการทดสอบการเคลื่อนที่ของแบคที เรียพบว่า แบคที เรียไอโซเลต DB016 และ  
ไอโซเลต DB041 แสดงผลเป็นบวกเนื่องจากเห็นการเจริญของเชื้อออกมานอกรอยเข็มแทง และ 
ไอโซเลต DB021 ให้ผลเป็นลบเนื่องจากเห็นการเจริญของเชื้อโดยมีขอบเขตชัดเจนที่บริเวณรอย 
เข็มแทง (ภาพ 23) 
 

 
ภาพ 23 ผลการทดสอบการเคลื่อนที่ของแบคทีเรีย 

ชุดควบคุม ข) แบคทีเรียไอโซเลต DB016  
ค) แบคทีเรียไอโซเลต DB021 ง) แบคทีเรียไอโซเลต DB041 

 
4. การทดสอบการปฏิปักษ์ของแบคทีเรีย 

วิธีการทดสอบการปฏิปักษ์ของแบคทีเรีย 
น าแบคทีเรียมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง NA บ่มที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 48 ชั่วโมง น าแบคทีเรียมาท าการละลายใน 0.85% NaCl น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง 
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร โดยให้แบคทีเรียมีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.08-0.1 
จากนั้นหยดสารละลายแบคทีเรียปริมาตร 150 ไมโครลิตร ลงบนอาหารแข็ง NA จานเพาะเชื้อใหม่ 
ท าการป้ ายให้ ทั่ วอาหารทิ้ ง ไว้ประมาณ  30 นาที  หยดแบคที เรียลงบนแผ่นดิสก์ขนาด 
เส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 6 มิลลิเมตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร วางลงบนอาหารอาหารแข็ง NA ที่มี
การป้ายแล้ว บ่มที่อุณภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง สังเกตการเกิดบริเวณยับยั้ง
รอบๆ หลุม 

 
 
 

ก) ค) ข) ง) 
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จากการทดลองการปฏิปักษ์ของแบคทีเรียทั้ง 10 ไอโซเลต ด้วยวิธี paper disc assay พบว่า 
แบคทีเรียไอโซเลต DB035 ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียไอโซเลต DB049 และ DB057 ยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียไอโซเลต DB021, DB032 และ DB049 (ตาราง 25, ภาพ 24) 

 
ตาราง 25 ผลการทดสอบการปฏิปักษ์ของเชื้อแบคทีเรีย 

ไอโซเลต 
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางการยับยั้ง (มิลลิเมตร) 

ชุด
ควบคุม 

DB 
007 

DB 
016 

DB 
021 

DB 
032 

DB 
035 

DB 
041 

DB 
044 

DB 
057 

DB007 15 - - - - - - - - 
DB016 30 - - - - - - - - 
DB021 35 - - - - - - - 13 
DB032 35 - - - - - - - 10 
DB035 17 - - - - - - - - 
DB041 20 - - - - - - - - 
DB044 17 - - - - - - - - 
DB051 35 - - - - - - - - 
DB057 10 - - - - - - - - 

 

หมายเหตุ: *ชุดควบคุม = Chloramphenicol มีความเข้มข้น 20 ไมโครกรัมต่อดิสก์ 
 

 
ภาพ 24 การปฏิปักษ์ของเชื้อแบคทีเรียบนอาหารแข็ง NA บ่มที่อุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
ก) การปฏิปักษ์ของเชื้อ DB057 ยับยั้งเชื้อ DB021 บนอาหารแข็ง NA 
ข) การปฏิปักษ์ของเชื้อ DB057 ยับยั้งเชื้อ DB032 บนอาหารแข็ง NA 

ค) การปฏิปักษ์ของเชื้อ DB057 และ DB035 ยับยั้งเชื้อ DB021 บนอาหารแข็ง NA 
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5. การเตรียมวัสดุปลูก 
1. ชั่งวัสดุปลูกตามที่แสดงในตาราง 26 
 

ตาราง 26 ส่วนผสมของวัสดุปลูก 

วัสดุปลูก น้ าหนัก หน่วย 

ดินจากบ้านไร่ไออุ่นสตรอเบอรี่ 500 กรัม 
ขุยมะพร้าว 100 กรัม 
ดินเพาะ 250 กรัม 
พีทมอส 250 กรัม 

รวม 1,100 กรัมต่อกระถาง 
  
 2. ท าการผสมส่วนผสมทั้งหมดให้เข้ากัน จากนั้นบรรจุใส่ถุง โดยซ้อนถุง 2 ชั้น เพ่ือป้องกัน
การฉีกขาด และท าการปิดปากถุง น าไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
จ านวน 2 รอบ 
 

 
ภาพ 25 วัสดุปลูก 

 
6. ขั้นตอนการปลูกไหลสตรอว์เบอร์รี 

1. น าดินที่เตรียมไว้ใส่ลงในกระถางโดยผสมกับน้ า จากนั้นเจาะหลุมตรงกลางกระถางส าหรับ
วางต้นไหลสตรอว์เบอร์รี 

2. ย้ายต้นไหลสตรอว์เบอร์รีลงในกระถาง กลบด้วยดินไม่ควรกดบริเวณโคนต้น จากนั้นรดน้ า
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  

3. ท าการย้ายปลูก เป็นเวลา 14 วัน เพ่ือเตรียมต้นไหลให้สมบูรณ์ก่อนการท าการทดลองใน
ระดับโรงเรือน 
 

ดินจากไร่ พีทมอส ขุยมะพร้าว ดินเพาะ 
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ภาพ 26 ขั้นตอนการปลูกไหลสตรอว์เบอร์รี 
 
7. วิธีการเตรียมหัวเชื้อและปุ๋ยเคมี 

เตรียมวัสดุและอุปกรณ์ 
1.การเตรียมปริมาณหัวเชื้อส าหรับรดในกระถาง 108 CFU/ml 

เลี้ยงแบคทีเรียไอโซเลต DB016, DB021 และ DB041 ในอาหาร NB ปริมาตร 1,200 
มิลลิลิตรต่อแบคทีเรีย 1 ไอโซเลต จากนั้นบรรจุลงในขวดยาปริมาตร 50 มิลลิลิตร จ านวน 15 ขวด 
และปริมาตร 25 มิลลิลิตร จ านวน 15 ขวด โดยท าการเตรียมแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลต (ภาพ 27) 
 

  

ภาพ 27 แบคทีเรียท่ีท าการบรรจุลงในขวดยา 
 

2. การเตรียมปุ๋ยสูตรเสมอ 15-15-15   
ท าการชั่งปุ๋ยสูตรเสมอ 15-15-15 ใส่ลงในถุง ถุงละ 5 กรัม จ านวน 15 ถุง และ 2.5 กรัม 

จ านวน 15 ถุง จากนั้นปิดปากถุงให้สนิท (ภาพ 28) 
 

 

 

ภาพ 28 ปุ๋ยสูตรเสมอ 15-15-15 
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ภาคผนวก จ ภาพการทดสอบความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นสตรอว์เบอร์รี
ด้วยแบคทีเรียเอนโดไฟต์ในระดับโรงเรือน 

 

 
ภาพ 29 ต้นสตรอว์เบอร์รี หลังย้ายปลูกลงกระถาง วันที่ 0 

ก) กรรมวิธีที่ 1 วัสดุปลูกฆ่าเชื้อ   ข) กรรมวิธีที่ 2 วัสดุปลูกร่วมกับ DB016  
ค) กรรมวิธีที่ 3 วัสดุปลูกร่วมกับ DB021  ง) กรรมวิธีที่ 4 วัสดุปลูกร่วมกับ DB041  
จ) กรรมวิธีที่ 5 วัสดุปลูกร่วมกับ DB016+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ฉ) กรรมวิธีที่ 6 วัสดุปลูกร่วมกับ DB021+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ช) กรรมวิธีที่ 7 วัสดุปลูกร่วมกับ DB041+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ซ) กรรมวิธีที่ 8 วัสดุปลูกร่วมกับปุ๋ยสูตรเสมอ  

 

 
ภาพ 30 ต้นสตรอว์เบอร์รี หลังย้ายปลูกลงกระถาง วันที่ 14 

ก) กรรมวิธีที่ 1 วัสดุปลูกฆ่าเชื้อ   ข) กรรมวิธีที่ 2 วัสดุปลูกร่วมกับ DB016  
ค) กรรมวิธีที่ 3 วัสดุปลูกร่วมกับ DB021  ง) กรรมวิธีที่ 4 วัสดุปลูกร่วมกับ DB041  
จ) กรรมวิธีที่ 5 วัสดุปลูกร่วมกับ DB016+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ฉ) กรรมวิธีที่ 6 วัสดุปลูกร่วมกับ DB021+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ช) กรรมวิธีที่ 7 วัสดุปลูกร่วมกับ DB041+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ซ) กรรมวิธีที่ 8 วัสดุปลูกร่วมกับปุ๋ยสูตรเสมอ  

ก) ค) ง) ข) 

จ) ช) ซ) ฉ) 

ก) ค) ง) ข) 

จ) ช) ซ) ฉ) 
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ภาพ 31 ต้นสตรอว์เบอร์รี หลังย้ายปลูกลงกระถาง วันที่ 28 

ก) กรรมวิธีที่ 1 วัสดุปลูกฆ่าเชื้อ   ข) กรรมวิธีที่ 2 วัสดุปลูกร่วมกับ DB016  
ค) กรรมวิธีที่ 3 วัสดุปลูกร่วมกับ DB021  ง) กรรมวิธีที่ 4 วัสดุปลูกร่วมกับ DB041  
จ) กรรมวิธีที่ 5 วัสดุปลูกร่วมกับ DB016+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ฉ) กรรมวิธีที่ 6 วัสดุปลูกร่วมกับ DB021+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ช) กรรมวิธีที่ 7 วัสดุปลูกร่วมกับ DB041+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ซ) กรรมวิธีที่ 8 วัสดุปลูกร่วมกับปุ๋ยสูตรเสมอ  

 

 
ภาพ 32 ต้นสตรอว์เบอร์รี หลังย้ายปลูกลงกระถาง วันที่ 42 

ก) กรรมวิธีที่ 1 วัสดุปลูกฆ่าเชื้อ   ข) กรรมวิธีที่ 2 วัสดุปลูกร่วมกับ DB016  
ค) กรรมวิธีที่ 3 วัสดุปลูกร่วมกับ DB021  ง) กรรมวิธีที่ 4 วัสดุปลูกร่วมกับ DB041  
จ) กรรมวิธีที่ 5 วัสดุปลูกร่วมกับ DB016+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ฉ) กรรมวิธีที่ 6 วัสดุปลูกร่วมกับ DB021+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ช) กรรมวิธีที่ 7 วัสดุปลูกร่วมกับ DB041+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ซ) กรรมวิธีที่ 8 วัสดุปลูกร่วมกับปุ๋ยสูตรเสมอ  

 

ก) ค) ง) ข) 

จ) ช) ซ) ฉ) 

ก) ค) ง) ข) 

จ) ช) ซ) ฉ) 
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ภาพ 33 ต้นสตรอว์เบอร์รี หลังย้ายปลูกลงกระถาง วันที่ 56 

ก) กรรมวิธีที่ 1 วัสดุปลูกฆ่าเชื้อ   ข) กรรมวิธีที่ 2 วัสดุปลูกร่วมกับ DB016  
ค) กรรมวิธีที่ 3 วัสดุปลูกร่วมกับ DB021  ง) กรรมวิธีที่ 4 วัสดุปลูกร่วมกับ DB041  
จ) กรรมวิธีที่ 5 วัสดุปลูกร่วมกับ DB016+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ฉ) กรรมวิธีที่ 6 วัสดุปลูกร่วมกับ DB021+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ช) กรรมวิธีที่ 7 วัสดุปลูกร่วมกับ DB041+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ซ) กรรมวิธีที่ 8 วัสดุปลูกร่วมกับปุ๋ยสูตรเสมอ  

 

 
ภาพ 34 ต้นสตรอว์เบอร์รี หลังย้ายปลูกลงกระถาง วันที่ 70 

ก) กรรมวิธีที่ 1 วัสดุปลูกฆ่าเชื้อ   ข) กรรมวิธีที่ 2 วัสดุปลูกร่วมกับ DB016  
ค) กรรมวิธีที่ 3 วัสดุปลูกร่วมกับ DB021  ง) กรรมวิธีที่ 4 วัสดุปลูกร่วมกับ DB041  
จ) กรรมวิธีที่ 5 วัสดุปลูกร่วมกับ DB016+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ฉ) กรรมวิธีที่ 6 วัสดุปลูกร่วมกับ DB021+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ช) กรรมวิธีที่ 7 วัสดุปลูกร่วมกับ DB041+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ซ) กรรมวิธีที่ 8 วัสดุปลูกร่วมกับปุ๋ยสูตรเสมอ  

 

ก) ค) ง) ข) 

จ) ช) ซ) ฉ) 

ก) ค) ง) ข) 

จ) ช) ซ) ฉ) 
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ภาพ 35 ต้นสตรอว์เบอร์รี หลังย้ายปลูกลงกระถาง วันที่ 84 

ก) กรรมวิธีที่ 1 วัสดุปลูกฆ่าเชื้อ   ข) กรรมวิธีที่ 2 วัสดุปลูกร่วมกับ DB016  
ค) กรรมวิธีที่ 3 วัสดุปลูกร่วมกับ DB021  ง) กรรมวิธีที่ 4 วัสดุปลูกร่วมกับ DB041  
จ) กรรมวิธีที่ 5 วัสดุปลูกร่วมกับ DB016+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ฉ) กรรมวิธีที่ 6 วัสดุปลูกร่วมกับ DB021+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ช) กรรมวิธีที่ 7 วัสดุปลูกร่วมกับ DB041+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ซ) กรรมวิธีที่ 8 วัสดุปลูกร่วมกับปุ๋ยสูตรเสมอ  

 

 
ภาพ 36 ต้นสตรอว์เบอร์รี หลังย้ายปลูกลงกระถาง วันที่ 98 

ก) กรรมวิธีที่ 1 วัสดุปลูกฆ่าเชื้อ   ข) กรรมวิธีที่ 2 วัสดุปลูกร่วมกับ DB016  
ค) กรรมวิธีที่ 3 วัสดุปลูกร่วมกับ DB021  ง) กรรมวิธีที่ 4 วัสดุปลูกร่วมกับ DB041  
จ) กรรมวิธีที่ 5 วัสดุปลูกร่วมกับ DB016+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ฉ) กรรมวิธีที่ 6 วัสดุปลูกร่วมกับ DB021+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ช) กรรมวิธีที่ 7 วัสดุปลูกร่วมกับ DB041+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ซ) กรรมวิธีที่ 8 วัสดุปลูกร่วมกับปุ๋ยสูตรเสมอ  

 

ก) ค) ง) ข) 

จ) ช) ซ) ฉ) 

ก) ค) ง) ข) 

จ) ช) ซ) ฉ) 
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ภาพ 37 ต้นสตรอว์เบอร์รี หลังย้ายปลูกลงกระถาง วันที่ 112 

ก) กรรมวิธีที่ 1 วัสดุปลูกฆ่าเชื้อ   ข) กรรมวิธีที่ 2 วัสดุปลูกร่วมกับ DB016  
ค) กรรมวิธีที่ 3 วัสดุปลูกร่วมกับ DB021  ง) กรรมวิธีที่ 4 วัสดุปลูกร่วมกับ DB041  
จ) กรรมวิธีที่ 5 วัสดุปลูกร่วมกับ DB016+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ฉ) กรรมวิธีที่ 6 วัสดุปลูกร่วมกับ DB021+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ช) กรรมวิธีที่ 7 วัสดุปลูกร่วมกับ DB041+ปุ๋ยสูตรเสมอ  
ซ) กรรมวิธีที่ 8 วัสดุปลูกร่วมกับปุ๋ยสูตรเสมอ  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

ก) ค) ง) ข) 

จ) ช) ซ) ฉ) 
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